SEKK Zavére€na zprava k vyhodnoceni cyklu EHK

Divize EHK uréend pro G¢astniky cyklu

T05/24: | munofenotypizace (studie)

Tato studie byla realizovana na zaklade dotazniku z roku 2023 (T24/23) a na zakladé nasledného doporuceni vyboru
SLI CSAKI z ledna 2024. V ramci studie jsme testovali moznost méfit nové populace bunék ve vzorcich, které
UCastnici obdrzi pro cyklus IFT1/24. V zé&vidosti na poctu a kvalité vydedki a naslednych konzultaci svyborem SLI
CSAKI rozhodneme, zda nékteré nové zkousky zaradit do EHK jako standardni sougast programu IFT.
Seznam testovanych novych zkouSek (u vSech méli Ugastnici mozZnost vydat jak relativni vysedky v %, tak absolutni
p0ctyv jednotce -10%/L):

B lymfocyty (CD5+CD19+)

| zotypové piepnuté pamét'ové B lymfocyty

Naivni B lymfocyty

Aktivované T lymfocyty (HLA-DR+)

gammardelta T lymfocyty (CD3+TcRyd+)

T regulagni lymfocyty

Naivni Th lymfocyty
Technlcky byla studie realizovana jako cyklus T05/24, ktery bézd paralelné s cyklem IFT1/24.

Vzorky
Vzorky byly shodné s cyklem IFT1/24.

K omentar supervizora

Studie se zUcastnilo 55 pracovi&t’, z toho 17 ze Slovenska.

Ugastnikam studie nebyl uréen konkrétni postup pii znageni/vypoctu jednotlivych subpopulaci.

Vztazné hodnoty byly uréeny jako robustni praméry vysedki Ucastnika.

Dle ofekavani jsme u vétSiny zkousek ziskali velice rozptylené vydedky (CV se vétSinou pohyboval od 20 do 60 %).
Proto jsme pro jednotlivé zkousky nastavili D na dvojnasobek CV (resp. priméru CV obou vzorki) s omezenim na
maximalni velikost D = 100 %.

Obecné
Nepozor ovali jsme zavisost vydedki na
pouzitych reagenciich (pti méfeni CD populaci byli vyznamngji zastoupeni vyrobci: Beckman Coulter (60 %
vysedka), Becton Dickinson (13 %), jini vyrobci byli zastoupeni méné nez 10 % vydedki G¢astniki)
ani na pouzitych zpasobech znaceni
ani na pouzitém systému (single vs. dual platform, vétSina Ucastnika pouziva dual platform)
Je ovSem tieba zduraznit, ze jsme méli k dispozici pomérné ma o vydedki, navic zatizenych velkym rozptylem.
Podrobngjsi informace naleznete ve statistikach na webu, kde jsou vydedky rozdélené do skupin jak podlie vyrobct
reagencii, tak podle zptisobi znaceni bunék.

B lymfocyty (CD5+CD19+)

Relativni zastoupeni [% z B]: Velmi rozptylené vydedky, CV u obou vzorki priblizné 100 % (!), napi. u vzorku A
minimum 1,1 a maximum 57.

Absolutni pocet [-10%L]: Velmi rozptylené vysledky, CV u obou vzorkii priblizng 90 % (1), napk. u vzorku A minimum
0,07 amaximum 0,31.

| zotypové prepnuté pamét’ové B lymfocyty

Relativni zastoupeni [% z B]: CV v oblasti 30 %, u obou vzorka byla vétsina vysledki mezi 10 a 20. VétSina Ucastniki
pouZila znaceni CD19+CD27+IgD-, ¢tyti pouzili CD19+CD27+IgD-IgM-, jeden uvedl CD19+CD20+CD27+ a
jeden CD27+ IgM.

Absolutni pocet [-10%L]: CV byl v oblasti 35 %, u obou vzorki byla vétSina vysledkia mezi 10 a 20.

Naivni B lymfocyty

Relativni zastoupeni [% z B]: Velmi dobré vysedky, CV do 10 % u obou vzorki. VétSina Uéastniki pouzila znaceni
CD19+CD27-1gD+, tii pouzili CD19+CD27-1gD+IgM+, dva uvedli CD19+CD27- ajeden CD27- IgM+.

Absolutni pocet [-10%/L]: CV byl v oblasti 25 %, napt. u vzorku A minimum 0,03 a maximum 0,123.

Aktivované T lymfocyty

Relativni zastoupeni [% z T]: Vdmi rozptylené vydedky, CV u obou vzorkua priblizné 50 az 70 %, napt. u vzorku A
minimum 0,5 a maximum 15.

Absolutni pocet [-10%/L]: Velmi rozptylené vysledky, CV u obou vzorka piiblizng 50 a 75 %, napt. u vzorku A
minimum 0,007 a maximum 0,196.
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gamma-delta T lymfocyty (CD3+TcRyd+)

Relativni zastoupeni [% z T]: Prijatelné vydedky, CV u obou vzorki priblizné 20 %, napt. u vzorku A minimum 2,9 a
maximum 6,9.

Absolutni pocet [-10%/L]: CV u obou vzorki piiblizng 30 %, napt. u vzorku A minimum 0,029 a maximum 0,08.

