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Перекрестная ссылка на родственные заявки 

Данная заявка притязает на приоритет предварительной заявки (США) номер 63/050637, поданной 

10 июля 2020 года, которая содержится по ссылке как полностью изложенная в данном документе. 

Уровень техники 

Инструменты для проведения клеточного анализа с использованием проточных цитометров извест-

ны в данной области техники. См., например, опубликованную заявку на патент (США) номер 

2008/0010019, содержащуюся по ссылке как полностью изложенная в данном документе. Проточный 

питометр направляет поток частиц через зону считывания, в которой частицы могут возбуждаться по-

средством пучка света. Пучок света заставляет частицы люминесцировать и/или рассеивать свет, и излу-

чаемый свет разделяется посредством фильтров на части электромагнитного (ЕМ) спектра. Посредством 

изучения фильтрованного ЕМ-спектра, может выполняться анализ клеточного содержимого, и могут 

формироваться отчеты с определенными характеристиками и значениями. 

Сущность изобретения 

Тем не менее, к настоящему времени, не существуют проточные цитометры, которые предоставля-

ют возможность (i) автоматизированной подготовки проб крови (например, проб пуповинной крови), 

содержащих пробы гематопоэтических стволовых клеток, клеток-предшественников или Т-клеток, при 

которой, например, детали оптимальной инкубации и объема предварительно программируются; и (ii) 

анализа и пересчета по меньшей мере одного из гематопоэтических стволовых клеток, гематопоэтиче-

ских клеток-предшественников, Т-клеток и даже лейкоцитов, в идентичном инструменте, в котором про-

бы подготавливаются. Помимо этого, отсутствуют проточные цитометры, которые, в дополнение к (i) и 

(ii), предоставляют возможность осуществления анализа для одиночных проб с или без отрицательного 

контроля; либо для репликативных проб (например, дублированных проб) с или без отрицательного кон-

троля. Настоящее раскрытие сущности описывает такой инструмент. Раскрытие сущности также предос-

тавляет высокопроизводительный инструмент, при этом производительность инструмента повышается, 

по меньшей мере, частично, посредством способности перемещать различные жидкости (например, типы 

образцов) со взвешенными твердыми веществами (например, клетками) аккуратно и точно, с тем чтобы 

корректно пересчитывать частицы. 

Пересчет стволовых CD34+-клеток и CD34+-клеток-предшественников представляет собой один из 

наиболее жестко регулируемых тестов в клинической проточно-цитометрической лаборатории. Преду-

смотрено четыре основных фактора, которые способствуют критичности этого теста. 

(1) Перед трансплантацией доноры обычно подвергаются химиотерапии и/или радиотерапии, кото-

рая выводит из строя кроветворную систему пациента, так что восстановление пациента зависит от 

трансплантации достаточно большого числа стволовых клеток для того, чтобы воссоздавать гематопоэз. 

Корректный пересчет CD34+-клеток в силу этого является обязательным. 

(2) Нормативно-регулирующая база для CD34+-пересчета отличается в зависимости от географии; 

тем не менее, текущие доступные способы количественного определения, санкционированные для ис-

пользования в IVD, не предоставляют необходимую гибкость в том, чтобы приспосабливаться к этим 

отличиям, вынуждая лаборатории самостоятельно проверять достоверность лабораторно разработанных 

тестов на редких и ценных типах проб, чтобы удовлетворять требованиям своих местных правительст-

венных органов. 

(3) Аллогенные (чужеродные) трансплантаты содержат остаточные иммунные компетентные CD3+-

Т-клетки, которые имеют потенциал для того, чтобы вызывать заболевание "трансплантат против хозяи-

на" (GvHD), потенциально опасное для жизни осложнение в режимах трансплантации стволовых клеток. 

В силу этого обязательно пересчитывать число CD3+-Т-клеток в этих пробах; тем не менее, в настоящее 

время на рынке отсутствует IVD-набор, который предоставляет возможность параллельного пересчета 

стволовых CD34+-клеток и CD3+-Т-клеток в пробе, снова вынуждая лаборатории работать с определяе-

мыми пользователем тестами. 

(4) Текущие доступные процедуры CD34+-исчисления выполняются в значительной степени вруч-

ную, обуславливая потенциал для человеческих ошибок и в силу этого необходимость повторных прове-

дений единичного отбора проб, что приводит к формированию отчетов с результатами с задержкой или 

дискомфорту пациента/донора в случае, если должны забираться дополнительные пробы. Помимо этого, 

эти пробы зачастую поступают в качестве экстренных (STAT) проб в лабораторию, нарушая поток обра-

ботки в лаборатории и вынуждая лабораторный персонал деприоритезировать анализ других проб. Оба 

фактора приводят к необходимости автоматизированного решения для CD34+-пересчета. 

Новая разработанная система AQUIOS STEM и способы, описанные в данном документе, представ-

ляют собой первое решение для проведения диагностики в пробирке (IVD) для CD34+-пересчета, кото-

рое рассматривает эти критические аспекты. На основе автоматизированной проточно-цитометрической 

системы AQUIOS и способов, описанных в данном документе, оно обеспечивает полное решение для 

автоматизированного CD34+-пересчета и необязательного CD3+-пересчета в пробе, приводя к потоку 

обработки, который минимизирует необходимость вмешательства человека. Пробы загружаются в сис-

тему оператором, и подготовка проб и анализ данных выполняются автоматически посредством анализа-

тора. Это уменьшение времени обработки с участием оператора предоставляет прозрачный поток обра-
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ботки в лаборатории и минимизирует число ручных и в силу этого потенциально подверженных ошиб-

кам этапов. Это также означает то, что CD34+-пересчет может выполняться экспертами в области непро-

точной цитометрии, позволяя лабораториям обеспечивать CD34+-пересчет вне рабочего дня регулирую-

щей лаборатории, к примеру, в ночные смены или за выходные. Оба аспекта повышают уровень ухода за 

пациентами и уменьшают время до получения результата для этого критичного по времени варианта 

применения. 

Помимо этого, система AQUIOS STEM и способы, описанные в данном документе, предоставляют 

варианты анализа, которые адаптируются к отдельным регулирующим требованиям, к примеру, к руко-

водящим принципам Международного общества гематотерапии и трансплантационной инженерии 

(ISHAGE) для CD34+-пересчета и Европейской фармакопеи, которые отличаются в отношении своего 

запроса на дублированные проведения единичного отбора и использования отрицательного контроля. 

Эта гибкость также рассматривает параллельный пересчет CD3+-Т-клеток вместе с популяцией стволо-

вых CD34+-клеток и CD34+-клеток-предшественников в том, что система AQUIOS STEM предоставляет 

в сумме шесть (6) вариантов анализа, из которых можно выбирать, в качестве части IVD-решения. Это 

является уникальным для рынка и исключает необходимость во времязатратной самостоятельной про-

верке достоверности разработанных лабораторией тестов. 

Уровень автоматизации, предоставляемый посредством системы AQUIOS STEM, достигается по-

средством использования предварительно смешанных и готовых к использованию комбинаций реаген-

тов, адаптированных для автоматизации, при одновременном обеспечении наивысшего уровня трасси-

руемости данных. Текущие доступные ручные тестовые наборы используют решения для лизиса крас-

ных кровяных клеток (важного этапа в подготовке проб), которые требуют ежедневной подготовки 

вручную из концентрата и которые отрицательно влияют на жизнеспособность клеток, так что пробы 

должны храниться во льду до фактического анализа. В отличие от этого, система AQUIOS STEM исполь-

зует более мягкий лизирующий реагент красных кровяных клеток, который готов к использованию и 

может использоваться при комнатной температуре, что обеспечивает возможность автоматизации под-

счета количеств CD34+ и CD3+ способом, известным для других вариантов применения на основе авто-

матизированной проточной цитометрии, но для не пересчета стволовых клеток. Все флаконы для реаген-

тов, критически важные для теста, штрих-кодируются с помощью отдельных идентификаторов и суще-

ственных параметров контроля качества, таких как тип реагента, партия реагента, день первого примене-

ния, дата истечения срока годности и т.д., и сохраняются в одной базе данных вместе с информацией 

проб, что обеспечивает уровень трассируемости данных, предписанный посредством сегодняшних ак-

кредитирующих органов. 

Система AQUIOS STEM проходит проверку достоверности в клинических исследованиях относи-

тельно своего утвержденного способа, STEM-набора для проточного цитометра FC500, который воспри-

нимается как "золотой стандарт" на рынке для клинического CD34+-пересчета и который также исполь-

зован в качестве опорного способа для решений для CD34+-пересчета вручную других изготовителей. 

При использовании системы AQUIOS STEM, "золотой стандарт" переходит на следующий уровень по-

средством предоставления уникального нового решения для пересчета стволовых CD34+-клеток и 

CD34+-клеток-предшественников, который снимает нагрузку пересчета стволовых клеток с клинических 

лабораторий. 

Краткое описание чертежей 

Эти и другие признаки, аспекты и преимущества настоящей технологии должны становиться более 

понятными относительно нижеприведенных чертежей. 

Фиг. 1А является контрольным списком характеристик решения для идентификации и количест-

венного определения гематопоэтических CD34+-клеток-предшественников, которое удовлетворяет тре-

бованиям клинических лабораторий. 

Фиг. 1В является блок-схемой последовательности операций способа, описанного в данном доку-

менте для анализа и пересчета по меньшей мере одного из гематопоэтических стволовых клеток, гемато-

поэтических клеток-предшественников и Т-клеток. 

Фиг. 2 является видом в перспективе одного примера диагностического инструмента, в котором ин-

струмент показывается вместе с автозагрузчиком образцов и включает в себя проточный цитометр. 

Фиг. 3 является укрупненным видом в перспективе части диагностического инструмента, показан-

ного на фиг. 2. 

Фиг. 4 является видом спереди в перспективе диагностического инструмента по фиг. 2-3, показы-

вающим инструмент в ходе работы. 

Фиг. 5 является укрупненным видом части диагностического инструмента, которая допускает забор 

проб в одной трубке для образцов за один раз. 

Фиг. 6 является видом спереди в перспективе внешнего кожуха предложенного диагностического 

инструмента, показанного на фиг. 2-5. 

Фиг. 7 является видом спереди в перспективе внешнего кожуха другого примера, в котором автоза-

грузчик образцов исключается, и трубки для образцов вставляются через переднюю дверцу. 

Фиг. 8 представляет собой пример программной компонентной системы, которая может использо-
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ваться в способах и системах, описанных в данном документе. 

Фиг. 9 является таблицей, показывающей варианты панели для клинического количественного оп-

ределения CD34+-HPC, с или без анализа остаточных Т-клеток. 

Фиг. 10А-С являются графиками, показывающими эквивалентность трех вариантов CD34+-анализа: 

STEM-панель (тесты с дублированием плюс отрицательный контроль), STEM-тест с дублированием (те-

сты с дублированием, без отрицательного контроля) и одиночный STEM-тест (одиночный тест) для аб-

солютных количеств CD34+ (клеток/мкл). Эти три варианта анализа служат для тестов, которые не 

включают в себя CD3. 

Фиг. 11А-С являются графиками, показывающими эквивалентность трех вариантов CD34+-плюс 

CD3+-анализа: STEM ALLO-панель (тесты с дублированием плюс отрицательный контроль), STEM AL-

LO-тест с дублированием (тесты с дублированием, без отрицательного контроля) и одиночный STEM 

ALLO-тест (одиночный тест) для абсолютных количеств CD34+ (клеток/мкл). Эти три варианта анализа 

служат для тестов, которые включают в себя CD3. 

Фиг. 12А-С являются графиками, показывающими эквивалентность трех вариантов CD34+-плюс 

CD3+-анализа: STEM ALLO-панель (тесты с дублированием плюс отрицательный контроль), STEM AL-

LO-тест с дублированием (тесты с дублированием, без отрицательного контроля) и одиночный STEM 

ALLO-тест (одиночный тест) для абсолютных количеств CD3+ (клеток/мкл). Эти три варианта анализа 

служат для тестов, которые включают в себя CD3. 

Фиг. 13 является характерным потоком обработки при проточной цитометрии вручную, как описа-

но в примере 2. 

Фиг. 14 является характерным потоком обработки в проточно-цитометрической системе AQUIOS 

CL, как описано в примере 2. 

Фиг. 15А, В являются графиками времени полного рабочего цикла и времени обработки с участием 

оператора при обработке проб для одной CD34+-пробы или партии из 10 CD34+-проб в FC500 с STEM-

набором (альтернативный способ, пустые столбики) и в системе AQUIOS STEM (AQUIOS, заштрихо-

ванные столбики). 

Фиг. 16А, В являются графиками времени процесса и времени обработки с участием оператора для 

процедур контроля качества (QC) bFC500 с STEM-набором (альтернативный способ, серые столбики) и в 

системе AQUIOS STEM (AQUIOS, красные столбики) за один рабочий день (фиг. 16А) и 5-дневную ра-

бочую неделю (фиг. 16В). 

