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Moznosti vyuziti pratokové cytometrie prostrednictvim

FACS

Zkratka FACS znamena fluorescence-
activated cell sorting. Jedna se pfitom o
zvlastni metodu pratokové cytometrie, pfi které
mohou byt fluoresceinem znacené bunky
zméfeny a analyzovany. Burky proudi
tekutinou skrz laserovy paprsek a pfitom je
zaznamenana jejich velikost, vnitfni struktura a
relativni intenzita fluorescence. Pro rlizné typy
bunék, obzvlast pro lymfocyty, existuji rlzné
typy fluoresceinem znacené protilatky, které
jsou namifeny proti urcitému
imunofenotypickemu znaku na buné&Cném
povrchu (Cluster of Differentiation, zkraceno
‘CD’). Pomoci tohoto markeru mohou byt
bunky blize vySetfeny a identifikovany.
Napfiklad  cytotoxické  T-lymfocyty jsou
identifikovany jako CD3 a CD8 pozitivni, ale
CD21 a CD4 negativni.

Toto vySetfeni je provadéno v bézné
diagnostice, obzvlast pak v hematologii.
Vzhledem k tomu, Ze vySetfovany material
musi byt v tekutém stavu, jsou vzorky krve
zvlasté vyhodné. K zaruCeni vypovidajiciho
vysledku je dulezité, aby byly burky intaktni.
Proto by mélo byt vySetfeni provedeno co
nejdfive, nejpozdéji do 3 dnu po odbéru.
Laboklin vyuziva FACs pfistroj pro ruzna
vyznamna vySetieni.

1. Protilatky proti trombocytim

Zvy$ené mnozstvi imunoglobulinii (pfevazné
IgG) navazanych na povrchu trombocytl vede
k jejich pohlceni makrofagy (fagocytdéze) a
k nasledné trombocytopenii. Tato imunitné
zprostfedkovana trombocytopenie (IMT) muze
byt primarni nebo sekundarni. Vzacngjsi
primarni forma je zpusobovana
autoprotilatkami, které jsou namifeny proti, pro
trombocyty specifickému, epitopu. Oproti tomu

sekundarni imunitné zprostifedkovana
trombocytopenie vznika v souvislosti s aplikaci
riznych medikamentud, s infekénimi puavodci
(bakterie, viry, Protozoa nebo c¢ervi),
nadorovymi onemocnénimi nebo ostatnimi
imunitné zprostfedkovanymi onemocnénimi.
Primarni IMT je pozorovana pfevazné u psu,
dvakrat Castéji u fen nez u samcl, u vSech
vékovych kategorii, ale nejCastéji u zvifat ve
stfednim véku.

Mezi predisponovana plemena patfi
kokr§panél, miniaturni a toy pudl, bobtail, zlaty
retrivr, stejné jako némecky ovCak.

Pocet trombocytd je u primarni IMT zpravidla
niz8§i nez 30 G/l, zfetelné nizSi nez u
sekundarni formy.

Diagnostika onemocnéni mize byt provedena
prikazem protilatek proti trombocytim pomoci
FACS. K prikazu na trombocytech
navazanych 1gG se uskute€fiuje dvojita
inkubace. Hladina protildtek < 15 % se
povaZuje za negativni, zatimco > 30 % plati
jako pozitivni prilkkaz IMT. Aby bylo dosahnuto
znaceni protilatkami, nesmi byt vySetfovany
material ( EDTA-plna krev) starSi nez 3 dny.
Vysetfeni musi byt provedeno pfed zahajenim
imunosupresivni terapie, v opacném pfipadé
dochazi k faleSné negativnim vysledkim. Mezi
dalSi diagnostické mozZnosti patfi diagnosticka
terapie  kortikoidy, stejné jako prikaz
megakaryocytarni hyperplazie v kostni dfeni.

2. Status bunééné imunity

Status bunécné imunity zahrnuje velky krevni
obraz, stejné jako stanoveni relativniho a
absolutniho poctu lymfocytd v periferni krvi: B-
bufiky, T-buriky- celkovy poc¢et, CD4+- (T-
pomocné buriky) a CD8+- (cytotoxické T-
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bunky). Imunofenotypizace krve spociva
v selektivnim rozpoznani bunécénych
povrchovych antigend pomoci fluorescein-
znaCenych monoklonalnich protilatek
prostfednictvim prutokové cytometrie (FACS).
Toto vySetfeni je indikovano v pfipadech, kdy
jsou klinické pfiznaky podezielé pro primarni
nebo sekundarni poruchu buné&&né imunity.

