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1. Uvod.

Svalovéd biopsie je integralni soucasti diagnostiky pacientl s neuromuskuldrnimi
onemocnénimi. Mimo neéetnych vyjimek poskytuje zékladni kdmen pro diagnézu pacientl
se suspektni myopatii. Navic mdZe hrat rozhodujici roli pfi posuzovani pacientd s neurogenni
poruchou, zejména pfi rozliSovani atypicky probihajicich neurogennich poruch od primarné
myopatickych. Svalova biopsie poskytuje v neposledni fadé informace pro diagnostiku
mnoha systémovych onemocnéni.



Ackoli je vlastni chirurgickda excize svalové tkané pro bioptické posouzeni relativné
jednoducha a pfinasi pro pacienta jen mala rizika, je tfeba ji provést tak, aby byl vytézek
z vySetfeni co nejvétsi. Indikujici IékaF musi nejprve racionalni diferencialné diagnostickou
rozvahou na podkladé klinického, laboratorniho a elektrofyziologického vysSetfeni dospét
k spravnému nacasovani i urceni takového mista odbéru svalové tkané, které by mohlo
prinést validni diagnostické informace.

Kazdy myopatolog mé v repertodru sérii prib&hl o biopsiich, které nebyly provedeny
spravné. Mnohé z téchto situaci byly zachranény a diagnéza nakonec byla stanovena, obcas
vSak bylo nutné celou biopsii zopakovat. Nékdy je ale tfeba biopsii provést znovu, aniz by
Slo o pochybeni: v pfipadé normalniho bioptického nalezu u pacienta s vysokym stupném
klinického podezieni na onemocnéni s fokalni distribuci (hlavné polymyozitida) nebo pfi
atypické prezentaci vzacné metabolické choroby, na kterou se za danych okolnosti
nepomyslelo. Neni vSak omluvitelné, pokud nevhodna manipulace s odebranou tkani,
suboptimalni nebo neadekvatni svalova excize vznikd z nedostatku komunikace mezi
jednotlivymi pracovniky podilejicimi se na celém procesu svalové biopsie (neurolog, chirurg,
patolog, pracovnici histopatologické laboratofe). Sebelepéi laboratorni technologie nezmize
nic, pokud svalova tkan pfichazi do laboratofe znehodnocena napf. vyschnutim nebo
nevhodnou fixaci. Dale, i precizni a spravné nacasovany odbér a zpracovani tkané je
zbyte¢nym Usilim ve chvili, kdy ma diagnostikujici myopatolog omezenou moznost
interpretace nalezu nebo je dokonce zaveden na diagnostické scesti neadekvatni informaci o
klinickém prib&hu a daldich laboratornich vySetfenich. Myopatologie je v rédmci celé
diagnostické histopatologie oborem s mimoradné nizkym procentem jednoznacnych diagnéz
s nezameénitelnymi patognomickymi znaky. Naopak, nejc¢astéji je nutno poskladat informace
poskytnuté jednotlivymi histopatologickymi vySetfovacimi metodami do mozaiky, ktera dava
smysl, ladi s poskytnutymi klinickymi informacemi a vede k diagndze. Nedostatek klinickych
informaci vede k jedinému vysledku, kterym je pouhy popis histopatologického obrazu,
mozaika diagnézy zUstédva neslozena a efekt takové biopsie pro pacienta je sporny. Vzdy je
tfeba, aby mohl patolog interpretaci svalové biopsie zodpovédét diagnosticky dotaz klinika,
formulovany v zadosti o vysetreni.

Co by nemélo na Zzadance ke svalové biopsii v zadném pripadé chybét:

« béZna osobni data pacienta

« struény nastin klinického pribé&hu a symptomatologie svalovych obtiZi

. daldi ddleZitd onemocnéni (hlavné zndmé systémové choroby, endokrinopatie,
malignity, i podezfeni na né)

« dlouhodoba terapie (zejména imunosupresiva, hormony atd.)

« vysledky informativnich laboratornich vysSetfeni a jejich dynamika - zejména
kreatinkinaza, myoglobin, pfipadné AST, ALT, laktat

« nalez pri elektrofyziologickych vySetifeni (EMG)

« klinicka diagnosticka rozvaha (a formulace diagnostické otazky pro patologa)

« presné misto odbéru svalové tkané

« kontakt (telefon, e-mail) na oSetfujictho nebo indikujiciho lékafe (neurologa),
zejména pokud prichazi zadanka z chirurgické ambulance.

Obecné doporucujeme prilozit ke standardni Zadance o histologické vysetieni
kopii klinické zpravy - neni pak potfeba vsSechny informace do zadanky prepisovat.
Dulezity je kontakt na o$etfujiciho 1ékafe - telefon a e-mail.



2. Indikace ke svalové biopsii

Pri klinickém podezfeni na myopatii je se vzacnymi vyjimkami indikovana svalova
biopsie. Ta je zakladem diagndézy zanétlivych, metabolickych a kongenitalnich myopatii a
vétsiny svalovych dystrofii.

Pouze nékteré zanétlivé myopatie maji v souCasnosti specifickou a efektivni terapii.
Provedeni svalové biopsie a stanoveni diagnézy pred zahdjenim takové terapie je dileZité
z nasledujicich dvodu:

- imunosupresivni |[éCba pfinasi znacnou zatéz pro pacienta, je proto racionalni stanovit
diagndzu s jistotou pred zahajenim terapie

- imunosupresivni |é¢ba znacné alteruje histopatologicky obraz; svalova biopsie
provedend aZ po zahdjeni terapie (pro malou nebo Zadnou odpovéd) miZe byt Epatné
interpretovatelnd nebo ji nelze interpretovat vibec.

