Ptiloha €. 1 — Specifikace Praktické studie k ovéfeni vhodnosti implementace spektralni cytometrie
do provozu komeréni diagnostické laboratofe priatokové cytometrie

Format a rozsah

Praktickd studie bude zpracovana v rozsahu maximalné 20 normostran cistého textu (1 NS = 1800
znak( véetné mezer) ve formatu A4. Grafické vystupy (grafy, tabulky, pfipadné jiné vizualizace) budou
do dokumentu zafazeny nad tento rozsah a do poctu NS se nezapocitavaji. Dilo bude predano v
elektronické podobé (format PDF).

Struktura a obsah praktické studie
a) Uvod a cil studie

Tato ¢ast bude obsahovat predstaveni problematiky studie a budou struéné shrnuty poznatky
vyplyvajici z prvni €asti ,STUDIE PRO POTENCIALN{ IMPLEMENTACI CELOSPEKTRALN{ CYTOMETRIE DO
PROVOZU KOMERCNI DIAGNOSTICKE LABORATORE PRUTOKOVE CYTOMETRIE®,

Budou vytyceny cile, pticemz primarni soucasti praktické studie bude porovnani dat ziskanych na
konvenénim osmibarevném cytometru BD Facs Canto Il a spektralnim cytometru Cytek Aurora. Cilem
je prokazat, jestli spektralni cytometr poskytuje vysledky srovnatelné kvality a mdze nahradit konvenéni
pfistroj v diagnostickych aplikacich, ¢imz dojde k efektivnéjsimu vyuziti vzork, financi, a zjednoduseni
laboratornich procesu.

b) Metody, postupy a kvantifikace definovanych populaci
V rdmci uvedené ¢asti bude podrobné rozpracovdna metodika zaloZzena na nize uvedenych postupech.

Vzorky budou zpracovany paralelné na obou pfistrojich — BD Facs Canto Il (konvencni osmibarevny
cytometr) v laboratofi Objednatele a Cytek Aurora (spektralni cytometr) v laboratofi Zhotovitele, za
pouZiti navrZenych panell pro detekci definovanych leukocytarnich populaci. Cilem je porovnat
procentudlni zastoupeni a miru exprese vybranych markerd mezi obéma pfistroji a ovéfit robustnost a
reprodukovatelnost vysledkl. Tato ¢ast bude obsahovat shrnuti pouZitych postupll a metodologie,
zejména pak:

. Postup standardizace a QC cytometru

o PouZity postup zpracovani materialu

Detaily pouZzitych panell

Detailni strategie analyzy jednotlivych populaci a markerd (tzv. gating strategy)

Mezi analyzované parametry budou zarazeny T lymfocyty, NK buriky a plazmatické buriky, které jsou
rutinné méreny v obou laboratofich. T-lymfocyty a NK buriky byly zvoleny jako modelovd populace pro
svou dobrou Zivotaschopnost, jasné definované subsety a ¢asté zastoupeni ve vzorcich periferni krve.
Plazmatické bunky jsou citlivéjsi a nachylnéjsi nez bézné lymfocyty, a proto jsou vhodné k hodnoceni
robustnosti méfeni a stability signalu.

Kromé procentualniho zastoupeni populaci se analyza zaroven zaméri na miru exprese terapeutickych
cilovych molekul, které jsou vyuzivany v imunoterapii hematologickych malignit. Tyto markery umozni
posoudit schopnost spektralni cytometrie presné kvantifikovat expresi klinicky vyznamnych



terapeutickych cild, coz ma pfimy dopad na mozZnosti diagnostického i vyzkumného vyuZiti metody.
Soucasti analyzy bude podrobné porovnani hodnot Median Fluorescence Intensity (MFI), které
predstavuji klicovy ukazatel intenzity exprese marker( a tim i robustnosti méreni mezi pfistroji. Pro
tento ucel budou porovnany hodnoty MFI na plazmatickych burikach v duplicitnich vzorcich ziskanych
z obou cytometra.

