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V dobé novych moznosti molekuldrné genetického vysetfovani uz neni svalova biopsie u vétsiny myopatii diagnostickou metodou
prvni volby. Pfi podezieni na vrozenou myopatii je indikovana pouze tehdy, pokud je ndlez z molekularné biologickych vysetreni
nekonkluzivni nebo pokud nekoreluje s klinickym fenotypem onemocnéni. Naopak svalové biopsie je indikovand ve véech pfipa-
dech podezieni na autoimunitni procesy — myozitidy ¢i imunitné zprostfedkované nekrotizujici myopatie, pfipadné vaskulitidy.
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The role of biopsy in the diagnosis of neuromuscular disorders in the molecular biological era

Nowadays, in times of new possibilities of molecular genetic testing, muscle biopsy is no longer the diagnostic method of choice
in most myopathies. In hereditary myopathies, a biopsy is indicated only if the findings from molecular biological analysis is
non-conclusive or does not correlate with the clinical phenotype of the disease. On the contrary, muscle biopsy is indicated in all

cases of autoimmune processes — myositis, immune-mediated necrotizing myopathies, or vasculitis.
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Biopsie svalu

Indikace svalové biopsie
v moderni dobé

U vétsiny myopatii, zejména v détském
véku, uz dnes neni invazivni diagnostika sva-
lovou biopsii metodou prvni volby, pfesto
ma v diagnostice myopatii stale své pevné
misto (Nilipour, 2019). Pfi klinickém podezie-
ni na vrozenou myopatii (svalové dystrofie,
myotonické dystrofie, kongenitalni myopatie,
kanalopatie a vrozené metabolické myopatie)
je dnes potteba nejdfive provést méné inva-
zivni vysetfeni — molekuldrné genetické (dnes
nejcastéji s vyuzitim platformy NGS - sekve-
novani nové generace) ¢i test suché krevni
kapky na vylou¢eni Pompeho nemoci. Svalova
biopsie je u téchto pfipadl indikovana pou-
ze tehdy, pokud neni nalez v molekularné
biologickych vysetfenich konkluzivni nebo
kdyz nekoreluje s klinickym fenotypem one-

mocnéni (Yang et al., 2019). Indikaci pro pro-
vedeni svalové biopsie také neni podezienina
endokrinni myopatie. Naopak, svalova biopsie
je indikovana ve viech pfipadech podezieni
na autoimunitni procesy — myozitidy ¢&i imu-
nitné zprostredkované nekrotizujici myopatie,
pfipadné vaskulitidy, a také postizeni svalu
amyloid6zou. Divodem ke svalové biopsii je
obcas také klinicka potreba rozlisit primarni
myopatie od neurogenni svalové poruchy.
Ackoli je jejich typicka klinickd prezentace
rozdilng, v praxi se jejich symptomy i nalezy
dalsich vysetifeni mohou prekryvat. Obcas
muze dojit také k soubéhu myopatie s neu-
rogennim postizenim svalu.

Co by nemélo chybét na Zzadance?

Myopatologie je v rdmci celé diagnos-
tické histopatologie oborem s mimoradné
nizkym procentem jednoznaénych diagnéz
s nezaménitelnymi patognomickymi znaky.

Naopak nejcastéji je nutno poskladat infor-
mace poskytnuté jednotlivymi histopato-
logickymi vysetfovacimi metodami do mo-
zaiky, ktera dava smysl, ladi s poskytnutymi
klinickymi informacemi a vede k diagndze.
Nedostatek klinickych informaci vede k je-
dinému vysledku, kterym je pouhy popis
histopatologického obrazu, mozaika diagnoé-
zy z(stava neslozena a efekt takové biopsie
pro pacienta je sporny. Vzdy je tieba, aby
mohl patolog interpretaci svalové biopsie
zodpovédét diagnosticky dotaz klinika, for-
mulovany v zadosti o vysetfeni.