U pacientl s diagnostikovanou zanétlivou myopatii je indikovdno opakované provedeni
biopsie, pokud po inicialnim zlepSeni klinickych obtizi pfi terapii nastupuje dalSi svalova
slabost. Biopsie pak muize rozli$it mezi exacerbaci plvodniho onemocnéni a rozvijejici se
steroidni myopatii.

U ostatnich onemocnéni, u kterych zatim neni specificka 1é¢ba dostupna, je také mnoho
ddvodl ke stanoveni pfesné diagnézy svalovou biopsii:

- v nékterych pfipadech je indikovana symptomaticka lécba

- mnoha z téchto onemocnéni jsou hereditarni a spravna diagnéza je podminkou pro
uéeni typu dé&diénosti, stanoveni rizikovych ¢lenl v roding, specifikaci jednotlivych rizik a
prenatalni diagnostiku

- pacient miZe mit prospéch z prognostické informace

- pacienti surcitymi onemocnénimi se mohou stat soucasti vyzkumnych nebo
terapeutickych studii.

Castym ddvodem ke svalové biopsii je potfeba rozlisit primarni myopatie od neurogenni
svalové poruchy. Ackoli je jejich typicka klinickd prezentace rozdilna, v praxi se jejich
klinicky pribé&h, symptomy i ndlezy pfi laboratornim vysetfeni mohou prekryvat. Nékdy
mlze dojit k soub&hu myopatie s neurogennim postizenim svalu, co? dé&la diferencialni
diagnostiku jesté obtiznéjsi.

Indikaci pro primarni provedeni svalové biopsie neni v soucasnosti klinické podezieni
na dystrofinopatie (DMD/BMD), facioskapulohumeralni dystrofii, myotonickou dystrofii,
periodickou paralyzu a endokrinni myopatie. Dlvody jsou nasledujici:

Dystrofinopatie a facioskapulohumeraini dystrofie

Recentni pokroky v molekularni genetice eliminovaly primarni nutnost svalové biopsie u
vétsiny pacientd s dystrofinopatiemi. Mutace dystrofinového genu (Xp21.2), nejéast&ji
delece a duplikace, mohou byt odhaleny méné invazivnim vySetfenim, coz je podrobné
jinde. Svalova biopsie je nutna pro stanoveni diagnézy asi u 30%, u kterych nebylo
genetické vysSetfeni z krve informativni (tzv. nedele¢ni formy).

Geneticka analyza je dostupna i pro facioskapulohumeralni dystrofii, a proto svalova
biopsie, kterd v tomto pfripadé ozfejmi jen nespecifické zmény, neni obecné indikovana.



Myotonicka dystrofie

Moznost odhaleni expanze trinukleotidovych repetic genu proteinkindzy myotonické
dystrofie dava pfi podezieni na toto onemocnéni prednost genetickému vySetreni pred
svalovou biopsii. Histopatologicky nalez zde neni specificky ani diagnosticky, mize v&ak byt
uziteény pro podporeni klinické diagnézy a zejména pro vylouéeni jinych poruch.

Periodické paralyzy

Onemocnéni zplsobena mutacemi mnozstvi gend pro membranové iontové kanaly (tzv.
kanalopatie) maji velmi specifické klinické, biochemické a elektrodiagnostické znaky. Ackoli
je mozné ve svalové biopsii zastihnout vakuoly a dilataci T-tubularniho systému, vétsina
znak{ neni diagnosticka a poskytne jen obraz nespecifickych myopatickych zmén.

Endokrinni myopatie

Myopatie muZe byt také zplsobena napf. poruchami §titné Zlazy, prititnych télisek a
nadledvin. Spravna cesta k diagnéze endokrinni myopatie vede pres pfislusna sérologicka
vySetreni.

3. Vybér mista bioptického odbéru svalu

Svalova biopsie byva vét&inou odebirdna z jednoho z nasledujicich kon&etinovych svali:
m. biceps brachii a m. deltoideus, m. quadriceps femoris (vastus lateralis nebo rectus
femoris), m. gastrocnemius nebo m. tibialis anterior. Ostatni svaly se bioptuji vesmés ze
specialnich ddvodt (napf. interkostdlni sval pro studium poruch neuromuskularni ploténky).

Zadouci misto odbéru je primarné determinovéno klinickym obrazem onemocnéni.
Vytézné informace vétsSinou poskytne vysSetfeni symptomatického, ale jen stfedné nebo
mirné postizeného svalu. Pfi vyb&ru nejpostizen&jich mist mize byt obraz zmén tak
pokrocCily, ze Ubytek svalovych vldken a jejich nadhrada fibroadipozni tkani (tzv. end-stage
muscle) zcela prekryje i rezidudlni znamky onemocnéni, které k takovému stavu vedlo.
Nékdy lze v takovych pfipadech jen z pfitomnosti svalovych vietének usuzovat na to, Ze se
plvodné jednalo o svalovou tkan.