Описание 

Далее следует обратиться к подробной информации в конкретных вариантах осуществления рас-

крытого предмета изобретения. Хотя раскрытый предмет изобретения описывается в сочетании с приве-

денной формулой изобретения, следует понимать, что примерно проиллюстрированный предмет изобре-

тения не имеет намерение ограничивать формулу изобретения раскрытым предметом изобретения. 

В связи с растущим использованием мобилизованных, периферийных стволовых клеток и клеток-

предшественников (PBSC) для целей трансплантации, исследователи, совместно с Международным об-

ществом гематотерапии и трансплантационной инженерии (ISHAGE), описали в 1996 году набор стан-

дартов для CD34+-пересчета с намерением предоставлять простой чувствительный способ, который 

обеспечивает высокую степень точности и межлабораторной воспроизводимости. Полученные в резуль-

тате "руководящие ISHAGE-принципы" вскоре стали золотым стандартом для пересчета гематопоэтиче-

ских CD34+-клеток-предшественников посредством проточной цитометрии. В 1998 году, исследователь-

ская группа опубликовала модифицированную версию руководящих принципов от 1996 года, посредст-

вом введения гранул для подсчета абсолютного количества, добавления 7-аминоактиномицина D (7-

AAD) в качестве красителя для демонстрации жизнеспособности, чтобы исключать мертвые клетки, и 

лизирующего реагента, не имеющего фиксаторов, таких как формальдегид. Эти модификации преобра-

зовали базовый протокол в одноплатформенный способ, и полученные в результате "руководящие 

ISHAGE-принципы по единой платформе с красителем для демонстрации жизнеспособности", более чем 

через 20 лет, по-прежнему остаются по большей части неизменными. 

Отличительная черта руководящих ISHAGE-принципов заключается в стратегии последовательно-

го стробирования, которая извлекает число CD34+-клеток из жизнеспособных лейкоцитов. Руководящие 

принципы также требуют проведения тестов с дублированием вместе с отрицательным контролем, чтобы 

корректировать вариабильность тестирования и неспецифическое связывание клеток и флуорохрома. 

Вследствие избирательности последовательного стробирования, руководящие ISHAGE-принципы 

задают необязательность использования отрицательного контроля. В отличие от этого, Европейская 

фармакопея (Ph. Eur.) предписывает использование контроля. В отличие от руководящих ISHAGE-

принципов, стандарты, описанные в Ph. Eur., являются юридически обязательными, как изложено в Кон-

венции Совета Европы относительно разработки европейской фармакопеи и в фармацевтическом зако-

нодательстве ЕС и отдельных стран. 

Текущие доступные программные решения, которые представляют собой часть системы диагности-

ки в пробирке (IVD), не предоставляют гибкость в том, чтобы проводить отбор панелей для CD34+-

пересчета с или без отрицательного контроля при поддержании IVD-состояния. Помимо этого, не все 
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наборы реагентов для CD34+-пересчета содержат реагент отрицательного контроля. 

Хотя начальная точка стратегии последовательного ISHAGE-стробирования чрезвычайно упрощает 

корректное количественное определение редких популяций CD34+-клеток, это приводит к такому факту, что 

в качестве конечной точки, все пересчитанные CD34+-клетки являются автоматически жизнеспособными, и 

может быть затруднительным непосредственно вычислять процентную долю жизнеспособных CD34+-клеток 

из всех CD34+-клеток. Помимо этого, может быть сложно извлекать общее число CD45+-лейкоцитов из при-

меняемой стратегии стробирования, чтобы оценивать полную жизнеспособность образцов. 

Для CD34+-клеток, извлекаемых из пуповинной крови, недавно выпущенная седьмая редакция до-

кумента "NetCord - FACT International Standards for Cord Blood Collection, Banking and Release for Ad-

ministration" требует определения как общего количества CD34+, так и общего количества жизнеспособ-

ных CD34+ для постобработки проб пуповинной крови до криоконсервации и оценки жизнеспособности 

в процентах CD34 до выпуска дозы пуповинной крови в клиническую программу. 

В случае если количественное CD34+-определение выполняется для целей контроля качества, лабо-

раториям требуется возможность проводить отбор не "полной" ISHAGE-панели, состоящей из дублиро-

ванных тестов плюс отрицательный контроль, а вместо этого одиночного теста, в частности, когда толь-

ко небольшие объемы образцов доступны для анализа. Современное программное обеспечение для по-

лучения данных не предоставляет гибкость в том, чтобы адаптировать панель соответствующим образом, 

в качестве части IVD-решения. Хотя для целей QC IVD-система не обязательно требуется, большинство 

лабораторий, выполняющих эти тесты, являются жестко регулируемыми и в силу этого отказываются от 

проверки достоверности отдельного определяемого пользователем теста только для этой цели. 

В случаях гематологических заболеваний или доброкачественной дисфункции гематопоэтической 

системы, CD34+-клетки собираются из периферической крови (РВ), костного мозга (ВМ) или пуповин-

ной крови (СВ) чужеродных (аллогенных) доноров. Аналогично аутологичным окружениям, в которых 

донор и получатель представляют собой идентичного человека, мобилизованная РВ сегодня представля-

ет собой наиболее часто используемый источник для стволовых CD34+-клеток и CD34+-клеток-

предшественников в схемах на основе аллогенных трансплантатов. 

Успешность аллогенного трансплантата в форме гематопоэтических клеток-предшественников 

(НРС) зависит от множества факторов, таких как доступность подходящего донора, совместимость чело-

веческих лейкоцитарных антигенов (HLA), успешная балансировка иммунной реакции пациента при 

поддержании эффекта "трансплантат против лейкемии/опухоли" для трансплантата и т.п. Использование 

CD34+-клеток из мобилизованной периферической крови имеет преимущество относительно быстрого 

восстановления гематопоэза после трансплантации, но сопровождается повышенным риском острого 

заболевания "трансплантат против хозяина" (aGvHD) вследствие более высокого числа циркулирующих 

Т-клеток. Поскольку острое и хроническое GvHD затрагивает приблизительно 30-40% пациентов, кото-

рые подвергаются аллогенной трансплантации, и донорные Т-клетки признаются играющими централь-

ную роль в опосредовании aGvDH, пересчет CD3+-Т-клеток в трансплантате вместе с CD34+-клетками 

становится общепринятой практикой во многих лабораториях. Поскольку в настоящее время отсутствует 

предлагаемый на рынке набор, который предоставляет возможность IVD-анализа CD34 и CD3 в одном 

тесте, лаборатории снова должны основываться на проверке достоверности определяемых пользователем 

тестов для этого варианта применения. 

Лаборатории, выполняющие CD34+-НРС-пересчет, являются жестко регулируемыми с точки зре-

ния трассируемости данных и должны устанавливать широкомасштабную QC-систему, в частности, при 

прохождении аккредитации. Некоторые ключевые аспекты этих управляющих механизмов включают в 

себя (а) недопущение некорректной идентификации проб в ходе процесса за счет надлежащей идентифи-

кации всех проб; (b) надлежащие условия для мониторинга надежности, аккуратности, точности и произ-

водительности тестовых процедур и инструментов; (с) функциональные проверки для инструментов и реа-

гентов; (d) использование надлежащего опорного материала и документации текущего сличительного тес-

тирования; (е) процесс для того, чтобы предотвращать использование реагентов и запасов и материалов с 

истекшим сроком годности; и (f) механизм, который обеспечивает возможность связывать номер партии, 

дату истечения срока годности и изготовителя запасов и материалов и реагентов с каждым образцом. 

В частности, аспекты (е) и (f) могут быть сложными, поскольку документирование реагентов и об-

разцов зачастую не связано между собой и осуществляется "оффлайн", к примеру, не на платформе, ис-

пользуемой для получения и анализа данных. 

В гематоонкологических лабораториях, НРС-пробы зачастую поступают в качестве экстренных 

(STAT) проб в лабораторию и требуют пристального внимания, нарушая рутинный поток обработки. 

Любые сложности с этими пробами дублируют усилия и в силу этого увеличивают потенциал для чело-

веческой ошибки. Для этих лабораторий, должно быть желательным интегрировать НРС-пробы в нор-

мальный поток обработки, в идеале таким способом, который минимизирует риск ошибок при заборе 

проб или других сложностей, поскольку анализ CD34+-HPC является критичным по времени. Для лабо-

раторий, которые специализируются на CD34+-пересчете, таких как специализированные лаборатории 

для исследования пуповинной крови, более высокая степень автоматизации должна помогать в управле-

нии растущим числом проб, которые должны анализироваться, при предоставлении высокого стандарта 
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трассируемости, как указано в данном документе. 

Текущие IVD-решения для CD34+-пересчета посредством проточной цитометрии не имеют воз-

можностей автоматизации, главным образом вследствие использования лизирующих реагентов красных 

кровяных клеток, которые отрицательно влияют на жизнеспособность клеток, так что подготовленные 

пробы должны держаться во льду до анализа. Руководящие ISHAGE-принципы предлагали использова-

ние хлорида аммония, поскольку по существу он представлял собой единственный лизирующий реагент, 

доступный на тот момент, который подходит для подхода с лизированием/без промывки, без необходи-

мости дополнительных фиксаторов и без изменения свойств рассеяния интересующей клеточной попу-

ляции. Хотя использование хлорида аммония является общепринятым по существу во всех коммерче-

ских наборах для CD34+-пересчета для проточной цитометрии, оно предотвращает реализацию CD34+-

тестов при автоматизированной подготовке проб и на проточно-цитометрических платформах вследст-

вие своего эффекта в отношении жизнеспособности клеток, и поскольку рабочее разбавление должно 

подготавливаться свежим ежедневно. 

Сегодня доступны готовые к использованию лизирующие реагенты красных кровяных клеток без 

фиксаторов, которые специфично лизируют красные кровяные клетки без явновыраженного влияния на 

жизнеспособность лейкоцитов во время подготовки проб, позволяя выполнять CD34+-пересчет в автома-

тизированной проточно-цитометрической системе. 

Идеальный набор для количественного CD34+-определения для проточной цитометрии комбиниру-

ет выгоды установленных стандартов и протоколов с достаточной гибкостью в том, чтобы адаптировать 

реагент и программные инструментальные средства к потребностям клинической лаборатории. Это 

включает в себя панели для получения и анализа данных для различных типов проб без необходимости 

настраивать определяемые пользователем тесты параллельно с IVD-решениями, механизмами контроля 

качества, которые удовлетворяют требованиям жестко регулируемой рабочей среды и высокой степени 

автоматизации. См. фиг. 1А. 

Способы, описанные в данном документе, для анализа и пересчета по меньшей мере одного из ге-

матопоэтических стволовых клеток, гематопоэтических клеток-предшественников и Т-клеток, проекти-

руются с целью перехода так называемого золотого стандарта на "следующий уровень". Способы, опи-

санные в данном документе, осуществляют модульный подход для автоматизированного анализа, в чис-

ле прочего, гематопоэтических стволовых CD34+-клеток и CD34+-клеток-предшественников. В одном 

примере, способы, описанные в данном документе, включают в себя программное обеспечение и наборы 

реагентов для CD34+-пересчета; программное обеспечение и наборы реагентов для одновременного пе-

ресчета CD3+-Т-клеток и CD34+-клеток в материале проб от аллогенных доноров; и управляющие CD34-

клетки (2 уровня), как описано в табл. 1 и 2 в данном документе. 

Таблица 1 
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Таблица 2 

 

 
При этом "CD45-FITC", в общем, означает конъюгированное с флуоресцеином антитело, обеспечи-

вающее анализ и пересчет клеточных популяций, экспрессирующих CD45-антиген, присутствующий в 

биологических пробах человека, с использованием проточной цитометрии, изготовленное подразделени-

ем Immunotech SAS (компания Beckman Coulter), Марсель, Франция; "CD34-PE", в общем, означает 

конъюгированное с фикоэритрином антитело, обеспечивающее анализ и пересчет клеточных популяций, 

экспрессирующих CD34-антиген, присутствующий в биологических пробах человека, с использованием 

проточной цитометрии, изготовленное подразделением Immunotech SAS (компания Beckman Coulter), 

Марсель, Франция; "CD3-PC7", в общем, означает конъюгированное с фикоэритрином цианином 7 анти-

тело, обеспечивающее анализ и пересчет клеточных популяций, экспрессирующих CD3-антиген, присут-

ствующий в биологических пробах человека, с использованием проточной цитометрии. Хотя такие лю-

минофоры, как FITC, РЕ и РС7, указаны в данном документе, можно использовать любые подходящие 

конъюгированные с люминофором антитела для этого обеспечения анализа и пересчета клеточных попу-

ляций, экспрессирующих CD45-, CD34-антиген и CD3-антиген, до тех пор, пока люминофор может об-

наруживаться в пределах возможностей обнаружения инструмента. 