Na Zzadance ke svalové biopsii by kromé
béznych nacionalii v zddném pfipadé nemély
chybét tyto udaje:

B strucny nastin klinického priibéhu a symp-
tomatologie svalovych obtizi,

®m  dalsidulezitd onemocnéni (hlavné zndmé
systémové choroby, endokrinopatie, ma-
lignity, i podezieni na né),
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® dlouhodoba terapie (zejména imuno-
supresiva, hormony, hypolipidemika atd.),

®m vysledky informativnich laboratornich
vysetfeni a jejich dynamika — zejména
kreatinkindza, myoglobin, pfipadné AST,
ALT, laktat,

B ndlez z elektrofyziologickych vysetieni
(EMG),

®  klinickd diagnosticka rozvaha (a formulace
diagnostické otazky pro patologa),
misto odbéru svalové tkané,
kontakt (telefon, e-mail) na osetfujiciho
nebo indikujiciho lIékafe (neurologa), zej-
ména pokud pfichazi zadanka z chirurgic-
ké ambulance.

Obecné doporucujeme prilozit ke stan-
dardni zadance o histologické vysetteni kopii
klinické zpravy — neni pak potieba viechny
informace do zddanky prepisovat. Dulezity
je kontakt na osetfujiciho lékare.

Vybér vhodného svalu pro biopsii

Vybér svalové oblasti k biopsii je v rukou
indikujiciho 1ékare a Zadouci misto odbéru je
primérné determinovano klinickym obrazem
onemocnéni. Vytézné informace vétsinou
poskytne vysetifeni symptomatického, ale
jen sttedné nebo mirné postizeného svalu
(Nix et Moore, 2020). Svalova biopsie byva vét-
Sinou odebirdna z jednoho z nasledujicich kon-
Cetinovych svald: m. quadriceps femoris (vastus
lateralis nebo rectus femoris), m. biceps brachii,
m. deltoideus, m. gastrocnemius nebo m. tibia-
lis anterior (Mikell et al., 2013). Ostatni svaly se
bioptuji vesmés ze specialnich ¢i vyzkumnych
davodu. Pii vybéru nejpostizenéjsich mist maze
byt obraz zmén tak pokrocily, ze ubytek svalo-
vych vldken a jejich ndhrada fibroadipdzni tkani
(tzv. ,end-stage muscle”) zcela prekryje i rezi-
dudlni zndmky onemocnéni, které k takovému
stavu vedlo. Nékdy Ize v takovych pfipadech
jen z pfitomnosti svalovych vietének usuzovat
na to, ze se puvodné jednalo o svalovou tkan.
V dnesni dobé je zakladnim vysetfenim pro
vybér svalu pro biopsii magnetickd rezonance
svalu. Ta u zénétlivych myopatii ukazuje rozsah
adistribuci zdnétu, u nezanétlivych onemocné-
niznazorni distribuci a stupen postizeni a navic
koreluje s fenotypem a pokrocilosti choroby.
Nevhodnym mistem odbéru svalové biopsie
je oblast predeslého EMG vysetteni.
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Zpracovani svalové biopsie
po odbéru

Je-li svalova biopsie provadéna v blizkosti
myopatologické laboratore, vyjmuty vzorek
svalu Setrné ulozime do Petriho misky na mul
navlhceny fyziologickym roztokem a okamzité
jej transportujeme do bioptické laboratore.
VIhké prostiedi by mélo zabranit vysychani
tkané. Sval by vSak nemél plavat ve fyziolo-
gickém roztoku — tak dojde ve tkani pomérné
rychle ke tvorbé artefaktd. V zadném pfipadé
by nemél byt vzorek vlozen do formolu! Takto
fixovany a posléze do parafinu zality sval je
pro standardni myopatologické vysetieni po
kratké chvili zcela znehodnocen - velmirychle
dochazi ke kontrak¢nim artefaktlim, k extrakci
lipidd, vyplaveni glykogenu a hlavné k inakti-
vaci svalovych enzym0. Naopak svalova tkan
ma po urcitou dobu (az nékolik hodin) po excizi
zachovanou enzymatickou aktivitu, kterd se da
prokazovat enzymovou histochemii ve zmra-
zenych fezech. Takovou tkan Ize také podro-
bit analyzam ve specializovanych laboratofich
zkoumajicich metabolické ¢i mitochondridini
poruchy. Formol v neposledni fadé zni¢i di-
lezité epitopy svalovych protein(, které pro-
kazujeme imunohistochemicky; protilatky
pouzivané v myopatologii totiz zatim témér
vylu¢né vyzaduji nefixovanou mrazenou tkan.