V dlsledku loZiskového charakteru nékterych myopatii (napf. zanétlivych myopatii,
zejména polymyozitidy) nemuseji byt vzdy v odebraném vzorku patologické zmény
zastizeny. PFi podezieni na myozitidu Ize dnes proto s vyhodou uplatnit pfi volbé mista
odbéru svalové tkané vysSetfeni magnetickou rezonanci, kterd vyborné lokalizuje oblasti
edému a zanétu v prislusném svalu. Lze tak predejit rebiopsii. Nevhodnym mistem odbéru
svalové biopsie je dale oblast predeslého EMG vysSetreni.

4. Odbeér svalové tkane

Pfed vlastnim bioptickym odbérem by mélo byt samoziejmosti véasné kontaktovani
myopatologické laboratofe a chirurga (viz nize) a zajisténi okamzitého zpracovani tkané po
odbéru. Zpracovani svalové biopsie vyzaduje zvlastni pristup, ktery se lisi od zpracovani
jinych tkani v histopatologické laboratofi. Je neomluvitelnou chybou provést svalovou excizi
a az poté zacit organizovat dalSi zpracovani. Dlouhy cCasovy odstup, pfipadné nevhodné
uloZeni a fixace tkan&, mizZe cely proces svalové biopsie nevratné znehodnotit a bez
domluvy s laboratofi je lep&i svalové biopsie viibec neprovadét.



Svalovad tkan mdZe byt ziskana bud’ otevienou biopsii nebo punkci bioptickou jehlou.
Néktefi autofi preferuji jehlovou biopsii, ktera je jednodussi, rychlejsi a levnéjsi metodou.
Neni to vSak nutné metoda méné bolestiva pro pacienta, ziska se ji vétsinou jen velmi malé
mnozstvi svalové tkané s obtiznou orientovatelnosti, drobna castka se také rychleji
deformuje a ve tkani vznikaji artefakty. Malé mnozstvi tkané vétSinou umozni jen zakladni
morfologické vysSetfeni, na immunobloting, izolaci mRNA nebo pripadné dalsi analyzy
svalové tkané u metabolickych onemocnéni se Casto nedostava. Pro tyto nedostatky je pak
nutné opakovani odbéru.

Nase laborator dava prednost odbéru tkané otevienou metodou. Oteviené svalové
biopsie mohou byt u vétdiny star&ich déti a dospélych pacientd provadény v lokalni
anestézii. U malych déti a u dospélych lze za urcitych okolnosti provést odbér v kratké
celkové anestézii, vétSinou podporené lokalni anestézii. Halotan a sukcinylcholin by vsak
nemély byt aplikovdny u pacientd s podezienim na onemocné&ni spojend s maligni
hypertermii a u Duchennovy myodystrofie (DMD). U DMD muiZe dojit k srdeéni arytmii,
myoglobinurii a dalSimu zvySeni kreatinkindzy v séru. U vétSiny otevienych biopsii postaci
infiltrace k(Ze a podkozi lokalnim anestetikem (bez adrenalinu). Je v3ak tfeba vyhnout se
infiltraci odebiraného svalu! Incize 3-5 cm ve sméru dlouhé osy koncetiny poskytuje
dostatecné pole pro odbér svalu, kterého je tfeba podle moznosti odebrat asi 100 mg (tedy
blo¢ek o rozmérech zhruba 12x7x6 mm). Takové mnozstvi tkané vétSinou pro pacienta
neznamena funk¢ni deficit. PFi zachovani vysokého chirurgického standardu jsou komplikace
takového vykonu (hematom, herniace svalu defektem ve fascii, dehiscence rany nebo
infekce) zcela vyjimecné.

Kontakty na chirurgickd pracovisté, které s nasi laboratofi spolupracuji na programu
svalovych biopsii, je na konci staté, v kapitole 9.

Pii nevyhnutném odbéru svalové biopsie mimo FN Motol je tFeba predem se
domluvit s nasi laboratofi a synchronizovat odbér a rychlé dopraveni nativni tkané
do nasich laboratofi!

5. Manipulace se svalovou biopsii po odbéru, transport

Je-li svalova biopsie provadéna v blizkosti myopatologické laboratore, vyjmuty vzorek
svalu Setrné ulozime do Petriho misky na mul navlhcéeny fyziologickym roztokem a okamzité
jej transportujeme do bioptické laboratore. VIhké prostfedi by mélo zabranit vysychani
tkané. Sval by vSak v zadném pfipadé nemél plavat ve fyziologickém roztoku - tak dojde ve
tkani pomé&rné rychle k tvorbé artefaktl. V 24dném pFipadé by nemél byt vzorek vloZen do
formolu! Takto fixovany a posléze do parafinu zality sval je pro standardni myopatologické
vySetfeni po kratké chvili zcela znehodnocen - velmi rychle dochazi ke kontrakénim
artefaktlim, k extrakci lipidl, vyplaveni glykogenu a hlavné k inaktivaci svalovych enzymd.
Naopak, svalova tkan ma po urcitou dobu (az nékolik hodin) po excizi zachovanou
enzymatickou aktivitu, kterda se da prokazovat enzymovou histochemii ve zmrazenych
fezech. Takovou tkan Ize také podrobit analyzam ve specializovanych laboratofich
zkoumajici metabolické ¢ mitochondridlni poruchy. Formol v neposledni fadé zni¢i dlleZité
epitopy svalovych proteinl, které prokazujeme imunohistochemicky; protiladtky pouZivané
v myopatologii totiz zatim témér vylucné vyzaduji nefixovanou mrazenou tkan.

