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CIEL STUDIE

Porovnanie vysledkov fenotypizacie zakladnych subpopulacii lymfocytov

dvoma roznymi metddami.

. 1. Metdéda: TetraCHROME (CD45/CD56/CD19/CD3) + protilatky CD16, CD4, CDS8, IVD CE

' 2. Metdda: DuraClone IM Phenotyping BASIC Tube, RUO



POROVNANIE METOD - ROZDIELY

1. TETRACHROME + DALSIE PROTILATKY - 6 COLOR ANALYZA

' REAGENCIE

6607073: TetraCHROME CDA45-FITC/CD56- PE/CD19-ECD/CD3-PC5, 50t, IVD&CE
A07766: CD16-RPE 100t, CE

A94682: CD4-APC-Alexa Fluor® 750, 50 Tests, CE

737661: CD8 PC7 100t, CE

AQ09777: Versalyse 100t CE

D postup
50 ul plnej EDTA krvi + a 5ul protilatok, vortex
. Inkubacia 15 min, RT, tma
P 500ul Versalyse, vortex
:&uﬁ; Inkubacia 15 min, RT, tma
: e+ Analyza na cytometri, minimalne 5000 lymfo

2. Kvapalné protilatky, 6 - color analyza (Navios 2/8)



POROVNANIE METOD - ROZDIELY

2. DURACLONE IM PHENOTYPING BASIC TUBE 8 COLOR ANALYZA

' REAGENCIE

B53309: DuraClone IM Phenotyping BASIC Tube, 25 tests, RUO
B36291: HLA-DR-Pacific Blue, 50 tests, CE-IVD

D Ppostup
Duraclone ready to use (+ 10ul HLA-DR - PB)
50 ul plnej EDTA krvi do Duraclone skimavky

- X Vortex !, Inkubacia 15 min, RT, tma
- -y 1000ul Versalyse, vortex
o o —m—— Inkubacia 15 min, RT, tma
...".:' e s Analyza na cytometri, minimdlne 5000 lymfo
—'*HW‘ '-lll!!l”-
Y 4 B -~ Dry (susené) protilatky, 8 (9) - color analyza (Navios 3/10)




POROVNANIE METOD - ROZDIELY

HLA-DR
. . M Pacific | Krome
DuraClone IM Phenotyping Basic Tube FITC PE ECD | PC55 PC7 | APC | A700 Blus® | Orange
RLG=2ests CD16 CD56 CD19 - CD14 CD4 CD8  CD3 - CD45
Kvapalny koktail TetraCHROME+3 CD45 CD56 (D56 CD3 | CD8 CD4
(Rovnaké klony okrem CD45)
CD16 I Add Blood
Sample
Add Lysis B
Solution {
\g

TetraCHROME VYHODY — NEVYHODY

Urcené pre klinicku diagnostiku — IVD, CE

Kvapalné protilatky, priprava koktailu, pipetovanie, chyby
1 skimavkova metdda

(HLA DRV druhej skimavke — separatna analyza)
ZlozitejSia kompenzacia

Acquire data
by flow cytometry

DuraClone VYHODY — NEVYHODY

Urcené pre klinicky vyskum — RUO
Ready to use, redukcia pipetovania (workflow)
Standardizacia - unifikacia

1 skimavkova metdda vratane HLADR (rovnaky protokol)
Subpopulacie monocytov
Kompenzacny kit v kazdom baleni

RT - skladovanie



DESIGN STUDIE

*  Pacienti — ndhodny vyber, N=30

*  bez ohladu na diagndzu, vek, pohlavie

* analyza v priebehu mesiaca v 4 nezavislych drioch

*  analyza vykonana paralelne farbenim rovnakej vzorky EDTA krvi pacienta
*  cytometrickd analyza vysledkov software Kaluza ver. 2.0

*  zvolena stratégia gatovania

*  Porovndavané parametre subpopulacii lymfocytov — percentualne pocty :
T-CD3+, Th-CD3+4+, Tc- CD3+8+, B- CD19+3-, NK - CD 3- 16+- 56+-

«  Statistika — koreldcia Pearson, korela¢na krivka
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STRATEGIA GATINGU- TCH 6 COLOR
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SSINT

CD4 APC

NAVIOS EX AKVIZICNY PROTOKOL — DURACLONE BASIC
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CD56 PE

NAVIOS EX AKVIZICNY PROTOKOL — DURACLONE BASIC
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VYSLEDKY
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SSINT

TREG - CDS — DURACLONE TECHNOLOGY

Povrchové farbenie CD4 + CD127- CD25++

CDS — Custom Design Service - DuraClone

Skladovanie, Standardizacia, interlaboratérne porovnanie, pipetovanie, kompenzacia
— 3 cytometrické pracoviska Alphamedical

BC protilatky, minimalna kompenzacia, Navios EX

CD4 CD127 CD25
(13B8.2) (R34.34) (B1.49.9)
55907787 00009279 002
Instrument: Navios Acquisition Date: 11-Apr-18
FITC FS ss FL1 FLS FL6
Voltage 435 430 405 430 425

[LYMFO] CD4-FITC / S5 INT .. [CD4+] CD127-PC7 / CD25-APC Gain - 5 1 1 1
1000
FL1 F5  Fl6

= 10 AL 2,50 2,50
6001 § FL5 0,00 0,00

w10

a FL6 0,00 0,00
400+ o :

10°+ * *v
Treg: 5,41%
1;)" 1;)‘ Ib’ 10° 127’ IE)‘ |E)z 100
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ZAVER

DuraClone technoldgia

- Standardizacia a reprodukovatelnost

- Inter a intra laboratdrna porovnatelnost

- zlepSenie ,workflow”

- mensia chybovost

- Expiracia, skladovatelnost (tandemové AB)