Способы, описанные в данном документе, могут использовать управляющие CD34-клетки, которые 

представляют собой жидкие препараты стабилизированных человеческих лейкоцитов для верификации 

параметров CD34, CD45 и CD3 в качестве части систем, описанных в данном документе. В одном при-

мере, наборы содержат два уровня CD34 приблизительно с десятью CD34+ клетками/мкл (уровень 1) и 

приблизительно с 30 CD34+ клетками/мкл (уровень 2). Результаты анализа могут вводиться в систему 

посредством сканирования штрих-кода бланка анализа управляющих клеток. 

При использовании в данном документе, термин "гематопоэтические стволовые клетки" или "HSC", 

в общем, означает клетки, имеющие как плюрипотентность, которая позволяет им дифференцироваться 

на функциональные зрелые клетки, такие как гранулоциты (например, промиелоциты, нейтрофилы, эо-

зинофилы, базофилы), эритроциты (например, ретикулоциты, эритроциты), тромбоциты (например, ме-

гакариобласты, мегакариоциты для формирования тромбоцитов, тромбоциты) и моноциты (например, 

моноциты, макрофаги), так и способность регенерироваться при поддержании своей плюрипотентности 

(самообновление). 

При использовании в данном документе, термин "гематопоэтические клетки-предшественники" или 

"НРС", в общем, означает клетки, имеющие потенциал для того, чтобы дифференцироваться на функ-

циональные зрелые клетки, такие как гранулоциты (например, промиелоциты, нейтрофилы, эозинофилы, 

базофилы), эритроциты (например, ретикулоциты, эритроциты), тромбоциты (например, мегакариобла-

сты, мегакариоциты для формирования тромбоцитов, тромбоциты) и моноциты (например, моноциты, 

макрофаги). 

HSC и/или НРС необязательно получаются из тела или органа тела, содержащего клетки гематопо-

этического происхождения. Такие источники включают в себя нефракционированный костный мозг, пу-

повинную кровь и периферическую кровь. Все вышеуказанные продукты из сырой или нефракциониро-

ванной крови могут обогащаться для клеток, имеющих характеристики гематопоэтических стволовых 

клеток, способами, известными специалистам в данной области техники. 

Во время гематопоэза, HSC сначала отклоняются на стадию-предшественник в качестве миелоид-
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ного ростка и лимфоидного ростка, затем дифференцируются на миелоидные стволовые клетки (сме-

шанные колониеформирующие клетки, CFU-GEMM) и на лимфоидные стволовые клетки, соответствен-

но. Дополнительно, миелоидные стволовые клетки дифференцируются на эритроциты через эритроид-

ные бурстоформирующие клетки (BFU-E) и эритроидные колониеформирующие клетки (CFU-E), на 

тромбоциты через мегакариоцитные колониеформирующие клетки (CFU-MEG), на моноциты, нейтро-

филы и базофилы через гранулоцитарно-макрофагальные колониеформирующие клетки (CFU-GM) и на 

эозинофилы через эозинофильные колониеформирующие клетки (CFU-Eo), тогда как лимфоидные ство-

ловые клетки дифференцируются на Т-клетки через лимфоидные Т-клетки-предшественники и на В-

клетки через лимфоидные В-клетки-предшественники. Эти миелоидные стволовые клетки и различные 

гематопоэтические клетки-предшественники, извлекаемые из них, идентифицируются посредством 

свойств колоний, которые они формируют на мягком агаре, в полутвердых метилцеллюлозных средах и 

т.п. в присутствии различных цитокинов. 

В примере, показанном в табл. 2, для анализа остаточных CD3+-Т-клеток в пробах аллогенного 

происхождения, необязательный аллогенный CD3-набор может комбинироваться с базовыми наборами, 

описанными в табл. 1. Комбинация обоих наборов предоставляет прошедшее проверку достоверности 

решение для комбинированного количественного определения CD34 и CD3 при проведении одного еди-

ничного отбора, с возможностью выбирать между тремя вариантами панели, описанными в данном до-

кументе. 

Исходя из этой структуры, раскрытие сущности относится к автоматизированному проточно-

цитометрическому способу, к примеру, к способу, показанному на фиг. 1В, для анализа и пересчета по 

меньшей мере одного из гематопоэтических стволовых клеток, гематопоэтических клеток-

предшественников и Т-клеток, при этом способ содержит: 

помещение точных объемов одной или более проб крови (например, аликвот крови из идентичной 

пробы крови пациента) в одну или более емкостей планшета для проб, расположенного в зоне подготов-

ки проб проточного цитометра; 

технологическую обработку одной или более емкостей по меньшей мере с помощью одного реаген-

та для того, чтобы получать по меньшей мере одну первую композицию, причем по меньшей мере один 

по меньшей мере из одного реагента представляет собой по меньшей мере один визуализирующий реа-

гент, содержащий распознающие элементы, специфичные для маркеров по меньшей мере на одном из 

гематопоэтических стволовых клеток, гематопоэтических клеток-предшественников и Т-клеток; 

инкубацию по меньшей мере одной первой композиции в течение периода времени, достаточного 

для связывания по меньшей мере одного визуализирующего реагента, содержащего распознающие эле-

менты, специфичные для маркеров по меньшей мере на одном из гематопоэтических стволовых клеток, 

гематопоэтических клеток-предшественников и Т-клеток для того, чтобы обеспечивать по меньшей мере 

одну вторую композицию; 

технологическую обработку по меньшей мере одной второй композиции с помощью лизирующего 

реагента для того, чтобы обеспечивать по меньшей мере одну третью композицию; и 

анализ по меньшей мере одной третьей композиции посредством проточной цитометрии, чтобы по-

лучать по меньшей мере одно из количества жизнеспособных гематопоэтических стволовых клеток и 

общего количества гематопоэтических стволовых клеток, количества жизнеспособных клеток-

предшественников и общего количества клеток-предшественников и количества жизнеспособных Т-

клеток и общего количества Т-клеток в одной или более проб крови. Способ дополнительно может со-

держать выполнение точного добавления гранул для подсчета количества, затем анализ по меньшей мере 

одной третьей композиции посредством проточной цитометрии, чтобы получать по меньшей мере одно 

из количества жизнеспособных гематопоэтических стволовых клеток и общего количества гематопоэти-

ческих стволовых клеток, количества жизнеспособных клеток-предшественников и общего количества 

клеток-предшественников и количества жизнеспособных Т-клеток и общего количества Т-клеток в од-

ной или более проб крови. Первая композиция дополнительно может содержать краситель для демонст-

рации жизнеспособности в качестве примера по меньшей мере одного реагента. Как пояснено в данном 

документе, один пример красителя для демонстрации жизнеспособности представляет собой 7-

аминоактиномицин D (7-AAD). 

Как пояснено в данном документе, способы, описанные в данном документе, могут осуществляться 

с дублированными аликвотами крови из различных источников, описанных в данном документе. Аль-

тернативно или помимо этого, способы, описанные в данном документе, могут осуществляться с отрица-

тельным контролем (или без). См., например, тестовые панели табл. 1 и 2. Отрицательный контроль мо-

жет быть предназначен для CD34. Альтернативно, отрицательный контроль предназначен для CD3. Кро-

ме того, как описано в данном документе, маркеры представляют собой по меньшей мере одно из CD45 

(например, CD45-антигена, экспрессированного в определенных клеточных популяциях, включающих в 

себя гематопоэтические стволовые клетки), CD3 (например, CD3-антигена, экспрессированного в опре-

деленных клеточных популяциях, включающих в себя Т-клетки) и CD34 (например, CD34-антигена, экс-

прессированного в определенных клеточных популяциях, включающих в себя гематопоэтические ство-

ловые клетки). Отрицательный контроль может представлять собой изотипический контроль или изо-
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клонический контроль. При изоклоническом контроле, клетки окрашиваются в присутствии избытка 

идентичного немеченого антитела. Немеченое антитело занимает все связывающие участки, предотвра-

щая специфическое связывание меченого антитела. Таким образом, любой сигнал, который обнаружива-

ется, должен исходить из неспецифического связывания. 

По меньшей мере, один визуализирующий реагент может представлять собой любой подходящий 

визуализирующий агент, включающий в себя визуализирующие агенты, содержащие флуоресцентный 

репортер. Таким образом, например, визуализирующие агенты, предполагаемые в данном документе, 

могут представлять собой антитела, конъюгированные с флуоресцентным репортером, в том числе, но не 

только, с FITC, РЕ, РС7 и т.п. 

Способы, описанные в данном документе, могут предоставлять по меньшей мере одно из количеств 

жизнеспособных гематопоэтических стволовых клеток и общих количеств гематопоэтических стволовых 

клеток, количеств жизнеспособных клеток-предшественников и общих количеств клеток-

предшественников и количеств жизнеспособных Т-клеток и общих количеств Т-клеток. 

Способы, описанные в данном документе, также включают в себя автоматизированный проточно-

цитометрический способ для анализа и пересчета по меньшей мере одного из гематопоэтических стволо-

вых клеток, гематопоэтических клеток-предшественников и Т-клеток, при этом способ содержит: 

помещение первой пробы крови в первую емкость планшета для проб; 

технологическую обработку первой емкости по меньшей мере с помощью одного реагента для того, 

чтобы получать первую композицию f1, и инкубацию первой композиции f1, чтобы обеспечивать вторую 

композицию s1, причем по меньшей мере один по меньшей мере из одного реагента представляет собой 

по меньшей мере один визуализирующий реагент, содержащий распознающие элементы, специфичные 

для маркеров по меньшей мере на одном из гематопоэтических стволовых клеток, 

гематопоэтических клеток-предшественников и Т-клеток; 

в то время, когда первая композиция f1 инкубируется, помещение второй пробы крови во вторую 

емкость планшета для проб и технологическую обработку второй емкости по меньшей мере с помощью 

одного реагента, причем по меньшей мере, один по меньшей мере из одного реагента представляет собой 

по меньшей мере один визуализирующий реагент, содержащий распознающие элементы, специфичные 

для маркеров по меньшей мере на одном из гематопоэтических стволовых клеток, гематопоэтических 

клеток-предшественников и Т-клеток для того, чтобы получать первую композицию f2, и инкубацию 

первой композиции f2, чтобы обеспечивать вторую композицию s2; 

технологическую обработку вторых композиций s1 и s2 с помощью лизирующего реагента для то-

го, чтобы обеспечивать третьи композиции t1 и t2; и 

анализ третьих композиций t1 и t2 посредством проточной цитометрии, чтобы получать по мень-

шей мере одно из количества жизнеспособных гематопоэтических стволовых клеток и общего количест-

ва гематопоэтических стволовых клеток, количества жизнеспособных клеток-предшественников и обще-

го количества клеток-предшественников и количества жизнеспособных Т-клеток и общего количества Т-

клеток. 

В некоторых случаях, как описано в данном документе, способы дополнительно могут содержать 

дополнительную подготовку отрицательного контроля. Отрицательный контроль может подготавливать-

ся перед первой композицией f1; отрицательный контроль может подготавливаться после первой компо-

зиции f1; или отрицательный контроль может подготавливаться после первой композиции f2. 

Системы и способы, описанные в данном документе, имеют различные преимущества. Например, 

системы и способы, описанные в данном документе, упрощают операции посредством включения авто-

матизированной загрузки, подготовки проб, управления реагентами и сканирования штрих-кодов и от-

слеживания пациентов, а также анализа данных и возможностей двунаправленного LIS-соединения в 

одну платформу. Дополнительно, системы и способы, описанные в данном документе, предоставляют 

возможность добавления CD34+-пересчета в существующее программное обеспечение, так что боль-

шинство этапов способов, описанных в данном документе, могут автоматизироваться. Это достигается 

посредством использования лизирующего реагента красных кровяных клеток, который удовлетворяет 

критериям руководящих ISHAGE-принципов (например, без промывки, без добавления фиксаторов, без 

изменения характеристик рассеяния целевой популяции), но может храниться и обрабатываться при 

комнатной температуре, является готовым к использованию без необходимости для ежедневной подго-

товки рабочего разбавления из основных растворов и является мягким для интересующих популяций. 

Примеры подходящих лизирующих реагентов включают в себя, но не только, лизирующий раствор Ver-

saLyse, изготовленный подразделением Immunotech SAS (компания Beckman Coulter), Марсель, Фран-

ция. См., например, патент (США) номер 730797, который широко описывает лизирующие реагенты и 

содержится по ссылке как полностью изложенный в данном документе. 

Растворы с гранулами, используемые для подсчета абсолютного количества (см. табл. 1 и 2), имеют 

тщательно сбалансированную плавучесть, которая не требует отдельного смешивания перед каждым 

этапом пипетирования. Кроме того, склянка, которая содержит гранулы, идет со специальным колпач-

ком, который исключает испарение. 