Je-li odbér provadén mimo pFimy dosah myopatologického centra a svalovou tkan neni
moZné na mist& odbé&ru pfisludnym zplsobem zmrazit, je vhodné svalovy blo¢ek $etrné
umistit do uzaviené zkumavky s vlozenym navlhéenym tamponem. Uzavienou zkumavku je



potom tfeba umistit do termosky se smési vody a ledu a ihned transportovat. Doba od
odbéru po definitivni zpracovani by i pfi tomto opatfeni neméla presahnout dvé az tfi
hodiny. Pak jiz ve tkani pocinaji autolytické zmény.

6. Zpracovani vzorku v bioptické laboratofri

Svalova tkan je ihned po prevzeti zpracovana, vétSinou frakcionované. Ve vétsiné
pripadl je drobny svazetek z blo¢ku oddé&len Ziletkou, napnut na &pejli a fixovan
v paraformaldehydu pro potfebu polotenkych Fezl a elektronmikroskopické vysetfeni. Pokud
je materidlu dostatek, je drobnéjsi Usek fixovan také 10% pufrovanym formolem a
zhotovuje se parafinovy blocek. Takto zpracovany
sval poskytuje moznost lepsi identifikace zanétlivych
elementl, zejména pii podezieni na zanétlivé
myopatie. VétSina odebrané tkané se ale mrazi
v mrazicim mediu, které poskytne dostatecny teplotni
spad, ale zaroven nevyvold ve svalu mrazové
artefakty. PFi prostém zmraZeni svalu v tekutém
dusiku, ktery ma velmi nizkou teplotou, dojde
k tvorb& krystald, které zdestruuji svalovou tkan.
V nasi laboratofi proto pouzivame tekuty izopentan,
ktery je umistén v nadobce ponorené v tekutém
dusiku. Dosahneme tak mirnéjsi, ale dostatecnou
teplotu pro zmrazeni a k tvorb& mrazovych artefaktd
nedochazi. S Uspéchem lze také pouzivat smés
zkapalnéného propanu a butanu; tato smés je vsak
vybusna a v rutinnim nemocni¢nim provozu vyzaduje
jeji pouzivani prislusna bezpecnostni opatreni.

Svalovou tkan je nutno pred zmrazenim
zorientovat (lupou nebo pomoci preparacniho
mikroskopu) tak, aby byl vzdy jeden blocek
orientovan kolmo na dlouhou osu vlaken, druhy je Iépe zmrazit podélné. Zorientovana tkan
je ulozena na korkovou podlozku a vloZzena na 15-20 sekund do vymrazeného izopentanu.
Poté je treba zmrazeny blocek okamzité transportovat do kryostatu nebo do
hlubokomraziciho boxu (-80°C), kde Ize takto upravenou tkan uchovavat po dlouhou dobu.
Dulezité je, aby jednou zmraZena tkan pfi dal$i manipulaci a pfi ptipravé histologickych
preparatd nerozmrzla. Opé&tovné zmraZeni by vyvolalo ve tkdni mnoZstvi artefaktl. Ze
zmrazenych blo¢k( se v kryostatu kraji 8-10 um silné fezy pro histochemické reakce a 4-6
um silné fezy pro potifeby imunohistochemie.

7. METODY BIOPTICKEHO VYSETRENI SVALOVE TKANE

7. 1. Prehledna tkanova barveni.

PFi vySetfovani svalové biopsie je prvnim krokem vzdy vySetfeni fezu barveného
klasickou metodou hematoxylinem a eozinem. Toto obecné tkanové barveni je
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nezastupitelné, poskytuje velkou fadu informaci a do znadné miry ovliviiuje indikaci
k provedeni specialnich metod.

Zakladni nalezy a diagnosticky pfinos:

velikostni kolisani svalovych viaken
kulata atroficka vlakna (spiSe myopatie)
angularni atroficka vlakna (spiSe neuropatie)
skupinova atrofie svalovych vladken (neuropatie)
perifascikularni atrofie (dermatomyozitida)
hypertroficka vlakna (spiSe myopatie)
dalsi slozky myopatického vzorce

= pritomnost nastipnutych vidken (tzv. fiber

splitting)

= zmnozeni vnitinich jader

o pfitomnost nekrotickych a regenerujicich  vldken
(destruktivni myopatie)
o hyalinni vldkna (dystrofinopatie)
o pfritomnost patologickych vakuol (metabolické myopatie, periodické paralyzy, myozitida s
inkluznimi télisky atd.)

o pfitomnost patologickych inkluzi (myozitida s inkluznimi télisky, kongenitalni myopatie
atd.)
stupen endomysialni a perimysialni fibrézy az "end-stage muscle"
pritomnost, slozeni a distribuce zanétlivé celulizace (zanétlivé myopatie)
alterace cév (napf. fibrinoidni nekréza stény cév pfi vaskulitidach)
alterace nervovych (avsak pouze hrubé posouzeni struktury)
zmény svalovych vietének

O O 0O 0O o oo

O O 0O o o

Trichrom modifikovany podle Gomoriho.

Klasické barveni trichromem na prikaz kolagenu bylo pro
vysSetfeni svalové tkané modifikovano. Jeho nejvétsi pfinos je
v detekci tzv. ragged red fibers (RRF) se zvySenym obsahem
mitochondrii ukazujici na mitochondridlni poruchu, dale ve
znazornéni patologickych inkluzi ve vldknech, jako u myozitidy
s inkluznimi télisky nebo u tyCinkové (nemalinové) myopatie.

