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Moznosti uplatnenia prietokovej cytometrie pomocou FACS

Skratka FACS je oznacenie pre fluorescence
activated cell sorting. Ide o Specialny typ
prietokovej cytometrie, pri ktorej mézu byt
merané a analyzované fluorescenéne oznacené
bunky. Bunky sa pohybuju v prude tekutiny cez
laserovy IU¢, priCom sa urCuje velkost bunky,

vnutorna  Struktura  arelativna  intenzita
fluorescencie. Pre mnoho typov buniek,
predovSetkym  lymfocytov, existuju  fluo-

rescentne znaCené protilatky. Su namierené
proti imunofenotypickym povrchovym znakom
(Cluster of Differentiation, v skratke ,CD®)
buniek. Pomocou tychto CD markerov su bunky
vySetrované a blizSie identifikované. Napriklad
cytotoxické T Iymfocyty su CD3 aCD8
pozitivne, ale CD21 a CD4 negativne.

Toto vySetrenie sa uplatiuje v rutinnej
diagnostike hlavhe v hematolégii. Kedze
material musi mat tekutd formu, vzorky krvi su
na vySetrenie velmi vhodné. Pre zaruCenie
vysledku s dobrou vypovednou hodnotou je
dolezité, aby boli bunky intaktné. Preto by malo
vySetrenie  prebehnut  €o  najrychlejSie,
maximalne do troch dni. V Labokline sa pristroj
na FACS uplatiuje pri réznych dolezitych
vySetreniach.

1. Protilatky proti trombocytom

VysSie mnoZstvo imunoglobulinov (prevazne
IgG) na povrchu trombocytov  vedie
k predCasnej fagocytoze trombocytov
makrofagmi. Nasledkom je trombocytopénia.
Tato imunitne  sprostredkovana trombo-
cytopénia (IMT) méze byt primarna alebo
sekundarna. Zriedkava primarna forma je
vyvolana autoprotilatkami, ktoré su namierené
proti epitopom Specifickym pre trombocyty.

Naproti tomu sekundarna imunitne
sprostredkovana trombocytopénia suvisi
s roznymi lieCivami, infekEnymi pdvodcami

(baktériami, virusmi,
neoplaziami  ainymi
kovanymi ochoreniami.

prvokmi,
imunitne

helmintmi),
sprostred-

Primarnu IMT pozorujeme najma u psov,
dvakrat CastejSie usamic ako usamcov, vo
vSetkych vekovych kategoriach, ale najCastejSie
u zvierat stredného veku. Predisponovanymi
plemenami su kokerSpaniel, miniaturny a toy
pudel, staroanglicky ov€iak (bobtail), zlaty
retriver, ako aj nemecky ovciak.

Namerany pocet trombocytov je spravidla pri
primarnej IMT s menej ako 30G/I vyrazne nizSi
ako pri sekundarnej forme.

Diagnostika  prostrednictvom  FACS  sa
uskuto€riuje pomocou dbékazu protilatok proti
trombocytom. IgG protildtky naviazané na
trombocytoch sa dokazuju po dvojitej inkubacii.
Hladina protildatok <15% sa povazuje za
negativnu, zatial ¢o >30% je hodnotena ako
pozitivny dbkaz IMT. Aby sa docielilo dobre
vyhodnotitefné imunofarbenie, vzorka (EDTA
plna krv) nesmie byt starSia ako 3 dni.
VySetrenie sa musi realizovat pred zahajenim
imunosupresivnej terapie, inak moéze dojst

k falosne negativnym vysledkom. Dal$imi
diagnostickymi mozZnostami su diagnosticka
terapia kortikoidmi alebo dbkaz

megakaryocytarnej hyperplazie v kostnej dreni.
2. Bunkovy imunitny status

Bunkovy imunitny status zahfha velky krvny
obraz, ako aj stanovenie relativheho
a absolutneho poctu periférnych lymfocytov: B-
buniek, T-buniek celkovo, CD4+ (T- pomocnych
buniek) a CD8+ buniek (cytotoxickych T-
buniek).

Imunofenotypizacia krvi spociva v selektivnhom
rozpoznani povrchovych antigénov buniek
pomocou monoklonalnych protilatok ozna-
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¢enych  fluorescenénym  farbivom  pros-
trednictvom prietokovej cytometrie FACS.
VySetrenie statusu bunkovej imunity je
indikované vtedy, ked klinické symptomy
davaju predpoklad pre naruSenie primarneho
alebo sekundarneho imunitného systému.