Пробы загружаются с использованием либо автозагрузчика кассет, либо однотрубчатого загрузчика 
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для STAT-проб, которые в таком случае приоритезируются относительно других проб в очереди. Это 

обеспечивает прозрачный поток обработки без необходимости прерывать текущие процессы. Подготовка 

проб может осуществляться в глубоколуночных планшетах с 96 лунками либо в любом подходящем 

планшете для проб, в котором пробы не только подготавливаются, но в котором пробы также технологи-

чески обрабатываются на этапе технологической обработки, который выполняется посредством автома-

тизированного пипеттора, выполненного с возможностью доставлять предварительно определенные объ-

емы по меньшей мере одного реагента. Подготовка проб может осуществляться с помощью отдельных 

зондов для подготовки и анализа проб, так что оба этапа происходят параллельно, и пробы анализируют-

ся сразу, как только подготовка проб закончена. 

Реагенты, используемые в системах и способах, описанных в данном документе, содержат уникаль-

ные идентификационные данные в виде штрих-кода для отслеживания даты истечения срока годности, 

истечения срока годности в организме, номеров партий и контейнеров. Потребление реагента и исполь-

зование планшета отслеживается посредством систем, описанных в данном документе, по мере того, как 

пробы обрабатываются. Считыватель штрих-кодов сканирует реагент или планшет после первого приме-

нения, обеспечивая то, что информация "потребления" является безошибочной или, по меньшей мере, 

практически безошибочной. Системы, описанные в данном документе, считают, что контейнеры с реа-

гентами или планшеты имеют полную емкость в первый раз, когда они "наблюдаются" посредством сис-

темы. Системы, описанные в данном документе, могут содержать систему отслеживания реагентов, к 

примеру, систему отслеживания реагентов AQUIOS Smart Track, присутствующую в проточном цито-

метре AQUIOS CL (Beckman Coulter Life Sciences, штат Индианаполис, IN), которая предоставляет от-

слеживание потребления в реальном времени, чтобы обеспечивать то, что реагенты с надлежащим дати-

рованием используются, и то, что достаточно реагента для каждой пробы; это исключает риск необходи-

мости повторно проводить единичный отбор проб вследствие недостаточных уровней реагентов или не-

достающих реагентов. Например, системы, описанные в данном документе, не должны проводить тест, 

если только они не обнаруживают необходимые флаконы для антител. 

Системы, описанные в данном документе, имеют дополнительные преимущества. Например, сис-

темы, описанные в данном документе, могут иметь считыватель штрих-кодов трубок, который может 

автоматически считывать штрих-коды образцов без использования карманного сканера штрих-кодов. 

Система сопоставляет штрих-код на трубке с LIS-запросом. Идентификатор образца записывается перед 

аспирацией образца, чтобы предотвращать некорректную идентификацию, и идентификатор образца ав-

томатически отслеживается в ходе проведения отбора. 

Пример системы, которая может осуществлять способы, описанные в данном документе, включает 

в себя систему, показанную на фиг. 2-7 в форме диагностического инструмента 10. В проиллюстриро-

ванном примере, можно видеть часть 12 автозагрузчика, имеющею определенное число кассет 14 с об-

разцами, загруженных в нее. В таком примере, кассеты 14 могут загружаться множеством идентичных 

трубок для образцов или флаконов 16 (в дальнейшем называемых "трубками"), множеством трубок 16 

для образцов или просто одной трубкой 16 для образцов. Кассеты затем загружаются сверху в часть 12 

автозагрузчика и обрабатываются в порядке приема. В альтернативе, например, когда требуется более 

быстрая обработка одиночных проб, трубка для образцов может вставляться непосредственно в альтер-

нативную точку входа образца, например, в дверцу 18 (показана на фиг. 5) и обрабатываются до всех 

ожидающих кассет 14, как показано на фиг. 4. Это предоставляет STAT-доступ к тестированию для вра-

ча, с возможностью проводить тесты немедленно, за счет этого прерывая (но не оказывая отрицательное 

влияние) тестирование других трубок для образцов, если есть необходимость у врача. Дополнительно, 

трубка для образцов, которая имеет скомпрометированное либо вообще не имеет штрих-кодирования 

(поясняется ниже), может вставляться вручную. 

Как подробно описано в данном документе, диагностический инструмент 10 иллюстративно вы-

полняет следующие этапы после того, как трубка 16 для образцов (или кассета 14 с трубкой для образ-

цов) принимается. Предполагается, что такие этапы выполняются посредством инструмента 10 без вме-

шательства врача, и этапы могут модифицироваться, добавляться или исключаться в зависимости от 

конкретного теста(ов), которые должны выполняться. Следует понимать, что хотя трубки для крови по-

ясняются во всем раскрытии сущности, предполагается, что другие типы жидкостей организма и проб 

находятся в пределах объема раскрытия сущности и допускают анализ в предложенном инструменте 10. На-

пример, костный мозг, сыворотка, моча, синовиальные, спинальные, перитонеальные, плюральные и другие 

типы жидкостей или проб могут тестироваться и анализироваться фактически так, как описано ниже. 

Этапы, которые могут выполняться посредством инструмента 10, включают в себя: смешивание 

(например, взбалтывание) проб при нахождении по-прежнему в трубках 16 для образцов (например, при 

нахождении в автозагрузчике); протыкание колпачка трубок 16 для образцов и забор проб требуемого 

количества образца; считывание штрих-кодов (либо любой другой формы пометки/идентификации) для 

того, чтобы подтверждать идентификатор пробы/пациента, и/или для того, чтобы подтверждать 

тип/размер трубки; сопоставление идентификатора теста(ов), который должен выполняться, и требуемых 

реагентов, и присваивание порядкового номера для отслеживания посредством компьютера; помещение 

образца/пробы в выбранные пустые трубки или лунки в зоне 20 локализации (показанной, например, как 
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микротитрационный планшет на фиг. 2-4), для последующей обработки; добавление надлежащих реаген-

тов в надлежащей последовательности, включающей в себя смешивание реагентов после добавления и 

временное распределение таким образом, чтобы надлежащим образом подготавливать пробы для тестов, 

которые должны выполняться; предоставление возможности пробам реагировать с реагентами в течение 

предписанных времен инкубации (переменных на основе реагента); разбиение пробы на множество тру-

бок/лунок в зоне 20 локализации (при желании или необходимости для тестирования); отслеживание 

всех проб, кассет, реагентов и релевантных позиций через штрих-коды или другой тип отслеживающего 

устройства (например, RFID); своевременную аспирацию подготовленной комбинации проб/реагентов из 

зоны локализации и ее анализ через проточный цитометр (при подготовке последующих проб; автовери-

фикацию результатов или хранение результатов для анализа, в зависимости от инициируемых врачом 

правил принятия решения. 

Инструмент 10 предоставляет, в числе прочего, автоматизированный и интегрированный забор 

проб с образцами, что означает то, что каждый из вышеприведенных этапов (при необходимости для 

конкретных тестов) может выполняться в/посредством инструмента 10, без использования дополнитель-

ного диагностического оборудования. Кроме того, при необходимости для врача, эти этапы могут осу-

ществляться вообще без взаимодействия от врача. Тем не менее, следует понимать, что инструмент 10 

может быть выполнен с возможностью предупреждать врача в случае отказа или другой проблемы. 

В проиллюстрированном примере, инструмент 10 использует одноосный держатель 22 зонда, кото-

рый обеспечивает выполнение различных функций в то время, когда держатель 22 зонда перемещается 

вдоль одноосной дорожки 24. Например, держатель 22 зонда (и в силу этого зонд 26) может позициони-

роваться с возможностью вытягивать пробы из трубок 16, когда держатель 22 зонда находится в позиции 

А, может осаждать пробы в зоне 20 локализации в позиции В и может забирать пробы реагентов в пози-

ции С. Если проба помещается в поворотный лоток 36 в какой-либо момент (например, для STAT-

обработки пробы), инструмент 10 может считывать присутствие пробы и вставлять ее до любых проб, 

ожидающих обработку в автозагрузчике 12. Держатель 22 зонда затем может перемещаться в позицию D 

таким образом, что зонд 26 может забирать пробы из трубок, помещенных в поворотный лоток 36. Реа-

генты осаждаются в зоне 20 локализации до или после того, как проба осаждается (либо как до, так и 

после), для реакции с пробой, требуемой посредством конкретного теста(ов), который должен выпол-

няться, и могут непосредственно отслеживаться, как поясняется в данном документе. 

Этапы могут выполняться в следующем порядке. Тем не менее, предполагается, что определенные 

тесты могут пропускать один или более этапов либо могут модифицировать этап для того, чтобы дости-

гать наилучших результатов тестирования для требуемого анализа(ов) крови. 

Во-первых, трубки 16 для образцов могут загружаться в предварительно сконфигурированную кас-

сету 14, которая является подходящей для конкретных трубок 16 для образцов, которые должны исполь-

зоваться. Например, трубки 16 для образцов могут иметь обычно предусмотренный размер трубки для 

образцов в 13 мм ×75 мм, причем в этом случае может использоваться кассета 14 с пятью трубками, по-

казанная на фиг. 2 и 4. Тем не менее, следует понимать, могут использоваться что множество размеров и 

типов трубок 16 для образцов, и кассеты 14 могут проектироваться соответствующим образом. Кассета 

14 даже может быть выполнена с возможностью удерживать множество трубок 16 для образцов. Как ука-

зано в данном документе, различные размеры трубок 16 для образцов также могут вставляться отдельно 

через дверцу 18, показанную на фиг. 6. 

Если трубки 16 для образцов имеют колпачок 32, трубки для образцов (удерживаемые посредством 

кассеты 14) могут взбалтываться таким образом, что кровь перемешивается в трубке и становится более 

гомогенной (для более точного забора проб). Такое взбалтывание может осуществляться в станции А, и 

кассет 14 показана во взболтанной позиции на фиг. 4. 

Во время взбалтывания кассеты 14, держатель 22 зонда может быть направлен таким образом, что 

он перемещается в станцию С и начинает забор проб надлежащих частей реагентов 34 для тестов, кото-

рые должны выполняться. Тем не менее, если тест не предполагает помещение реагентов 34 в зону 20 

локализации до пробы крови, то держатель 22 зонда может выполнять такой этап после забора проб кро-

ви из трубки 16. 

Реагенты 34 (например, реагенты, описанные в табл. 1 и 2) могут храниться во флаконах, как можно 

видеть в позиции С. Тем не менее, реагенты альтернативно или дополнительно могут храниться в резер-

вуарах, позиционированных в другом месте, к примеру, на удерживателе 30 планшета (показан на фиг. 2 

и 3) или в других зонах (не показаны), которые, например, могут вертикально проникать непосредствен-

но в зонд 26. 

Как изложено в данном документе, диагностический инструмент 10 также предполагает то, что 

врач может вставлять трубку 16 для образцов через внешнюю дверцу 18. Чтобы учитывать это, приемник 

38 трубок предоставляется в проиллюстрированном инструменте 10, и такой приемник трубок может 

размещать множество типов трубок 16 для образцов, включающих в себя педиатрические трубки, как 

можно видеть на фиг. 3-5. В проиллюстрированном примере, трубки 16 для образцов могут удерживать-

ся посредством поворотного лотка 36, который обеспечивает простой доступ и извлечение трубок 16 для 

образцов. Альтернативно, как показано на фиг. 4, трубки 16 для образцов могут удерживаться посредст-
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вом вращающейся кассеты 40. 

В промежутках между и после забора проб образцов и/или реагентов 34, держатель 22 зонда может 

перемещаться в станцию 28 промывки зонда таким образом, что зонд 26 может промываться. Промывка 

зонда 26 предотвращает перекрестное загрязнение и в силу этого предотвращает неточные результаты 

тестирования. 

После того, как выполняется достаточное смешивание образца в трубках (например, в станции А), 

пробы образца забираются посредством зонда 26 и осаждаются в предварительно определенных лунках 

или трубках в зоне 20 локализации. В зависимости от теста(ов), которые должны выполняться, таких как 

анализ и пересчет по меньшей мере одного из гематопоэтических стволовых клеток, гематопоэтических 

клеток-предшественников и Т-клеток с использованием способов, описанных в данном документе, про-

бы с образцами могут помещаться более чем в одну лунку или трубку, и соответствующее количество 

образца (к примеру, крови) может аспирировать заранее. Зонд 26 затем промывается в промывочной 

станции 28, как описано в данном документе. 

В зависимости от того, добавляются или нет реагенты в пробы с образцами после их осаждения в 

зоне 20 локализации, держатель 22 зонда может перемещаться в станцию С для забора проб надлежаще-

го реагента(ов) 34. С другой стороны, если требуется более одного реагента, зонд 26 может промываться 

в промывочной станции 28 между каждым забором проб реагентов 34 и после конечного забора проб 

реагентов 34. 