7.2. Tkanova histochemie, histochemie enzymi

Pfi kazdém vySetfeni kosterniho svalstva je nutné provést alesponn zakladni
histochemické reakce. Tyto reakce poskytuji odpovédi na urcité otazky — znazorni distribuci
a zmény jednotlivych typd svalovych vldken, ptitomnost oxidativnich enzymd
(mitochondrii), lysozom@, glykogenu, glykolytickych enzymd, lipidd atd. Nejcast&ji
pouzivané metody jsou diskutované v nasledujicim textu.

1. Myofibrilarni ATPaza.

Histochemickd reakce na prikaz myofibrildrni ATPazy je standardem pro rozliseni
jednotlivych typl svalovych vldken. Tyto reakce se provad&ji jednak s preinkubaci pti pH 9,6
(tmava jsou pak vlakna 2. typu), jednak pfi pH 4,3 s reverznim kontrastem (tmava jsou
vldkna 1. typu). To ma svij prozaicky ddvod, vzdy se Iépe posuzuje to, co ma tmavsi barvu.

Ustav patologie a molekularni mediciny UK 2. LFN Motol
Laboratd neuropatologie a svalovych biopsii 7



Je-li zapotrebi dale rozlisit subtypy vlaken 2. typu (2A, 2B, 2C), je nutné provést tuto reakci
jesté s preinkubaci s pH 4,6. Pro posuzovani distribuce typd svalovych vidken a jejich zmén
je zdsadni znalost mista odbé&ru. Zastoupeni jednotlivych typl vldken 1

se v rUznych svalech velmi li§i. Zatimco napfiklad v m. tibialis ant. je
normou az 75% vlaken 1. typu, v jiném svalu bychom toto museli
hodnotit uz jako predominanci typu svalovych vlaken.

Zakladni nalezy a diagnosticky pfinos:

o Predominance typu svalovych vlaken - u kongenitalnich
myopatii

o Selektivni atrofie vldken 1. typu - Casto zaroven s pocetni
predominanci u kongenitalnich myopatii, napf. CFTD
(kongenialni disproporce typl vladken), ty¢inkovd myopatie atd.; myotonicka
dystrofie; Werdnig-Hoffmannova choroba

o Selektivni atrofie vldken 2. typu - steroidni myopatie a Cushinglv syndrom, kachexie,
proteinova malnutrice, 1éze horniho motoneuronu, myasthenia gravis
Seskupovani typu svalovych vlaken a skupinova atrofie — neurogenni zmény
Fokalni defekty v barveni, snizeni obsahu nebo chybéni myozinu (ATPaza je soucasti
myozinové molekuly) - "core - myopathies", myopatie se ztratou myosinu

2. Oxidativni enzymy (dehydrogenazy - NADH-TR, SDH), cytochrom c oxidaza (COX)

Nikotinamid adenin dinukleotid-tetrazolium reduktdza (NADH-TR) i sukcinat
dehydrogenaza (SDH) jsou enzymy lokalizované v mitochondriich a
jejich detekce tedy slouzi k posouzeni jejich mnoZstvi a distribuce.
V téchto reakcich se jako akceptor vodiku pouziva nitro-blue
tetrazolium, které dava po své redukci charakteristickou Sedo-modrou
barvu. SDH je pfitomna jen v mitochondriich, zatimco NADH-TR je
obsazena také v cytozolu, resp. v sarkoplazmatickém retikulu. Pomoci
reakce na NADH-TR ozfejmime tedy nejen mitochondrie, ale také
tubularni agregaty. Vsechny podjednotky SDH jsou kodovany
jadernymi geny a reakce na prikaz SDH tedy detekuje jak normalni,
tak abnormalni mitochondrie. U mitochondridlnich myopatii byvaji
mitochondrie zmnozeny, coz se projevi akumulaci SDH-reakéniho produktu. Pfi podezieni na
mitochondridlni myopatii se dale provadé&ji reakce na prikaz cytochrom-c-oxidazy (COX),
enzymu kodovaného mitochondrialni DNA. U mitochondridlnich poruch se casto projevi
deficitem - vznikaji COX negativni (deficientni) vldkna. Kombinace nalezu zmnozené reakce
SDH a pfitomnost COX negativnich vliaken je tedy nejcastéjsim ukazatelem mitochondrialni
poruchy. Izolované zmnoZeni SDH reakce subsarkolemdlné vsak muZe sekundarné
doprovazet daldi destruktivni myopatie, narlst je také zfetelny s rostoucim vékem.
Definitivni potvrzeni mitochondridlni myopatie tak nalezi laboratofi specializované na
diagnostiku mitochondridlnich poruch. Vzhledem k rozdilnému obsahu mitochondrii ve
vldknech 1. a 2. typu mohou tyto reakce také doplnit predstavu o distribuci jednotlivych
typu svalovych vlaken.

Zakladni nalezy a diagnosticky pfinos:

o zvy$end subsarkolemalni akumulace oxidativnich enzym{ (hlavné SDH) - suspektni
mitochondridlni porucha

0o COX - negativni vlakna - mitochondrialni myopatie

o tercovitd vldkna (,target fibers"): viakna s centralnim defektem, kde chybi NADH-TR,
SDH i ATPazova aktivita. Kolem defektu byva zdéna vyssi reakce, proto vlakna



terCovitd. Pokud tato zdéna chybi, jednd se o tzv. ,targetoid fibers® - znamka
reinervace

o ,central cores", , multicores" a ,minicores® - podobny defekt, vétsinou selektivné ve
vldknech 1. typu - zakladni kdmeny diagndzy pFislusnych kongenitalnich myopatii

o ,moth-eaten fibres": mnozstvi drobnych defektl v prikazu oxidativnich enzymi - u
facioskapulohumeralni  dystrofie, pletencovych  myodystrofii, okulofaryngealni
dystrofie, dermatomyozitidy atd.

o tada daldich nespecifickych obrazl je nad rémec tohoto sdéleni.