Analyzované parametry robustnosti, replikovatelnosti a porovnatelnosti:

1. Leukocyty
2. Lymfocyty
3. T-lymfocyty

Budou hodnocena procentudlni zastoupeni zakladnich subset: CD4+ a CD8+ T buriky
a jejich podskupiny (naive, central memory, effector memory, terminal effector
memory).

K analyze budou pouZity markery CD3, CD4, CD8, CD27, CD45, CD197, CD45SRA,
pfipadné dalsi dle potreby.

4. NK bunky (natural killer cells)

Budou sledovany hlavni subsety NK bunék — CD16~ CD56high, CD16* CD56dim, CD16*
CD56dim CD57".

K tomuto Ucelu budou pouzity markery CD3, CD16, CD45, CD56, CD57 a dalsi podle
potreby, véetné funkéné relevantnich molekul KIR2DL1, NKG2A.

U NK bunék bude kromé procentualniho zastoupeni vyhodnocena i mira exprese
vybranych funkénich molekul.

5. Plazmatické buriky

c) Vysledky

Tyto bunky predstavuji klicovou populaci u hematologickych malignit (napf.
mnohocetny myelom, MGUS apod.) a jsou vhodnym cilem pro hodnoceni klinicky
relevantnich markerd.

Budou analyzovany pomoci markert CD19, CD38, CD45, CD138, pripadné dalsich podle
potieby.

Hodnoceni miry exprese terapeutickych cili - CD38, BCMA, SLAMF7, FCRH5, CD229,
GPRC5D, EZH2.

Tato ¢ast bude obsahovat:

e prehledné zpracované vystupy praktické studie (tabulky, grafy, pfipadné jiné vizualizace),

e popis klicovych zjisténi odpovidajicich stanovenym cilim a otazkam,

e identifikaci trend, rizik nebo pfileZitosti zjisténych v ramci analyzy.

Vzhledem k velikosti a objemu zmérenych dat, budou tato data prevedena do rozsahlé tabulkové
podoby (hruba data). Tabulkova hruba data budou vzhledem ke své komplexnosti finalné zpracovana
do prehledné tabulkové verze a nasledné do grafické podoby, které budou soucasti studie, pfehledné
porovnavajici mezi obéma pfistroji nasledujici primarné urcené parametry pro hodnoceni robustnosti,
replikovatelnosti a porovnatelnosti metod:

e Procentualni zastoupeni definovanych bunéénych populaci



e Porovnani intenzity signal u vybranych markerd (MFI) na T lymfocytech i plazmatickych
burikach

e Pfehledné srovnani hodnot mezi konvencnim a spektralnim cytometrem.

d) Diskuse a interpretace

Diskuse bude zamérena na zhodnoceni zjisténych rozdil ¢i shod mezi mérenimi obou systémd
(konvencni vs. spektralni). Budou vyhodnoceny definované parametry robustnosti, replikovatelnosti a
porovnatelnosti dat, véetné statistického hodnoceni (parovy t-test nebo Wilcoxon). Soucasti bude
zhodnoceni pfinosu spektralni cytometrie pro rutinni diagnostickou praxi a popis moznych omezeni
metody.

e) Zavér a doporuceni
Zavérec€na Cast shrne hlavni zjisténi praktické studie, zejména:

e vysledky mezi konvenénim a spektradlnim cytometrem

e zda spektralni cytometr poskytuje robustni a konzistentni vysledky vhodné pro klinickou
diagnostiku,

e zda konsolidace stavajicich osmibarevnych panell do jednoho spektradlniho panelu je
realizovatelna a efektivni a budou zdlraznéna negativa a pozitiva designu a méreni spektralnich
paneld.

Soucasti budou také praktickda doporuceni pro implementaci spektralni cytometrie v rutinni praxi,
navrhy na rozsifeni panell markerd a na integraci vysledk( s dalSimi diagnostickymi metodami.

Dalsi nalezitosti
e Prakticka studie bude zpracovana v ceském jazyce.

e  Grafické zpracovani (grafy, tabulky, obrazky) bude soucasti hlavniho textu vypracované analyzy
a nebude zapoditavano do celkového rozsahu 20 NS.

e Odevzdani probéhne v terminu stanoveném ve smlouvé.

e Zpracovatel zodpovida za odbornou spravnost a originalitu textu.