Чтобы осаждать пробы с образцами и реагенты в каждой лунке или трубке зоны 20 локализации, 

удерживатель 30 планшета может позиционироваться на оси вращения таким образом, что каждая лунка 

или трубка может представляться в зонд 26, в зависимости от точки вращения удерживателя 30 планше-

та. Такая конфигурация и вращательное перемещение удерживателя 30 планшета раскрыты в патенте 

(США) номер 7832292, который содержится в данном документе по ссылке. 

Хотя многоосный держатель зонда также может достигать этих целей, имеются определенные пре-

имущества для одноосного устройства. Например, одноосное устройство требует меньшего числа частей 

и меньшего программирования, приводит к меньшему занимаемому инструментом 10 месту, проще в 

совмещении, является более надежным и более стабильным и в конечном счете более быстрым при пе-

ремещении между станциями. 

После помещения в лунки или трубки, пробы с образцами оставляются для того, чтобы реагировать 

с реагентами в течение конкретного количества времени (в зависимости от реагентов и тестов, которые 

должны выполняться), и затем обрабатываются через проточный цитометр для анализа. Предполагается, 

что также может быть включено другое тестовое оборудование, такое как оборудование, которое исполь-

зует электронный объем для установления размеров и дифференцирования клеток или измерения гемо-

глобина с использованием поглощательной способности. 

В целях удобства, зона 20 локализации служит в качестве общего сопрягающего участка между 

подготовкой и анализом проб. Кроме того, зона 20 локализации может включать в себя стационарные 

или съемные и/или одноразовые или многоразовые компоненты, позволяя врачу по своему выбору вы-

брасывать весь сопрягающий участок (например, микротитрационный планшет) после использования. За 

счет выступания в качестве общего сопрягающего участка между подготовительной ветвью и аналитиче-

ской ветвью, зона 20 локализации предоставляет систему с меньшей подверженностью ошибкам и воз-

действиям внешней или окружающей среды. 

Процессор и программный планировщик, выполненный с возможностью выполняться с помощью 

процессора (не показан), также включаются в раскрытую систему. 

Программный планировщик может программироваться, например, с возможностью повторно вычис-

лять доступные окна для фиксированной реакционной кинетики (оптимизации пропускной способности 

при поддержании воспроизводимой реакционной кинетики) (например, инкубации с антителами, время 

RBC-лизирования, время гашения реакции и т.д.). Пример программной компонентной системы, которая 

может использоваться в способах и системах, описанных в данном документе, показывается на фиг. 8. 

Кроме того, как пояснено в данном документе, множество элементов могут штрих-кодироваться и 

отслеживаться в ходе работы. Такое штрих-кодирование и отслеживание может регистрироваться по-

средством программного планировщика. Например, штрих-коды могут назначаться флаконам 34 для реа-

гентов, трубкам 16 для образцов (с различными штрих-кодами для различных пациентов и/или разме-

ров), проточным жидкостям, общим сопрягающим участкам (например, зонам 20 локализации), подгото-

вительным реагентам, реагентам с гранулами, кассетам 14 и т.д. За счет штрих-кодирования этих раз-

личных элементов, множество значимой информации может отслеживаться, к примеру, использова-

ние/потребление реагентов, то, сколько тестов остается для каждой склянки для реагентов, истечение 

срока годности в открытом контейнере, истечение срока годности в закрытом контейнере, результаты 

анализа и т.д. 

Программный планировщик может быть выполнен с возможностью выполнять этапы, описанные на 

фиг. 8, и/или следующие этапы: определять то, сейчас подходящий момент или нет для того, чтобы до-

бавлять новую пробу в это время, и удерживать дверцу или мультизагрузчик (произвольный доступ), 

если другая активность должна иметь приоритет; минимизировать эффект недоступности дверцы 18 для 



045022 

- 12 - 

доступа к пробам посредством регулирования некинетических реакций, если возникают, либо кинетиче-

ских реакций, которые имеют более широкое приемлемое окно; минимизировать эффекты коллизии и 

оптимизировать пропускную способность посредством задания приемлемых окон для каждой кинетиче-

ской реакции; принудительно активировать анализ в течение предварительно определенного количества 

времени (прекращать согласно времени/фиксированному объему пробы); использовать предварительно 

определенные времена для каждого цикла (получение крови, добавление реагентов, включающее в себя 

смешивание, анализ), так что все активности могут надлежащим образом диспетчеризоваться; учитывать 

все диспетчеризованные окна времени забора проб при определении того, приемлемо или нет добавлять 

новую пробу в расписание, и диспетчеризовать такую новую пробу таким образом, что все ее активности 

осуществляются в предварительно определенные времена; и учитывать аппаратные ресурсы и коллизии 

физических аппаратных средств при определении того, можно или нет придерживаться расписания. 

При использовании инструмента 10 в комбинации с программным планировщиком, раскрытым в 

данном документе, время до получения первого результата (TFR) может быть меньше часа, при этом от-

четы с последующими результатами формируются приблизительно каждые 30 мин или меньше. Пропу-

скная способность может составлять более 5, более 10, более 20, более 30, более 40, более 50, более 60, 

более 70, более 80, более 90 либо более 100 проб в день, и отчеты с результатами могут формироваться 

гораздо быстрее и раньше днем, так что пропускная способность лаборатории может значительно увели-

чиваться. 

В проиллюстрированном примере, анализ данных для получения подлежащих формированию отче-

тов результатов автоматизируется (например, задание логических вентилей, областей и курсоров, а также 

пометка флагом или уведомление относительно подозрительных результатов). Аспект пометки фла-

гом/уведомления может называться "признаком автоверификации" в системе. 

Когда вся подготовка и анализ проб полностью интегрированы в одном инструменте 10, клиника не 

должна выполнять медленную и трудоемкую "обработку партиями", в которой пробы собираются, и об-

работка начинается после того, как достаточное число собирается, с прохождением через каждый этап 

обработки крови для всей группы проб. В отличие от этого, инструмент 10 выполнен с возможностью 

автоматически подготавливать пробы пациента в зоне 20 локализации, так что отсутствуют дочерние 

трубки для пометки и отслеживания, и требуется значительно меньшее количество крови и реагентов. 

Пробы могут загружаться в систему в любое время, и в одном примере, каждая из них должна автоматиче-

ски обрабатываться и выходить из системы труб менее чем через час, к примеру, менее чем через 30 мин, 

менее чем через 20 мин либо менее чем через 15 мин. Последующие пробы могут выходить из системы 

труб в течение приблизительно 30-минутных или менее интервалов, хотя точные времена должны варьиро-

ваться в зависимости от тестов, которые должны выполняться, и требуемых времен подготовки проб. 

Значительное преимущество представляет собой снижение затрат для лаборатории. Мало того, что 

большее количество проб может обрабатываться за один день, за счет использования одной системы 

предусмотрены более низкие системные затраты, более низкие затраты на реагенты и сниженные трудо-

затраты на обработку с участием оператора. Соответственно, общие затраты на то, чтобы владеть и обес-

печивать работу инструмента 10, являются гораздо более низкими. 

Помимо этого, процессы и системы предшествующего уровня техники, с несколькими модулями и 

экранами компьютера, занимают от 10 до 13 футов ценного пространства на лабораторном столе. В от-

личие от этого, диагностический инструмент 10 является компактным, с размером только 31 дюйм по 

ширине, вместе с частью 12 автозагрузчика. Пример, показанный на фиг. 6, без части автозагрузчика, 

требует еще меньшего занимаемого места. Компьютер с сенсорным экраном/экран (не показан) также 

может ставиться сверху на систему, поддерживая небольшим занимаемое место и освобождая ценное 

пространство для лаборатории. 

Предполагается, что предложенная система также может использоваться для клинических исследо-

вателей, проводящих отбор одной или более фиксированных панелей иммунологического надзора для 

исследований по контракту, разработки и исследований фармацевтических средств в университетских 

медицинских центрах и референтных лабораториях. Дополнительно предполагается, что в дополнение к 

описанным тестам для анализа и пересчета стволовых и Т-клеток, существующие стандартизированные 

панели иммунологического мониторинга могут использоваться для мониторинга иммуннодефицита 

(ВИЧ/СПИДа), аутоимунных заболеваний, реакции на трансплантацию органов, инфекционных заболе-

ваний, онкологии и т.п. Оба варианта применения могут выполняться в системе параллельно. 

В общем, две характеристики способствуют производительности: разрешение (способность изме-

рять две частицы с идентичной величиной люминесценции и назначать им идентичное значение); и чув-

ствительность (способность дифференцироваться между тусклой частицей и немного более яркой части-

цей). Чтобы измерять эти характеристики, "микросферы" или "гранулы" могут использоваться в данном 

документе. Эти микросферы, например, могут изготавливаться из меченых люминофором материалов, 

которые имеют известные люминесценции. Когда такие микросферы проходят через проточный цито-

метр, выполняются определенные тесты, которые отражают значения разрешения и чувствительности, 

измеряемые посредством проточного цитометра. 

После теста с использованием гранул может проводиться другой тест, чтобы обеспечивать то, что 
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используемые реагенты работают надлежащим образом. Пользователи с подготовкой в области техники 

проточных цитометров выполняют определения, в основном на основе опыта или собственного (меняю-

щегося) понимания, в отношении того, "оптимизирован" или нет проточный цитометр в достаточной 

степени таким образом, что он может выполнять требуемые диагностические тесты в этот день. 

Диагностические тесты, которые должны выполняться посредством проточного цитометра, могут 

иметь отличающиеся минимальные потребности в отношении разрешения и чувствительности по срав-

нению с тестами с использованием гранул и реагентов, которые являются доминирующими в отрасли. 

Может иметь место то, что тесты с использованием гранул и реагентов должны указывать врачу то, что 

проточный цитометр не оптимизируется, тогда как в реальности, проточный цитометр работает в доста-

точной степени для того, чтобы выполнять требуемые диагностические тесты: он просто не проходит 

гипотетические тесты с использованием гранул и реагентов. 

Следовательно, может быть желательным использовать известную пробу пациента, например, кон-

троль обработки крови, так что любой недостаток в разрешении или чувствительности может сужаться 

до производительности реагентов и инструмента. Когда используется известная проба пациента, напри-

мер, контроль крови, только производительность реагентов и инструмента может затрагивать результаты 

теста по разрешению и чувствительности. 

В некоторых случаях, известная проба пациента может использоваться в качестве контрольной 

пробы/начальной тестовой пробы. Известная проба пациента характеризуется как имеющая отличимые 

популяции, например, по меньшей мере, два типа клеток, которые являются аналогичными или идентич-

ными популяциям, которые должны диагностироваться посредством этого конкретного инструмента. В 

примере диагностического устройства, которое должно выполнять стандартизированные панели имму-

нологического мониторинга, к примеру, панели, показанные на фиг. 2-7, известная проба должна иметь 

содержимое клеток, которое включает в себя типы клеток (например, гематопоэтические стволовые 

CD34+-клетки), которые должны анализироваться посредством инструмента 10. 

Согласно этому примеру, после того как единичный отбор известной пробы пациента проводится 

через инструмент 10, подвергаемый оценке, результаты должны указывать то, может или нет инструмент 

10 обнаруживать множество популяций клеток. Если разрешение и чувствительность инструмента опти-

мизируется, различные популяции клеток должны указываться в результатах. Программное обеспечение 

может использоваться для того, чтобы вычислять рассеяние света выключения, ECV и/или данные лю-

минесценции способами, описанными в данном документе. 

Раскрытый пример также может использоваться для того, чтобы извлекать статистику, с тем чтобы 

измерять разрешение и чувствительность инструмента 10 для конкретного параметра в конкретном тесте 

и количественно определять его с точки зрения достаточности для проведения теста. Такая статистика 

затем может использоваться для того, чтобы определять то, являются или нет надлежащими материалы, 

используемые в тесте. Например, статистика может использоваться для того, чтобы задавать минималь-

ные потребности в отношении разрешения и чувствительности из комплекта из цитометра/реагента и 

затем анализировать то, работает или нет комплект из цитометра/реагента надлежащим образом для того, 

чтобы проводить тест для любого пациента. Статистика также может использоваться для того, чтобы 

определять то, должны или нет данные из предыдущей пробы пациента приемлемо считаться точными. 

Конечный результат также может представлять собой числовое средство категоризации производитель-

ности для теста. 

Примеры 

Пример 1. Пересчет гематопоэтических CD34+-клеток-предшественников и остаточных CD3+-Т-

клеток с помощью системы, описанной в данном документе: Верификация эквивалентности протокола 

тестирования. 

Справочная информация. 