3. Lysozomadalni hydrolazy (kyseld fosfatdza - ACP,
nespecificka esterdza — NSE). NV : o

ACP: v normalnich svalovych vlaknech casto nalezneme
drobné pozitivity odrazejici akumulaci lipofuscinu. P¥i
starnuti nebo denervaci se mnozstvi lipofuscinu i reakce
ACP zvySuje, stdle je vSak lokalizovdna subsarkolemalné
v blizkosti jadra. Difuzni intenzivni reakce jak na periferii | 4
tak v centru vldakna byva znakem lysozomalniho stfadavého | '~ N
onemocnéni, avitamindézy E nebo doprovazi myotonickou
dystrofii. Lysozomy jsou pfirozené prominentni i
ve fagocytujicich makrofazich.

NSE: reakce byva silna v oblasti neuromuskularni junkce
(pro vysoky obsah cholinesterdzy). Také milze znazornit
lysozomy, ma vSak snizenou specifitu nez ACP. h

4. Periodic acid - Schiff (PAS) reakce, glykogen-fosforylaza a fosfofruktokinaza

Metodou PAS lIze prokazat glykogen, stejné jako glykolipidy a glykoproteiny. Znazorni se
tak také bazalni laminy. Specifitu reakce pro glykogen lze zhodnotit kontrolni reakci s
vymizenim PAS pozitivity po natraveni diastdzou.Vymizeni nebo oslabeni aktivit urcitych
glykolytickych enzymU ve svalové tkani je specifické pro ptisluéna stfadava onemocnéni.

Zakladni nalezy a diagnosticky pfinos:

vyrazné zmnozeni glykogenu u stfadavych chorob (glykogendz)
zmnozeni glykogenu byva téZ v ragged red fibers

ztrata glykogenu z vldkna po denervaci

mirné snizeni aktivity glykogen-fosforyldzy - glykogendzy typu II a III
chybéni aktivity glykogen-fosforylazy - glykogendza typu V

deficit aktivity fosfofruktokinazy - glykogendza typu VII

O O o o o o

7.3. Imunohistochemie, imunofluorescence
Zjednoduseny princip metody:

Imunohistochemie umoznuje vizualni detekci a lokalizaci antigenu ve tkani pomoci vazby
se specifickou protilatkou. Po pripravé tkafového Fezu s tepelnou revitalizaci antigen( se
tkan inkubuje s primarni protilatkou (dnes vétSinou monoklonalni). Na tu se po inkubaci
navazuje detekCni systém tvoreny sekundarnimi a terciarnimi protilatkami, které funguji
jednak jako urcity zesilovac, jednak je na nich navazana latka (vétSinou enzym), ktera po
nasledné reakci s dodanym chromogenem vyvold barevnou reakci. Nejcastéji se pouziva
peroxidazova metoda - na protildtku je navazana peroxidaza, ktera v reakci s 3,3°-



diaminobenzidinem (DAB) vyvola ve tkani hnédé zbarveni pfislusSného mista. Po dobarveni
hematoxylinem Ize tedy ve tkani lokalizovat pfitomnost zkoumaného antigenu.

Imunofluorescence — podobna metodika, detekcni protilatky (nékdy rovnou primarni
protilatky) jsou vSak znaceny fluorescencné (nejcastéji Cy3 nebo fluorescein, FITC).
Vyhodou této metody je zvySena senzitivita a omezeni rusSivého efektu okolni tkané.
Nevyhodou je nestalost preparatu a nutnd dostupnost kvalitniho fluorescencéniho
mikroskopu. PFi hodnoceni svalovych biopsii nejCastéji pristupujeme
k imunofluorescen¢nimu vysetfeni az pfi nejednoznacném nalezu imunohistochemickém.

K imunohistochemickému vysSetfeni pfistupujeme k nému az na =zakladé nalezu
v zakladnich barvenich a histochemickych reakcich, pfirozené také podle klinické diagndzy.
Jsou tfi zakladni vyuziti imunohistochemie v diagnostické myopatologii:

1. detekce proteinl v rdmci diagnostiky myodystrofif

2. detekce antigenl, které nejsou ve tkani za normalnich okolnosti ptitomny -
imunologické mechanismy a zanétlivé bunky

3. detekce strukturadlnich svalovych proteini - sledovani zmén v kvantité nebo v
distribuci.

7.3.1. Diagnostika myodystrofii

Detekujeme proteiny asociované s jednotlivymi svalovymi dystrofiemi. Nejcastéji
pozorujeme absenci prisludnych proteind, je-li protein ve tkani pfitomen, sledujeme oslabeni
reakce nebo loziskové vypadky v jeho imunoexpresi. U vSech téchto analyz je tfeba peclivé
provadét pozitivni i negativni kontroly
a vysledky korelovat.