T regulaéni lymfocyty

Relativni zastoupeni [% z Th]: Zna¢ny rozptyl, CV u obou vzorku priblizné 40 a 30 %, napt. u vzorku A minimum 0,75
a maximum 7,9. Témér vSichni Ucastnici pouzili znageni CD3+CD4+CD25+CD127low, tii popsali znateni
CD4+CD25+CD127low, jeden CD4/CD127/CD25 a jeden Lucid Dura CD45+CD3+CD4+FOXP3+.

Absolutni pocet [-10%L]: Velmi rozptylené vysledky, CV u obou vzorki priblizng 70 %, napt. u vzorku A minimum
0,007 amaximum 0,256.

Naivni Th lymfocyty

Relativni zastoupeni [% z Th]: Znagny rozptyl, CV u obou vzorka priblizné 30 %, napt. u vzorku A minimum 16,9 a
maximum  49,6. VéSna OCastniki pouzila znageni CD3+CD4+CD45RA+,  ¢tyii  pouzili
CD3+CD4+CD45RA+CCR7+, jeden uvedl CD4+CD45RA+ ajeden CD3+CD4+CD45RA+CD27+.

Absolutni pocet [-10%L]: Velmi rozptylené vysledky, CV u obou vzorki pribliZzng 50 %, napk. u vzorku A minimum 0,1
amaximum 0,5.

Zavér
Vydedky, které jsme ziskali od Ggastniki, byly ve vétSing pripada velice rozptylené (CV zpravidla v fadu desitek
procent). Tam, kde G&astnici mohli pouzit vice zpasobt znateni, jsme ve vétSing pripadt méli vétsi pocet vydedki jen
od jednoho z moznych druhi znageni a od zbylych jen jednotky vysledkii — nebylo tak mozné posoudit, zda vydedky
ziskané jednotlivymi zpiisoby znageni tvori n&jaké homogenni skupiny.
Nejedna se o piekvapivé vysledky, velky rozptyl jsme pii volném vybéru zpisobu znageni ocekavali.
Pro eventudini dal§i pokratovani studie navrhneme jasné definovat sledované subpopulace, a to véetné vypoctu
% zastoupeni ve sledované subpopulaci tam, kde nelze pouzit zastoupeni v lymfocytech. Absolutni poéty povazujeme v
této fazi studie za zbytecné komplikujici hodnoceni.
Pro dal§i pokragovani navrhneme tyto subpopul ace:
. Blymfocyty CD5+ (CD5+CD19+)

gammardelta T lymfocyty (CD3+TcRyd+)

Aktivované T lymfocyty (% zastoupeni znaku DR+ v CD3+ lymfocytech)

T regulaéni lymfocyty (% zastoupeni CD25+CD127low v CD4+ T lymfocytech)

Naivni B lymfocyty (% zastoupeni CD27-IgD+ v CD19+ B lymfocytech)

| zotypoveé prepnute pamét'ové B lymfocyty (% zastoupeni CD27+IgD- v CD19+ B lymfocytech)
Vysledky studie a vy3e uvedené névrhy projedname se zastupci vyboru SLI CSAKI a néasledné rozhodneme, zda
nékteré subpopulace v budoucnu zatadime do programu IFT (at’ jiZ v rezimu studie nebo b&éznych zkouSek).

Odborna Mgr. Karolina Jankovi¢ova, Ph.D. MUDr. Helena Posova, CSc.
supervize: Fakultni nemocnice Hradec Kralovée 1. LFUK aVvVFN
Ustav klinické imunologie aaergologie KIA laborator ULBLD
Sokolské 581 Karlovo ndmeésti 32
500 05 Hradec Krélové 121 11 Praha2
e-mail: karolinajankovicova@fnhk.cz e-mail: hmare@Ifl.cuni.cz
Prilohy
Jako prilohu této zpravy jednatlivi Geastnici cyklu dale dostavaji:
Nazev pifilohy Pomamka
OsvédCeni o Ucasti Dostavaji Ucastnici, ktefi splnili podminky pro jeho vystaveni.
Vydedkovy list Dostavaji Ucastnici, ktefi uvedli kvantitativni vysedky.
Komplexni statistika Pouze pro zkousky s kvantitativnimi vysedky a dvéma vzorky.

Prilohy jsou identifikovany svym nazvem, oznagenim cyklu a kodem UGcéastnika a jsou uréeny pouze pro potiebu
Ucastnika.

Dal&i informace
Zavéretna zprava s vyjimkou piiloh je vefgnd. Jak Geastnikam, tak ostatnim odbornikiam, jsou na adrese www.sekk.cz
volné k dispozici dalSi informace, zggména:

Souhrnny piehled vysledki tohoto cyklu véetné této zavéreiné zpravy.

Kritéria (Dmax) pro hodnoceni kvantitativnich vys edka.
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Dokument Plan EHK (obsahuje informace, které se tykaji jak tohoto cyklu, tak EHK obecné).
Vysvétleni obsahu jednotlivych vySe uvedenych piiloh.
Kontakt na poskytovatele EHK a na koordinatora EHK a seznam vSech supervizori véetné kontakta.
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