В связи с растущим использованием мобилизованных, периферийных стволовых клеток и клеток-

предшественников (PBSC) для целей трансплантации, авторы Sutherland и др., совместно с Международ-

ным обществом гематотерапии и трансплантационной инженерии (ISHAGE), описали в 1996 году набор 

стандартов для CD34+-пересчета с намерением предоставлять простой чувствительный способ, который 

обеспечивает высокую степень точности и межлабораторной воспроизводимости. Полученные в резуль-

тате "руководящие ISHAGE-принципы" вскоре стали золотым стандартом для пересчета гематопоэтиче-

ских CD34+-клеток-предшественников посредством проточной цитометрии. 

Отличительная черта руководящих ISHAGE-принципов заключается в стратегии последовательно-

го стробирования, которая извлекает число CD34+-клеток из жизнеспособных лейкоцитов. Руководящие 

принципы также требуют проведения тестов с дублированием вместе с отрицательным контролем, чтобы 

корректировать вариабильность тестирования и неспецифическое связывание клеток и флуорохрома. 

Вследствие избирательности последовательного стробирования, использование отрицательного контроля 

задано необязательным авторами руководящих ISHAGE-принципов в последующие годы; тем не менее, 

Европейская фармакопея (Ph. Eur.) предписывает его использование. В отличие от руководящих 

ISHAGE-принципов, стандарты, описанные в Ph. Eur., являются юридически обязательными, как изло-

жено в Конвенции Совета Европы относительно разработки европейской фармакопеи и в фармацевтиче-
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ском законодательстве ЕС и отдельных стран. 

Текущие доступные программные решения, которые представляют собой часть IVD-системы, не 

предоставляют гибкость в том, чтобы проводить отбор панелей для CD34+-пересчета с или без отрица-

тельного контроля при поддержании IVD-состояния. Помимо этого, не все наборы реагентов для CD34+-

пересчета содержат реагент отрицательного контроля. Лаборатории в силу этого обязаны проверять дос-

товерность собственных определяемых пользователем тестов. 

В случае если стволовые клетки и клетки-предшественники пересаживаются в аллогенном (чуже-

родном) окружении, рекомендуется количественно определять не только число CD34+-клеток-

предшественников, но также и число иммунных компетентных остаточных CD3+-Т-клеток в трансплан-

тате, чтобы прогнозировать и управлять потенциальным заболеванием "трансплантат против хозяина". 

На сегодняшний день отсутствует доступный коммерческий IVD-набор, который предоставляет возмож-

ность одновременного анализа CD34+-клеток-предшественников и остаточных CD3+-Т-клеток, так что 

лаборатории снова должны основываться на проверке достоверности определяемых пользователем тес-

тов для этого варианта применения. 

Система AQUIOS STEM. 

Система, описанная в данном документе, предназначена, в числе прочего, для того, чтобы преодо-

левать эти ограничения за счет предоставления в сумме шести (6) различных панелей для получения 

данных для клинического CD34+-пересчета (фиг. 9). Все протоколы придерживаются стратегии последо-

вательного стробирования из руководящих ISHAGE-принципов, и панели предоставляют вариант прово-

дить отбор либо "полной" панели из трех тестов (с дублированием плюс отрицательный контроль), как 

предложено посредством ISHAGE и предписано посредством Ph. Eur., либо необязательной ISHAGE-

панели без использования отрицательного контроля, либо одиночный тест, который может использо-

ваться для целей QC для редких типов образцов. Все комбинации панелей представляют собой часть 

IVD-решения без необходимости создавать определяемые пользователем тесты. 

Для анализа остаточных CD3+-Т-клеток в пробах аллогенного происхождения, необязательный 

AQUIOS STEM ALLO-CD3-набор может комбинироваться с базовым AQUIOS STEM-набором. Комби-

нация обоих наборов предоставляет прошедшее проверку достоверности решение для комбинированного 

количественного определения CD34 и CD3 при проведении одного единичного отбора, снова с возмож-

ностью выбирать между тремя вариантами панели, описанными в данном документе на фиг. 9. 

Способ тестирования. 

Проточный цитометр AQUIOS CL представляет собой одну систему, которая может использоваться 

для того, чтобы реализовывать способы, описанные в данном документе, и количественный автоматизи-

рованный анализатор, который выполняет диагностические STEM-варианты применения в процессе под-

готовки проб "без промывки". Поскольку эта система имеет намерение представлять собой автоматизи-

рованный анализатор с обработкой проб без участия оператора от введения образца до отчетов с резуль-

татами, она называется "проточным цитометром типа "загрузи и работай"". Программное обеспечение 

системы AQUIOS и AQUIOS STEM-тесты и реагенты для контроля качества не требуют пользователь-

ской верификации для стандартизации интенсивностей рассеяния света и люминесценции либо верифи-

кации настроек компенсации цвета. 

Автоматический режим работы инициируется посредством создания запросов и загрузки кассеты, 

содержащей трубки для образцов, в автозагрузчик или трубку для образцов в однотрубчатом загрузчике. 

Пробы автоматически обрабатываются согласно этим запросам. Проба окрашивается и инкубируется, 

красные кровяные клетки лизируются с использованием лизирующего AQUIOS STEM-раствора. Белые 

кровяные клетки анализируются в проточно-цитометрической системе AQUIOS CL с помощью AQUIOS 

STEM-тестов. Подготовка STEM-проб оптимизируется, чтобы работать с использованием штрих-

кодированных глубоколуночных планшетов с 96 лунками с коническими глубокими лунками. Каждая 

лунка удерживает вплоть до 600 мкл. 

Система AQUIOS STEM может использовать вплоть до двух наборов: AQUIOS STEM-набор от-

дельно или в комбинации с AQUIOS STEM ALLO-CD3-набором. Реагенты из AQUIOS STEM-набора 

состоят из мышиного реагента с моноклональными антителами CD45-FITC/CD34-PE, соответствующего 

отрицательного контроля (CD45-FITC/CD34-CTRL), реагента для подсчета абсолютного количества 

(флуоросфер для подсчета количества в системе AQUIOS STEM), реагента для демонстрации жизнеспо-

собности клеток (7-AAD) и готового к использованию лизирующего реагента. AQUIOS STEM ALLO-

CD3-набор представляет собой необязательный набор реагентов для одновременного пересчета CD3+-Т-

клеток и CD34+-клеток в материале проб от аллогенных доноров. Набор содержит CD3-PC7, а также 

надлежащий отрицательный контроль. 

AQUIOS STEM-тесты используют реагенты из AQUIOS STEM-набора, содержащие моноклональ-

ные антитела, для одновременной идентификации и пересчета абсолютного количества жизнеспособных 

CD34+-НРС/мкл, абсолютного количества жизнеспособных CD45+/мкл и процентной доли жизнеспо-

собных CD34+-HPC. Три AQUIOS STEM-теста доступны в качестве части AQUIOS STEM-меню (фиг. 9): 

STEM-панель: проведение тестов с дублированием плюс отрицательный контроль (3 лунки); STEM-тест 

с дублированием: проведение тестов с дублированием (без отрицательного контроля; 2 лунки); одиноч-
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ный STEM-тест: одиночный тест (1 лунка). 

AQUIOS STEM ALLO-тесты используют реагент из AQUIOS STEM-набора в комбинации с реаген-

тами из AQUIOS STEM ALLO-CD3-набора. Комбинация двух наборов содержит моноклональные анти-

тела и обеспечивает возможность одновременной идентификации и пересчета абсолютного количества 

жизнеспособных CD34+-НРС/мкл, абсолютного количества жизнеспособных CD45+/мкл, абсолютного 

количества жизнеспособных жизнеспособного CD3+/мкл и процентной доли жизнеспособных CD34+-

НРС. Три AQUIOS STEM ALLO-теста доступны (фиг. 9): STEM ALLO-панель: проведение тестов с дуб-

лированием плюс отрицательный контроль (3 лунки); STEM ALLO-тест с дублированием: проведение 

тестов с дублированием (без отрицательного контроля; 2 лунки); одиночный STEM ALLO-тест: одиноч-

ный тест (1 лунка). 

Все тесты используют 43 мкл пробы, окрашенной с 13 мкл каждого реагента (моноклональных ан-

тител и красителя для демонстрации жизнеспособности). После 15 мин инкубации, проба лизируется с 

использованием 430 мкл лизирующего реагента, затем подсчет количества в системе AQUIOS-STEM 

добавляется после лизирующей инкубации приблизительно в течение 15 мин. Проба затем смешивается 

и аспирирует для анализа. Для AQUIOS STEM/STEM ALLO-теста с дублированием или AQUIOS 

STEM/STEM ALLO-панели, 2 или 3 лунки используются, соответственно. 

Цель и объем исследования. 

В качестве части характеризации продукта, это исследование проведено для того, чтобы сравнивать 

эквивалентную производительность абсолютных количеств жизнеспособных CD34+ и абсолютных ко-

личеств CD3+-Т-клеток для вариантов анализа, обобщенных на фиг. 9. 40 свежих проб аферезиса собра-

ны и проанализированы. Чтобы оценивать эквивалентность между вариантами тестирования для CD34+-

пересчета, вариант анализа "STEM-панель" (CD34 с дублированием плюс отрицательный контроль) ис-

пользован в качестве опорного варианта для двух дополнительных вариантов анализа "STEM-тест с дуб-

лированием" (CD34 с дублированием без отрицательного контроля) и "одиночный STEM-тест" (одиноч-

ный тест). 

Идентичная схема тестирования выполнена для CD34+- и CD3+-пересчета с вариантами анализа, 

которые могут включать в себя CD3 в качестве дополнительного маркера, посредством использования 

протоколов анализа "STEM ALLO-панель" (CD34 и CD3 с дублированием плюс отрицательный кон-

троль) в качестве опорных протоколов для двух дополнительных вариантов анализа "STEM ALLO-тест с 

дублированием" (CD34 и CD3 с дублированием без отрицательного контроля) и "одиночный STEM AL-

LO-тест" (одиночный тест для CD34 и CD3). 

Исследование выполнено согласно документу "CLSI EP09c: Measurement Procedure Comparison and 

Bias Estimation Using Patient Samples; Approved Guidelines - Third Edition". Пробы проанализированы с 

использованием проточного цитометра AQUIOS CL, оснащенного программным обеспечением AQUIOS 

STEM и реагентами системы AQUIOS STEM. 

Тестовая конструкция. 

Ежедневный запуск и выключение инструмента AQUIOS CL, используемого в исследовании, вы-

полняется согласно инструкциям по применению изготовителя. Работы по техобслуживанию записыва-

ются в журнал технического обслуживания. 

Ежедневное проведение контроля качества (QC) и контроля процессов осуществляется с помощью 

флуоросфер для контроля расхода и управляющих CD34-клеток AQUIOS STEM, чтобы подтверждать со-

вмещение инструмента и обеспечивать производительность в рамках назначенных результатов анализа. 

Пробы аферезиса, используемые для исследования, собираются с ACD-A в качестве антикоагулянта 

и хранятся при 2-8°С до использования. Пробы либо используются неразбавленными, если количество 

белых кровяных клеток ниже 30000 клеток/мкл, либо в противном случае разбавляются в PBS/6%-om 

бычьем сывороточном альбумине (BSA) до концентрации белых кровяных клеток, не превышающей 

30000 клеток/мкл. Отдельные аликвоты каждой пробы аферезиса используются в сумме для 12 проведе-

ний согласно вариантам тестирования, обобщенным на фиг. 1. Гемолизированные образцы и образцы, 

содержащие видимые сгустки, исключаются. 

Анализ данных выполняется согласно документу "CLSI ЕР09с" посредством использования взве-

шенной регрессии Деминга. Верхние и нижние 95%-ые доверительные пределы оцененного смещения 

вычисляются на основе стандартной ошибки смещения и сравниваются с приемлемыми пределами (тех-

ническими требованиями) изготовителя. 

Результаты. 

Эквивалентность тестовых вариантов системы AQUIOS STEM для абсолютных количеств CD34+ 

Результат трансплантации гематопоэтических клеток-предшественников зависит от успешной ин-

фузии достаточного числа живых CD34+-клеток для того, чтобы воссоздавать гематопоэз в получателе, 

так что точное определение CD34+-клеток посредством проточной цитометрии представляет собой клю-

чевой компонент в процедуре трансплантации. 

В отличие от другого решения для CD34+-пересчета, система AQUIOS STEM предлагает в сумме 6 

различных протоколов для CD34+-пересчета, с или без необязательного анализа CD3+-Т-клеток (фиг. 9). 

Чтобы демонстрировать эквивалентность между этими различными вариантами тестирования, единич-
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ный отбор аликвот из идентичных проб проводится с различными вариантами и анализируется на пред-

мет корреляции. 