Spektrum komercne dostupnych Extracoluldmi matix o
O

protilatek se neustdle rozSifuje a - Hiystioghkany
nelze je vSechny v ramci této staté RN

postihnout, doporucuji proto sledovat
nabidky pfislusnych firem. Zde se 4
omezime na protilatky vétSinou
pouzivané v nasi laboratofi
s racionalnim diagnostickym
vyznamem. Tento vycet bude jisté
v budoucnosti podle potfeby upraven.

Laminin 2 (merosin)*

Dysferlin*

e
.....
e
-

Calpain3’ ., o0 L 4
[ ——= myosin®

Z-linie ;:;:. in  telethonin i 2Z-linie

a. Protildtky proti proteinGm dystrofin-glykoproteinového komplexu; u pfislusného
proteinu je uvedeno onemocnéni, které je patogeneticky spojeno s jeho deficitem:

dystrofin
+ tycinkova doména dystrofinu (DYS1, aminokyseliny 1181-1388) - DMD/BMD
+ C-terminalni doména dystrofinu (DYS2, aminokyseliny 11255-11296) - DMD/BMD
+ N-terminalni doména dystrofinu (DYS3, aminokyseliny 308-351) - DMD/BMD
dysferlin - LGMD 2B
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a - sarkoglykan (adhalin) - LGMD 2D w as ~o 4
B - sarkoglykan - LGMD 2E r

y - sarkoglykan - LGMD 2C

o - sarkoglykan - LGMD2F

o - dystroglykan - LGMD 21

B -dystroglykan - ?

caveolin-3 - LGMD 1C

b. Proteiny jaderné membrany

emerin - X-vazand forma Emeryho-Dreifussovy svalové E— -
dystrofie g \
1Y R j
c. Proteiny bazdlni membrany a extraceluldrni matrix gty ! -
. - . o s " “~ ok
merosin (a2-laminin) - merosin-negativni kongenitalni e 4 vtk
. . - E N v
svalova dystrofie 4 N i
y Y b "
d. Proteiny svalové membrany mimo dystrofinovou osu { L T ‘}. !
| e ‘
-

spektrin - chybi na nekrotickych vlaken, ale je pfitomen
na vldknech s deficientnim dystrofinem < — 4

utrophin-N, utrophin-C - za normalnich okolnosti jsou exprimovany jen v oblasti
neuromuskularni junkce, u dystrofinopatii dochazi k jejich upregulaci na
povrchu vldken

7.3.2. Detekce antigenl, které nejsou ve tkani za normalnich okolnosti ptitomny
a. Detekce imunologickych mechanismd{

« Gto¢ny komplex komplementu (MAC, C5b-9) - normalné neni pFitomen,
u dermatomyozitidy nalézame depozita MAC ve sténé kapilar a drobnych cév,
dokonce i v mistech bez pfitomnosti zanétlivého infiltratu

+ HLA antigeny I. tfidy — normalni svalové vldkno je negativni, u jednotlivych
zanétlivych myopatii dochazi k riznému stupni upregulace a povrch vldken se
stava pozitivnim. Za normalnich okolnosti je tento antigen exprimovan jen
endotelidlnimi burikami, lymfocyty, ale také na povrchu regenerujiciho vliakna.

b. Zékladni imunofenotypizace zanétlivého infiltrdtu — hraje dllezitou Glohu v rozliovani
jednotlivych zanétlivych myopatii

+ LCA (CD45RB) - leucocyte common antigen — exprimovan na povrchu lymfoidnich
bunék

e L26 (CD20) - B- lymfocyty
e CD3 - T-lymfocyty

e CD4 - T-lymfocyty (CD4+)
« CDS8 - T-lymfocyty (CD8+)
+ CD68 (PGM1) - makrofagy
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7.3.3. Detekce strukturalnich (sarkomerickych) proteind

Tyto proteiny jsou ve tkani normdlné pritomny, ale u patologickych procesd muZe byt
zménéna jejich kvantita nebo distribuce.

* myoziny

« protilatky proti tézkému fetezci myozinu — podle specificity Ize rozlisit jednotlivé
podtypy svalovych vlaken (tzv. ,slow" a ,fast" myoziny)

« fetalni/embryonalni myozin — detekuje regenerujici svalova vlakna
« desmin - vyrazné zvysena reakce a zména distribuce u desminopatii
« laminin - selektivni znazornéni kapilar (pro potfebu kvantitativni analyzy)

« aktin

7.4. Immunobloting (Western blot)

Jednd se podobné jako v pfipadé imunohistochemie o prikaz antigenu (proteinu) ve
tkani, avSak nikoli s moznosti lokalizace antigenu ve tkanovém frezu, ale z tkanového
homogenizatu. VyuZivd se bud u takovych antigend (proteinl), které zatim neni
z technickych dlvodd moZno prokdzat ve tkdni imunohistochemicky (napf. calpain-3),
nebo v pfipadé potieby prokazat zmeénu délky prokazovaného proteinu nebo jeho porusenou
kvantitu (dystrofin u Beckerovy myodystrofie).

Zjednoduseny princip metody: K K 1 )
W p— *—-
Zmrazena svalova tkan se homogenizuje a — ey~ 94.kDa
provede se izolace proteinid. Ty jsou posléze
elektroforeticky rozdéleny na polyakrylamidovém a— 60 kDa
-__‘—

gelu a preblotovany na membranu. Membrana je

pak inkubovana s primarni protilatkou. Komplex

antigen-protilatka se poté vizualizuje fluorescencné

znacenym detekénim systémem expozici na film. Po

vyvolani filmu jsou patrny prouzky v pfislusnych

vzdalenostech odpovidajici velikosti  proteinl;

hodnoti se pomoci velikostniho markeru.