U psd ma vyhotoveni imunitniho statutu
vyznam jak v pfipadé pyodermie, demodikézy,
systémového Lupus erythematosus,
Leishmanidzy, tak v pfipadé vrozenych defektd
T-bunék. Pribézna vysetfeni mohou byt také
vyuzivana ke kontrole a pfizplsobeni davky
[&Civ.

U koni slouzi k objasnéni hromadnych a
dlouhodobych infekci.

Zvlastni ulohu hraje uréeni statutu bunécné
imunity v pfipadé virové infekce kodici
imunodeficience (FIV).

Tento virus zpuUsobuje chronicky perzistujici
infekce s progresivnim priib&éhem onemocnéni.
Infikovanim imunokompetentnich bunék
dochazi pozvolna k vy€erpani imunitniho
systému.

Virus vykazuje zfetelny tropismus Kk T-
lymfocytim a makrofagdm. PredevSim je
pfitom postizena funkce T-lymfocytll, pficemz
pfevazuji kvantitativni a také kvalitativni
defekty populace T-pomocnych lymfocytd.
Infekce nejprve zpusobuje narust poctu CD8+-
bunék a pokles procentualninho pocétu CD4+-
bunék. PocCet CD8+-bunék =zlstdva béhem
asymptomatické faze infekce zvyseny a klesa
relativné kratce prfed rozvojem klinickych
pfiznakld. Na zacatku infekce jsou postizeny
pfevazné CD4+- bufky, v nichZ se tim padem
vyskytuje velké mnozZstvi viru. V pokrocilé fazi
infekce vede absolutni pokles poétu CD4+-
bunék ke sniZzeni CD4+-/CD8+-kvocientu.
Porucha humorédlni imunity se projevuje
relativné pozdé. Pokles poctu B-lymfocytl
vznika nejCastéji az ve finalnim stadiu infekce.
Mnozstvi viru v krvi opét stoupa, ale jiz se
neuskute¢ni zadna protilatkova odpovéed.

Z tohoto dlavodu se muze diky vySetfeni
imunitniho statutu zvifete odhadnout prognéza
pfi  vyskytu primarni nebo sekundarni
imunodeficience.

3. Diferenciace leukémie

V pfipadé lymfocytézy > 30 G/l , pFesngji
feCeno pfi klonalitou (PARR) potvrzenych,
lymfoproliferativnich onemocnénich (leukémie,
lymfom ve stadiu V), pfi minimalnim celkovém
poc¢tu leukocytt > 5 G/, muze byt
prostfednictvim FACS provedena diferenciace
leukémie. Pouzitim CD-marker( k identifikaci
bunék se muize timto vySetfenim uskutecnit
rozdéleni na akutni a chronickou leukémii
(CD34: marker kmenovych bunék), které muze
poskytnout dllezité informace jak k prognoze,
tak k volbé IéCby. Dale mohou byt nadorové
buriky rozdéleny na B-buriky, T-lymfocyty,
stejné jako na jednotlivé podtypy.

Rozliseni myeloidnich leukémii prostfednictvim
FACS je v Laboklinu mezitim také etablovano
a mlze byt vyuzZito obzvliasté pfi vyskytu
atypickych blastll nebo monocytarnich bunék.
Diagnéza akutni myeloidni leukémie mize byt
také urCena pomoci CD34 marker(. Stejné
jako u lymfatické formy je prognéza
onemocnéni Spatna ( < 6 mésicl). Vzhledem
k tomu, Ze je vySetfeni na klonalitu omezeno
pouze na lymfoproliferativni onemocnéni, je
diferenciace myeloidni leukémie pomoci FACS
jedinou, minimalné invazivni diagnostickou
metodou z periferni krve.

Kromé toho je, v pfipadé tzv. leukemoidni
zanétlivé reakce, ktera spociva v extrémnim
posunu doleva, neutrofili, monocytoze
s celkovym poctem leukocytt > 50 G/I, dulezité
nejprve klinické vySetfeni zvifete k prikazu
pyogenni infekce (napf. pyothorax, pyometra,
peritonitids),  imunitné  zprostfedkovaného
onemocnéni (napf. glomerulonefritida, IMHA),
neoplazie, tkanové nekrézy a nebo
hyperestrogenismu.
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