В первом наборе экспериментов, абсолютное число CD34+ клеток/мкл оценено посредством прове-

дения отбора проб аферезиса с тремя вариантами протокола анализа, которые не включают в себя CD3 

(STEM-панель, STEM-тест с дублированием, одиночный STEM-тест), чтобы демонстрировать эквива-

лентность для пересчета CD34 между этими тремя вариантами (фиг. 10А-10С). Для сравнения вариантов 

анализа, в которых тесты выполняются с дублированием (STEM-панель по сравнению с STEM-тестом с 

дублированием, фиг. 10А), среднее значение обоих проведений единичного отбора использовано для 

анализа. При сравнении тестовых вариантов, которые включают в себя дублированные проведения еди-

ничного отбора, с тестовым вариантом с одним проведением единичного отбора (STEM-панель по срав-

нению с одиночным STEM-тестом (фиг. 10В) и STEM-тест с дублированием по сравнению с одиночным 

STEM-тестом (фиг. 10С)), результат первого проведения единичного отбора использован в качестве 

опорного результата. Для всех проанализированных регрессионных пар, продемонстрировано, что экви-

валентная производительность абсолютных количеств жизнеспособных CD34+-клеток для вариантов 

анализа находится в пределах заданных критериев приемлемости. 

Во втором наборе экспериментов, число CD34+-клеток проанализировано посредством использова-

ния трех протоколов анализа, которые предназначены для параллельного пересчета CD34+- и CD3+-

клеток; все другие критерии поддерживаются идентичными (фиг. 11А-11С). С другой стороны, для всех 

проанализированных регрессионных пар, продемонстрировано, что эквивалентная производительность 

абсолютных количеств жизнеспособных CD34+-клеток для вариантов анализа находится в пределах за-

данных критериев приемлемости также для протоколов анализа с CD3. 

1В общих словах, все шесть вариантов анализа для CD34+-пересчета, с или без CD3, предоставляют 

эквивалентные результаты для проанализированных пар корреляции. 

Эквивалентность тестовых вариантов системы AQUIOS STEM для пересчета остаточных CD3+-

Т-клеток. 

В случаях гематологических заболеваний или доброкачественной дисфункции гематопоэтической 

системы, CD34+-клетки собираются из периферической крови (РВ), костного мозга (ВМ) или пуповин-

ной крови (СВ) чужеродных (аллогенных) доноров. Аналогично аутологичным окружениям, в которых 

донор и получатель представляют собой идентичного человека, мобилизованная РВ сегодня представля-

ет собой наиболее часто используемый источник для стволовых CD34+-клеток и CD34+-клеток-

предшественников в схемах на основе аллогенных трансплантатов. 

Использование CD34+-клеток из мобилизованной периферической крови имеет преимущество от-

носительно быстрого восстановления гематопоэза после трансплантации, но сопровождается повышен-

ным риском острого заболевания "трансплантат против хозяина" (aGvHD) вследствие более высокого 

числа циркулирующих Т-клеток. Поскольку острое и хроническое GvHD затрагивает приблизительно 30-

40% пациентов, которые подвергаются аллогенной трансплантации, и донорные Т-клетки признаются 

играющими центральную роль в опосредовании aGvDH, пересчет CD3+-T-клеток в трансплантате вместе 

с CD34+-клетками становится общепринятой практикой во многих лабораториях. 

В дополнение к стандартным протоколам тестирования для CD34+-пересчета, система AQUIOS 

STEM предоставляет возможность анализировать CD3+-T-клетки вместе с CD34+-клетками при прове-

дении одного единичного отбора. Чтобы обеспечивать эквивалентность тестовых вариантов не только 

для CD34+-анализа, но также и для CD3+-пересчета, выполнен третий набор экспериментов, который 

сравнивает результат CD3+-пересчета для этих 3 вариантов анализа, описанных в данном документе 

(фиг. 12А-12С). Что касается CD34+, продемонстрировано, что эквивалентная производительность жиз-

неспособных абсолютных количеств CD3+-клеток для вариантов анализа находится в пределах заданных 

критериев приемлемости для всех проанализированных регрессионных пар. 

Заключение. 

Система AQUIOS STEM представляет собой модульный подход для автоматизированного анализа 

гематопоэтических стволовых CD34+-клеток и CD34+-клеток-предшественников на проточном цитомет-

ре AQUIOS CL и имеет намерение преодолевать ограничения текущих доступных решений с точки зре-

ния гибкости панелей и анализов. 

Данное исследование рассматривает вопрос в отношении того, в какой мере тестовые варианты, 

предлагаемые посредством системы, приводят к эквивалентным данным для абсолютных количеств 

CD34+ и CD3+, чтобы исключать потенциальное смещение посредством выбора одного варианта, а не 

другого. 

В общих словах, можно демонстрировать эквивалентность данных для всех проанализированных 

регрессионных пар, и продемонстрировано, что эквивалентная производительность абсолютных коли-

честв жизнеспособных CD34+-клеток и абсолютных количеств жизнеспособных CD3+ для вариантов 

анализа находится в пределах заданных критериев приемлемости. 

Пример 2. Сравнение потоков обработки между системой AQUIOS STEM и ее утвержденным спо-

собом, STEM-набором для FC500. 
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Справочная информация. 

Сегодня более 50000 трансплантаций гематопоэтических стволовых клеток и клеток-

предшественников (НРС) ежегодно выполняются во всем мире для лечения нескольких гематологиче-

ских злокачественных образований, а также для негематологических индикаторов. 

Клинические лаборатории основываются на предлагаемых на рынке IVD-решениях для CD34+-

НРС-пересчета во избежание времязатратной и ресурсоемкой проверки достоверности определяемых 

пользователем тестов. Большинство наборов реагентов и программных пакетов разработаны в качестве 

ответа на руководящие ISHAGE-принципы от 1996 и 1998 года, но с этого момента не обновляются, что-

бы удовлетворять совершенствующимся требованиям диагностических лабораторий, в частности, с точ-

ки зрения возможностей автоматизации. В гематоонкологических лабораториях, НРС-пробы зачастую 

поступают в качестве экстренных (STAT) проб в лабораторию и требуют пристального внимания, нару-

шая рутинный поток обработки. Любые сложности с этими пробами дублируют усилия и в силу этого 

увеличивают потенциал для человеческой ошибки. Для этих лабораторий, должно быть желательным 

интегрировать НРС-пробы в нормальный поток обработки, в идеале таким способом, который миними-

зирует риск ошибок при заборе проб или других сложностей, поскольку анализ CD34+-HPC является 

критичным по времени. 

Этот пример сравнивает поток обработки новой разработанной системы AQUIOS STEM для авто-

матизированного CD34+-пересчета с утвержденным способом, STEM-набором для проточного цитомет-

ра FC500 (оба из означенного предоставлены компанией Beckman Coulter, Inc.), с точки зрения времени 

полного рабочего цикла и времени обработки с участием оператора. 

Общее представление традиционного потока обработки при проточной цитометрии. 

Многие традиционные решения на основе проточной цитометрии для CD34+-пересчета, такие как 

STEM-набор компании Beckman Coulter для FC500, требуют подготовки проб вручную, создания рабо-

чих списков вручную, анализа данных вручную и табулирования числовых данных вручную. Этот поток 

обработки может приводить к большему времени проведения единичных отборов, большему времени 

обработки с участием оператора и требует более опытных операторов. 

Чтобы выполнять тест для CD34+-пересчета с помощью утвержденного способа (STEM-набора для 

FC500), оператор обязан вручную проверять совмещение инструмента, подготавливать контроли для 

того, чтобы верифицировать и регулировать избыток флуорохрома (для компенсации), подготавливать и 

выполнять контроли процессами и в завершение подготавливать и проводить единичный отбор фактиче-

ских проб пациента/донора. Результирующие данные должны верифицироваться и переноситься вруч-

ную в лабораторную информационную систему (LIS). Журналы учета реагентов и показателей контроля 

качества (QC) типично ведутся вручную. См. фиг. 13 на предмет характерного потока обработки при 

проточной цитометрии вручную. 

Общее представление потока обработки в проточном цитометре AQUIOS CL. 

AQUIOS CL представляет собой автоматизированную систему, которая выполняет большинство 

подготовительных этапов, приводящих к результату тестирования, так что большинство этапов подго-

товки вручную исключаются. 

Для системы AQUIOS STEM для CD34+-пересчета на AQUIOS, оператор должен загружать реаген-

ты в систему однократно, запускать инструмент, проводить единичный отбор QC-проб и затем быть го-

товым загружать и анализировать пробы пациента в течение всего оставшегося рабочего дня (фиг. 14). 

Сравнительный протокол. 

Цель этого практического исследования, в числе прочего, заключается в том, чтобы оценивать кон-

струкцию проточного цитометра AQUIOS CL для CD34+-пересчета и моделировать его результирующий 

поток обработки через сравнение с STEM-набором компании Beckman Coulter для FC500 (с утвержден-

ным способом). Это практическое исследование оценивает следующие параметры потока обработки: 

Время полного рабочего цикла - Для альтернативных систем, временная длительность начинается с 

первого этапа подготовки проб и заканчивается заполненными результатами тестирования. Для системы 

AQUIOS CL, временная длительность начинается с пробы, помещенной в автозагрузчик, и завершается 

заполненным результатом тестирования для последней отображаемой пробы. Для обеих систем, время не 

включает в себя QC. 

Время обработки с участием оператора - Время, требуемое пользователем для того, чтобы физиче-

ски выполнять этапы, перечисленные в предоставленных тестовых процедурах, согласно инструкциям по 

применению изготовителя. 

Моменты времени фиксируются посредством видеосъемки процессов подготовки и анализа проб и 

моделируются с использованием внутрифирменного программного обеспечения для анализа потоков 

обработки. 

Результаты. 

Время полного рабочего цикла и время обработки с участием оператора при обработке проб - Этот 

тестовый случай состоит из сценариев с 1 пробой либо с партией из 10 проб мобилизованной перифери-

ческой крови, подготовленной с дублированием плюс отрицательный контроль. Система AQUIOS STEM 

сравнивается непосредственно со своим утвержденным способом, STEM-набором для FC500. Данные 
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показаны для тестов, которые состоят из дублированных проведений единичного отбора плюс отрица-

тельный контроль. 

Для 1 пробы с образцом, время до получения результата от подготовки проб до формирования ре-

зультатов не демонстрирует существенного отличия (56:19 мин для утвержденного способа по сравне-

нию с 53:54 мин для AQUIOS; фиг. 15А), поскольку этапы процесса главным образом определяются по-

средством времен инкубации с антителами и с лизирующим реагентом красных кровяных клеток. 

Тем не менее, время обработки с участием оператора может уменьшаться на 95%, с 6:23 мин для 

утвержденного способа по сравнению с 0:20 мин на AQUIOS (фиг. 15А). 

Для партии из 10 проб с образцами (среднесуточная рабочая нагрузка в центре трансплантации 

стволовых клеток среднего размера), эти различия становятся более заметными. Время до получения 

результата от подготовки образцов до формирования результатов снижено с 2:40:29 ч для утвержденного 

способа до 2:03:54 ч для AQUIOS (фиг. 15В), при этом время обработки с участием оператора уменьше-

но с 1:01:13 часа для утвержденного способа до 3:20 мин для системы AQUIOS STEM (фиг. 15В). 

Поскольку для ручного процесса, определенные этапы также могут выполняться параллельно (пи-

петирование следующей пробы в течение времени инкубации первой пробы и т.д.), полное время для 10 

проб меньше суммы 10 раз одной пробы. 

При условии 10 проб за один рабочий день в течение периода в один год, система AQUIOS STEM 

экономит для лаборатории сотни часов ценного рабочего времени специалистов каждый год. Помимо 

этого, меньшее время до получения результата при средней рабочей нагрузке для проведения единично-

го отбора в 10 проб в день поддерживает критичные по времени анализы, к примеру, CD34+-пересчет. 

Время процесса и время обработки с участием оператора для процедур контроля качества (QC). 

В регулируемой среде, производительность системы должна управляться с помощью надлежащих 

средств контроля качества и процессами как для настроек инструментов, так и для теста, который дол-

жен проводиться. Как для STEM-набора для FC500, так и для AQUIOS, ежедневная верификация оптиче-

ской совмещающей и струйной системы проточного цитометра выполняется с флуоросферами для кон-

троля расхода, проанализированной суспензией флуоросфер (люминесцентными микросферами). В каче-

стве контроля процессов для верификации интересующих аналитических параметров, утвержденный 

способ использует лиофилизированные CD34+-клетки, которые добавляются в нормальную пробу крови 

(STEM TROL-клетки), тогда как система AQUIOS STEM использует жидкие препараты из стабилизиро-

ванных человеческих лейкоцитов (лимфоцитов, моноцитов и гранулоцитов) и эритроцитов, которые 

имеют свойства лизирования, рассеяния света, экспрессии антигенов и окрашивания антителами, пред-

ставляющие свойства, имеющиеся в образцах цельной крови человека (управляющих CD34-клетках 

AQUIOS STEM). 

