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SONY

SP6800 Optical P

Parametric Data Flow Cell Chip Prism Array

500 DCLP

Laser
Module

S 420-440 nm
Spectral Data

450-470 nm

32-Channel =—=

Spectral

Un-mixing PMT

(500-800nm)
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Conventional & Spectral
Flow cytometry

Measured data Analysis results

%:*l-‘

Conventional FACS:
Bandpass filters & detectors
Algorithm for spectral
overlap compensation

PMT 1 2 3 4

Spectral flow analyzer: Spectral

One detector for whole
spectrum

Algorithm for unmixing of
individual fluorescence

emission PMT 12 34 seeecocs

Unmixing

Intensity
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SONY

Spectral data plot
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SONY

Spectral Data from two laser intercepts

Top Laser (Blue) Bottom Laser (Red)

Wavelength Wavelength
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SONY

Full spectrum data: Mix of single-stained'beads™

Blue Laser Red Laser

Wavelength Wavelength
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SONY

Workflow for spectral analysis s

Spectral Data Parametric Data
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Algorithm

Reference Spectra
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SONY SP6800 Spectral Analyzer

Kenmerken Sony SP6800:
> 3 lasers, waarvan 2 collinair (488, 405/638nm)
» 32 kanalen per PMT detector

NVC 2018
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Sony SP6800 Software: acquisition mode

Said Omar 12color panel ILC - [administrator] - SPG800 Software
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all stai

W B t= B AN
Dot Histogram Spectrum | Show| Smapto  Auto  Change 100  Show Edit Exportto
Giid | Gid  Amange Paletter S | Table CSV File
Plot Alignment e Statist
Experiment Explorer << Settings
Experiment List Color Palette
From @ To
Keyword: Marker Fluorochrome
Q search e e
04 PE
[ ac week20 - TH2 PE-CF594
[ QC week 28 i
[ QC week 27 i
[ T-cel i s cd200r By421
[ T-cel i cd161 | B0
[ T-cel Buis 4 & &
i |
M Tt wou
[ T-cell Buis 1 T  Alexa Fluor 100

0618 LST patient

R
JHEHATII

|'| Amsterdom UMC

ony SP6800 Software: analysis mode
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11 color experiment
Violet & blue laser excited
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11 color experiment
Violet & blue laser excited
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14 colors violet/blue/red excited yan
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14 colors violet/blue/red excited
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Eigenschappen Spectraal Analyse:

Spectraal analyse geeft veel informatie over hoe fluorochromen zich gedragen (ook handig naast
conventionele FCM). Denk aan excitatie door meerdere lasers en de kwaliteit van tandemconjugaten

corrigeren voor autofluorescentie op basis van het unieke AF-spectrum

Problemen met unmixing kunnen ontstaan wanneer fluorochromen dubbel excitatie vertonen (bv Qdots)
en/of in het rood emitteren op violet & rode laser (door de collineair violet& rode lasers)

Jammer genoeg heeft de Sony SP6800 geen UV laser voor het gebruik van UV-geexciteerde fluorochromen
samenstellen van een kleuren panel zonder dat de piek emissies “passen” bij de optische configuratie van
het instrument, dus geen filters of detector configuratie aanpassen. Instrument heeft 1 configuratie voor

golflengtebereik +400-800nm.

Flexibiliteit in panel design. Bestaand panel eenvoudig uit te breiden met extra kleur(en) zonder dat dit
invloed heeft op de andere kleuren in het panel

het ontbreken van een compensatie algoritme. Hiervoor in de plaats komt een algoritme dat in de mix van
fluorescente kleuren “zoekt” naar de unieke fingerprint van het gebruikte fluorochroom

Instrument is zeer eenvoudig te gebruiken, software volgt in grote lijnen de gebruikelijke interface
technieken (microsoft Office ribbon)
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Sony Spectral Analyzer voor Diagnostiek van Lymfoproliferatieve Ziekten

Euroflow panel met 3 samples: Normaal, B-cel monoklonaliteit, CLL

LST Lymphoid Screening Tube

PE PerCP-Cy5.5 V450/PB V500
smiglambda 5 pl smigKappa 5 pl CD5 15ul | |CD19 5ul | |CD3 2,5 | |[CD38 3wl | [CD4 0,5ul| [CD45 5l
CDS 5 ul CD56 5l TCRyS 3 CD20 1l

Hetzeltde sample is gemeten op de Sony SP6800 en de Facscantoll
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Sample: norm

Sony SP6800 Facscantoll
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FITC-A :: cdS_Lambda : FITC - Area
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PE-Cy7-A:: cd19_TCRyd : PE-Cy7 - Area
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Sample: B cel monoclonaliteit

Sony SP6800 Facscantoll
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FITC-A :: cd3_Lambda: FITC - Area

FITC-A :: cdS_Lambdla : FITC - Area

Sample: B cel monoclonaliteit
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SSC-A 5 S5C - Area

PE-Cy7-A :: cd19_TCRyd : PE-Cy7 - Area

Sample: CLL
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Sample: CLL

Sony SP6800
Gated on B-cells
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Conclusies mbt de analyse van deze 3 samples en het Euroflow panel
op de SP6800:

» Dotplots vertonen over het algemeen dezelfde populaties
» Sony SP6800 heeft andere dynamiek in scatter plot

» Populatie frequenties komen goed overeen

» Euroflow LST Panel is prima te analyseren met de SP’6800
» Sony SP6800 lijkt iets minder gevoelig op pe-cy7
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Ontwikkelingen in de Spectraal Flow Cytometrie

Naast de Sony spectral analyzers SP6800 & SP3800 is de firma
Cytek Biosciences actief met oa de Aurora & NL3000

Kenmerken Cytek Aurora & NL3000:
» 3-5 lasers (gescheiden laserspots)
» Spectrum, 16 kanalen per laser SP6800 SP3800
» APD solid state detectors
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Dank aan:

Johan Dobber, Lab Speciele Hematologie, AMC

Mark Dessing, Sony Biotechnology
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