MZeme sledovat:

« pritomnost nebo Uplnou abscenci sledovaného proteinu
« zmény v délce proteinu

+ zmeénu v mnozstvi proteinu

7.5. Elektronova mikroskopie

Pfed zmraZzenim svalové tkané se témér pokazdé fixuje drobna dcast svalu
paraformaldehydem pro potfebu provedeni ultrastrukturalniho vysetfeni, které vsak neni
zahrnuto v rutinnim diagnostickém schématu.
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Po penetraci tkané paraformaldehydem je bloCek fixovan jesté
3% glutaraldehydem. Po fixaci je tkan rozdélena do zhruba 1
mm?> velikych blo&kl, fixovana tetraoxidem osmia a zalita do
pryskyfice. Na ultramikrotomu s diamantovymi noZi jsou nejdfive
krajeny tzv. polotenké fezy o sile asi 1 um, které jsou barveny
toluidinovou modrfi; ty se prohlizeji ve svételném mikroskopu.
Nékteré myopatologické Skoly pouzivaji tyto fezy jako zaklad
diagnostiky misto prehledného barveni hematoxylinem a
eozinem. V dalsi fazi se vyberou vhodné useky, které jsou
nakrajeny na ultratenké fezy. Ty se nasledné barvi uranyl-
acetdtem a citrdtem olovnatym, jsou pfeneseny na kovovou sitku
a mohou se prohlizet, v rozsahu velkych zvétSeni podle moznosti
elektronového mikroskopu.

Elektronova mikroskopie je nakladna, casové naroCna a vyZzaduje specidlni erudici
pracovnik( laboratofe. Daldi nevyhodou této metody je moznost zkoumat jen zcela
minimalni vzorek tkané. Rozvoj modernich technologii zpracovani tkané, zejména
imunohistochemie, postupné omezil vyznam elektronové mikroskopie a urcil jeji
diagnosticky pfinos jen na omezenou skupinu onemocné&ni. V myopatologii z(stavaji tyto
racionalni indikace k jejimu pouZiti:

« identifikace inkluzi pozorovanych na Urovni svételné mikroskopie (inclusion body
myositis, tyCinkova myopatie a pfipadné dalsi kongenitalni myopatie), viz
obrazova pfiloha, obr. 14-15

+ identifikace stfadaného materialu a urceni jeho intracelularni lokalizace

« ve spornych ptipadech pti podezieni na dermatomyozitidu mGze ultrastrukturaini
vysSetfeni identifikovat tubuloretikularni inkluze v endoteliadlnich burikach

+ elektronové mikroskopie mize hrat ddlezitou roli pfi diagnostice akutni steroidni
myopatie (ztrata tlustych filament) a mdZe podpofit diagnédzu mitochondridlni
myopatie (zmnozeni mitochondrii, zmény v jejich tvaru, intramitochondridlni
inkluze).
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9. Kontakty

Adresa: Ustav patologie a molekuladrni patologie UK 2. LF a FN Motol
Laboratof neuropatologie a svalovych biopsii
V Uvalu 84, 150 06 Praha 5
Lokalizace: Fakultni nemocnice v Motole, modra budova (dospéla Cast), uzel A, 2. patro

PFijem materialu: Po - Pa: 7,30 - 15 hodin; modra budova FN Motol (dospéla ¢ast), uzel
A, 2. patro, tel. 224 435 615. Nejlépe po domluvé s p. Cibulou (tel. 224 435
636) nebo s doc. Zamecnikem (tel. 224 435 635).

Doc. MUDr. Josef Zamecnik, Ph.D. tel. 224 435 635  josef.zamecnik@Ifmotol.cuni.cz
Adrian Cibula, vedouci laborant tel. 224 435 636 C.Adrian@seznam.cz

Svalové biopsie provadi spolupracujici chirurgicka pracovisté FNM:

« Dospéli pacienti v ramci jednodenni chirurgie - MUDr. P. Libansky, III. chirurgicka
klinika UK 1. LF a FN Motol, kontakt pro domluveni terminu biopsie:
libanskyp@seznam.cz.

Dalsi moznost: prim. MUDr. J. Adamek, I. chirurgickd klinika UK 2. LF a FN v
Motole

« Détsti pacienti - Klinika détské chirurgie UK 2.LF a FN Motol, vétsinou MUDr. J.
Trnkova

- Pokud je primarni podezfeni na mitochondrialni onemocnéni je s vyhodou nejdfive
zkontaktovat Laboratof pro studium metabolickych poruch UK. 1. LF a VFN
(MUDr. L. Wenchich, tel. 224 967 749; wlaca@centrum.cz), kde |ze rovnéz zajistit
odbér svalové tkané, ktera bude frakcionované zpracovana v nasi i jejich
laboratofi. Néktera vysetfeni na mitochondridlni poruchy totiz vyZaduji Cerstvou
tkan. Pripadné lze domluvit Ucast pracovnika mitochondridlni laboratofe pfi
odbéru jinde.

Pouze pokud neni mozné provést odbér tkané ve FN Motol, I1ze domluvit i
odbér na jiném misté. Nutno vsak dopravit do FN Motol do dvou hodin od
odbéru.

V Praze 25.2.2007 Doc. MUDr. Josef Zamecnik, Ph.D.
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