Upsov mbze urCenie imunitného statusu
pomdct pri diagnéze pyodermie, demodikézy,
systémového lupu erythematodes, leiSmanidzy,
ako aj vrodenych defektov T-buniek. Priebezné
vySetrenia sa mézu vyuzit pri medikamentdzne;j
terapii ku kontrole a Uprave davkovania.

U koni sluzi k objasneniu Castych a prolon-
govanych infekcii.

Stanovenie imunitného statusu zohrava délezitu
ulohu pri infekcii virusom imunodeficiencie
maciek (FIV).

Virus spbésobuje chronické perzistentné infekcie
s progresivnym priebehom ochorenia. Infekciou
imunokompetentnych buniek dochadza
postupne k vy€erpaniu imunitného systému.

Virus sa vyznaCuje vyraznym tropizmom k T-
lymfocytom a makrofagom. Postihnuté su
pritom predovSetkym funkcie T-lymfocytov,
pricom prevladaju kvantitativne a kvalitativne
defekty populacie pomocnych T-buniek. Najprv
vedie vzostup CD8+ buniek v percentualnemu
poklesu poc¢tu CD4+ buniek. Pocet CD8+
zostava poCas asymptomatickej fazy infekcie
zvySeny aklesa az relativne kratko pred
rozvojom Kklinickych symptémov. Na zaciatku
infekcie su infikované hlavne CD4+ bunky.
V nich je aj mozné ngjst najvacSie mnozstvo
virusov. Pri postupujucej infekcii vedie
absolutny pokles CD4+ buniek k znizeniu
pomeru CD4+/CD8+.

Humoralna imunitnd ochrana vykazuje poruchy
funkcii az relativne neskoro. Znizenie poctu B-
buniek nachadzame zvacSa az vo finalnom
Stadiu. Mnozstvo virusov krvi sa znova
vyznamne zvysSuje, Kk protilatkovej odpovedi
vSak uz nedochadza.

Zhotovenie imunitného statusu teda pomébze
posudit progndzu v pripade v pripade primarnej
alebo sekundarnej imunodeficiencie.

3. Diferenciacia leukémii

Pri lymfocytéze > 30 G/l resp. pri lymfo-
proliferativnom ochoreni potvrdenom pomocou
vySetrenia klonality (PARR) (leukémia, lymfém
V. §tadia) s minimalnym poctom leukocytov 5
G/l, mbézeme urobit diferenciaciu leukémii
prostrednictvom FACS. Pouzitim CD markera
pre identifikaciu buniek mbéze toto vysetrenie
odlisit akutnu leukémiu od chronickej (CD34
marker kmefovych buniek), ¢o nam dava
doélezitu informaciu o prognéze apri vybere
terapie. Dalej moézu byt neoplastické bunky
rozdelené na B-bunky a T-bunky, ako aj
podtypy lymfocytov.

Diferenciacia myeloidnych leukémii pomocou
FACS bola medziCasom etablovana aj
v Labokline a moéze byt pouzitd najma pri
vyskyte atypickych blastov alebo mono-
cytarnych buniek. Diagnéza akutnej myeloidne;j
leukémie sa tiez stanovuje pomocou markera
CD34. Podobne ako pri lymfatickej forme
musime aj pri akutnej myeloidnej leukémii
stanovit' zlu progndézu (<6 mesiacov). Kedze
vySetrenie  klonality sa obmedzuje na
lymfoproliferativne  ochorenia, diferenciacia
leukémii pomocou FACS je jedinou menej
invazivhou moznostou vySetrenia myeloidnych
leukémii.
AvSak pri tzv. leukemoidnych zapalovych
reakciach, ktoré pozostavaju z vyrazného
posunu dolava, neutrofiie a monocytozy,
s celkovym pocétom leukocytov >50 G/I, je
dblezité  najprv  klinické vySetrenie na
identifikovanie prip. pyogénnych infekcii (napr.
pyotorax, pyometra, peritonitida), imunitne
sprostredkovanych ochoreni (napr.
glomerulonefritida, IMHA), neoplazii, nekrdzy
tkaniv alebo hyperestrogenizmu.
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