Полное время, необходимое для QC-процедур, связанных с CD34+-пересчетом, уменьшено с 

2:02:22 ч для утвержденного способа до 1:09:44 ч на AQUIOS. Стоит отметить, что QC должно завер-

шаться до того, как может проводиться единичный отбор проб пациента/донора, что приводит к эконо-

мии времени в 52:38 мин в день (фиг. 16А). Для 5-дневной рабочей недели, это суммируется вплоть до 

приблизительно 4,5 ч только для QC-процедур (фиг. 16В). 

Время обработки с участием оператора для QC-процедур уменьшается с 12:22 мин (утвержденный 

способ) до 1:51 мин (AQUIOS) в день (фиг. 16А), приводя к общей экономии времени обработки с уча-

стием оператора для QC-процессов в 52 мин в неделю (фиг. 16В). 

Заключение. 

Во всех сценариях обработки тестовых случаев, система AQUIOS STEM требует существенно 

меньшего времени обработки с участием оператора, чем утвержденный способ. Для типичной 5-дневной 

рабочей недели с 10 пробами с образцами в день, система AQUIOS STEM уменьшает ручную рабочую 

нагрузку приблизительно на 6 ч, позволяя лаборатории более эффективно выделять ресурсы. Помимо 

этого, AQUIOS STEM уменьшает полное время полного рабочего цикла от подготовки проб до результа-

та по пациенту, что является важным для критичного по времени теста, такого как CD34+-пересчет. 

Система AQUIOS STEM представляет собой количественное автоматизированное решение, которое 

выполняет пересчет гематопоэтических стволовых CD34+-клеток и CD34+-клеток-предшественников в 

процессе подготовки проб "без промывки". Поскольку эта система имеет намерение представлять собой 

автоматизированный анализатор с обработкой проб без участия оператора от введения образца до отче-

тов с результатами, она называется "проточным цитометром типа "загрузи и работай"". Признаки авто-

матизации дифференцируют систему AQUIOS STEM относительно альтернативных способов (вклю-

чающих в себя утвержденный способ, т.е. FC500 с STEM-набором), в которых множество этапов процес-

са должны выполняться вручную. Подход "все в одном" системы AQUIOS STEM имеет намерение спо-

собствовать экономии времени и помогать повышать эффективность потоков обработки современной 

лаборатории. 

Значения, выраженные в формате определения диапазона, должны интерпретироваться гибким спо-

собом таким образом, что они включают в себя не только числовые значения, явно изложенные в качест-

ве пределов диапазона, но также и включают в себя все отдельные числовые значения или поддиапазо-

ны, попадающие в предел этого диапазона, как если каждое числовое значение и поддиапазон явно из-
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ложены. Например, диапазон "приблизительно от 0,1% приблизительно до 5%" или "приблизительно в 

0,1-5%" должен интерпретироваться как включающий в себя не только приблизительно от 0,1% прибли-

зительно до 5%, но также и отдельные значения (например, 1%, 2%, 3% и 4%) и поддиапазоны (напри-

мер, 0,1%-0,5%, 1,1%-2,2%, 3,3%-4,4%) в пределах указываемого диапазона. Выражение "приблизитель-

но от X до Y" имеет смысловое значение, идентичное смысловому значению "приблизительно от X при-

близительно до Y", если не указано иное. Аналогично, выражение "приблизительно X, Y или приблизи-

тельно Z" имеет смысловое значение, идентичное смысловому значению "приблизительно X, приблизи-

тельно Y или приблизительно Z", если не указано иное. 

В этом документе, термины "a", "an" или "the" используются для того, чтобы включать в себя одно 

или более одного, если контекст явно не предписывает иное. Термин "или" используется для того, чтобы 

означать неисключительное "или", если не указано иное. Помимо этого, следует понимать, что фразеоло-

гия или терминология, используемая в данном документе и не заданная иными способами, служит толь-

ко для целей описания, а не для ограничения. Любое использование заголовков разделов имеет намере-

ние упрощать прочтение документа и не должно интерпретироваться в качестве ограничения. Дополни-

тельно, информация, которая является релевантной для заголовка раздела, может находиться в рамках 

или вне рамок этого конкретного раздела. Кроме того, все публикации, патенты и патентные документы, 

упоминаемые в этом документе, полностью содержатся по ссылке в данном документе, как если отдель-

но содержится по ссылке. В случае несогласованных использований между этим документом и такими 

документами, содержащимися по ссылке, использование в содержащемся справочном документе должно 

считаться вспомогательным по отношению к использованию для этого документа; для неразрешимых 

несогласованностей, использование в этом документе превалирует. 

В способах, описанных в данном документе, этапы могут выполняться в любом порядке без отступ-

ления от принципов раскрытия сущности, кроме тех случаев, когда временная последовательность или 

последовательность операций явно излагается. Кроме того, указанные этапы могут выполняться парал-

лельно, если явный текст формулы изобретения не излагает то, что они выполняться по отдельности. 

Например, заявленный этап выполнения X и заявленный этап выполнения Y могут проводиться одно-

временно в рамках одной операции, и результирующий процесс должен попадать в пределы буквального 

объема заявленного процесса. 

Термин "приблизительно", при использовании в данном документе, может предоставлять возмож-

ность степени вариабильности в значении или диапазоне, например, в пределах 10%, в пределах 5% или 

в пределах 1% относительно заявленного значения или заявленного предела диапазона. 

Термин "практически", при использовании в данном документе, означает "большинство из" или "по 

большей части", к примеру, по меньшей мере, в приблизительно 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 

97%, 98%, 99%, 99,5%, 99,9%, 99,99% или, по меньшей мере, приблизительно в 99,999% или больше. 

Термин "практически не", при использовании в данном документе, означает меньше, чем приблизи-

тельно 30%, 25%, 20%, 15%, 10%, 5%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,001% либо меньше, чем прибли-

зительно 0,0005%, либо меньше или приблизительно 0%, либо 0%. 

Специалисты в данной области техники должны принимать во внимание, что множество модифи-

каций вариантов осуществления, описанных в данном документе, являются возможными без отступле-

ния от сущности и объема настоящего раскрытия сущности. Таким образом, описание не имеет намере-

ние и не должно истолковываться как ограниченное приведенными примерами, но ему должен обеспе-

чиваться полный объем охраны, предоставленный посредством прилагаемой формулы изобретения и ее 

эквивалентов. Помимо этого, можно использовать некоторые признаки настоящего раскрытия сущности 

без соответствующего использования других признаков. Соответственно, вышеприведенное описание 

или иллюстративные варианты осуществления предоставляются для целей иллюстрации принципов на-

стоящего раскрытия сущности, а не для его ограничения, и могут включать в себя их модификацию и их 

перестановки. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Автоматизированный проточно-цитометрический способ для анализа и пересчета по меньшей 

мере одного из гематопоэтических стволовых клеток, гематопоэтических клеток-предшественников и Т-

клеток, при этом способ содержит этапы, на которых 

помещают одну или более проб крови в одну или более емкостей планшета для проб, расположен-

ного в зоне подготовки проб проточного цитометра; 

технологически обрабатывают одну или более емкостей по меньшей мере с помощью одного реа-

гента для того, чтобы получать по меньшей мере одну первую композицию, причем по меньшей мере 

один по меньшей мере из одного реагента представляет собой по меньшей мере один визуализирующий 

реагент, содержащий распознающие элементы, специфичные для маркеров по меньшей мере на одном из 

гематопоэтических стволовых клеток, гематопоэтических клеток-предшественников и Т-клеток; 

инкубируют по меньшей мере одну первую композицию в течение периода времени, достаточного 

для связывания по меньшей мере одного визуализирующего реагента, содержащего распознающие эле-
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менты, специфичные для маркеров по меньшей мере на одном из гематопоэтических стволовых клеток, 

гематопоэтических клеток-предшественников и Т-клеток, для того, чтобы обеспечивать по меньшей мере 

одну вторую композицию; 

технологически обрабатывают по меньшей мере одну вторую композицию с помощью лизирующе-

го реагента для того, чтобы обеспечивать по меньшей мере одну третью композицию; и 

анализируют по меньшей мере одну третью композицию посредством проточной цитометрии, что-

бы получать по меньшей мере одно из количества жизнеспособных гематопоэтических стволовых клеток 

и общего количества гематопоэтических стволовых клеток, количества жизнеспособных клеток-

предшественников и общего количества клеток-предшественников и количества жизнеспособных Т-

клеток и общего количества Т-клеток в одной или более проб крови. 

2. Способ по п.1, где способ осуществляется с дублированными пробами крови. 

3. Способ по п.2, где способ осуществляется с отрицательным контролем. 

4. Способ по п.3, где отрицательный контроль предназначен для CD34. 

5. Способ по п.3, где отрицательный контроль предназначен для CD3. 

6. Способ по любому из предшествующих пунктов, где маркеры представляют собой по меньшей 

мере одно из CD45, CD3 и CD34. 

7. Способ по любому из предшествующих пунктов, где по меньшей мере один визуализирующий 

реагент содержит флуоресцентный репортер. 

8. Способ по пп.1-7, где по меньшей мере один визуализирующий реагент содержит флуоресцент-

ный репортер FITC, РЕ или РС7. 

9. Способ по любому из предшествующих пунктов, где первая композиция дополнительно содер-

жит краситель для демонстрации жизнеспособности. 

10. Способ по п.9, где краситель для демонстрации жизнеспособности представляет собой 7-

аминоактиномицин D (7-AAD). 

11. Способ по любому из предшествующих пунктов, где получают количества жизнеспособных ге-

матопоэтических стволовых клеток и общие количества гематопоэтических стволовых клеток, количест-

ва жизнеспособных клеток-предшественников и общие количества клеток-предшественников и количе-

ства жизнеспособных Т-клеток и общие количества Т-клеток. 

12. Способ по любому из предшествующих пунктов, где планшет для проб представляет собой 96-

луночный микротитрационный планшет. 

13. Способ по любому из предшествующих пунктов, где технологическая обработка одной или бо-

лее емкостей по меньшей мере с помощью одного реагента для того, чтобы получать по меньшей мере 

одну первую композицию, выполняется посредством автоматизированного пипеттора, выполненного с 

возможностью доставлять предварительно определенные объемы по меньшей мере для одного реагента. 

14. Способ по любому из предшествующих пунктов, где инкубация автоматизируется, чтобы инку-

бировать по меньшей мере одну первую композицию в течение предварительно определенного периода 

времени, достаточного для связывания по меньшей мере одного визуализирующего реагента, содержа-

щего распознающие элементы, специфичные по меньшей мере для одного из гематопоэтических стволо-

вых клеток, гематопоэтических клеток-предшественников и Т-клеток, для того, чтобы обеспечивать по 

меньшей мере одну вторую композицию. 

15. Автоматизированный проточно-цитометрический способ для анализа и пересчета по меньшей 

мере одного из гематопоэтических стволовых клеток, гематопоэтических клеток-предшественников и Т-

клеток, при этом способ содержит этапы, на которых 

помещают первую пробу крови в первую емкость планшета для проб; 

технологически обрабатывают первую емкость по меньшей мере с помощью одного реагента для 

того, чтобы получать первую композицию f1, и инкубируют первую композицию f1, чтобы обеспечивать 

вторую композицию s1, причем по меньшей мере один по меньшей мере из одного реагента представляет 

собой по меньшей мере один визуализирующий реагент, содержащий распознающие элементы, специ-

фичные для маркеров по меньшей мере на одном из гематопоэтических стволовых клеток, гематопоэти-

ческих клеток-предшественников и Т-клеток; 

в то время, когда первая композиция f1 инкубируется, помещают вторую пробу крови во вторую 

емкость планшета для проб и технологически обрабатывают вторую емкость по меньшей мере с помо-

щью одного реагента, причем по меньшей мере один по меньшей мере из одного реагента представляет 

собой по меньшей мере один визуализирующий реагент, содержащий распознающие элементы, специ-

фичные для маркеров по меньшей мере на одном из гематопоэтических стволовых клеток, гематопоэти-

ческих клеток-предшественников и Т-клеток, для того, чтобы получать первую композицию f2, и инку-

бируют первую композицию f2, чтобы обеспечивать вторую композицию s2; 

технологически обрабатывают вторые композиции s1 и s2 с помощью лизирующего реагента для 

того, чтобы обеспечивать третьи композиции t1 и t2; и 

анализируют третьи композиции t1 и t2 посредством проточной цитометрии, чтобы получать по 

меньшей мере одно из количества жизнеспособных гематопоэтических стволовых клеток и общего коли-

чества гематопоэтических стволовых клеток, количества жизнеспособных клеток-предшественников и 
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общего количества клеток-предшественников и количества жизнеспособных Т-клеток и общего количе-

ства Т-клеток. 

16. Способ по п.14, дополнительно включающий подготовку отрицательного контроля. 

17. Способ по п.15, где отрицательный контроль подготавливают перед первой композицией f1. 

18. Способ по п.15, где отрицательный контроль подготавливают после первой композиции f1. 

19. Способ по п.15, где отрицательный контроль подготавливают после первой композиции f2. 
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