Je-li odbér provadén mimo pfimy dosah
myopatologického centra a svalovou tkan
neni mozné na misté odbéru piislusnym zpu-
sobem zmrazit (viz nize), je vhodné svalovy
blo¢ek Setrné umistit do uzaviené zkumavky
s vlozenym navlh¢enym tampdnem, potom
umistit do termosky se smési vody a ledu
a ihned transportovat. Doba od odbéru po
definitivni zpracovani by i pfi tomto opatieni
neméla presahnout dvé az tfi hodiny. Pak jiz
ve tkdni pocinaji autolytické zmény.

V bioptické laboratofi je svalova tkan
ihned zpracovana, vétsinou frakcionované
(Nix et Moore, 2020). Ve vétsiné pripadu je
drobny svazecek z blo¢ku oddélen ziletkou
a fixovan v paraformaldehydu pro potrebu
elektronmikroskopického vysetieni. Vétsina
odebrané tkané se mrazi v mrazicim mediu,
které poskytne dostatecny teplotni spad,
ale zaroven nevyvold ve svalu mrazové ar-
tefakty. Pfi prostém zmrazeni svalu v teku-
tém dusiku, ktery ma velmi nizkou teplotu,
by doslo ke tvorbé krystal(, které zdestruuji
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svalovou tkan. V myopatologické laboratofi
proto pouzivdme tekuty izopentan, ktery je
umistén v nddobce ponorené v tekutém dusi-
ku. Dosdhneme tak mirnéjsi, ale dostate¢nou
teplotu pro zmrazeni a ke tvorbé mrazovych
artefaktl nedochazi. S Uspéchem lze také po-
uzivat smés zkapalnéného propanu a butanu.

Ze zmrazenych bloc¢kd se v kryostatu kraji
8-10um silné fezy pro enzymoveé histoche-
mické reakce a 4-6 um silné fezy pro potie-
by imunohistochemie. Celkem se na vzorku
svalové biopsie provadi vice nez 20 analyz.
Zmrazeny blocek je po ukoncenilaboratornich
vysetreni dlouhodobé uchovévan v hlubo-
komrazicim boxu (-80°C) pro pfipadné dalsi
vysetfeni v budoucnosti.

Moznosti laboratorniho

vysetreni svalové biopsie

v neuropatologické laboratofi

B Standardni histologické vysetieni
(hematoxylin-eozin, PAS, Sudan black,
GOmoriho trichrom).

B Enzymovd histochemie — tyto reakce
poskytuji odpovédi na mnohé otazky —
znazorni distribuci a zmény jednotlivych
typUl svalovych vldken, pfitomnost oxida-
tivnich enzyma (mitochondrii), lysozomd,
glykogenu, glykolytickych enzym(, lipida
atd. Standardné se ve svalové biopsii vy-
Setiuji tyto enzymy — myofibrilarni ATPaza,
NADH-tetrazolium reduktaza, sukcinat
dehydrogendza, cytochrom c oxidaza,
nespecificka esteraza, kysela fosfataza
a myofosforylazy (Zdmecnik, 2004).

®  Imunohistochemie a imunofluorescence
umoznuji vizualni detekci a lokalizaci antige-
nu (proteinu) ve tkani pomocivazby se spe-
cifickou protilatkou. Standardné se ve svalo-
vé biopsii vysetiuji tyto proteiny — dystrofin
(domény DYS 1-3), dysferlin, sarkoglykany
(a, B, v, 8), dystroglykany (a, ), emerin, me-
rosin (laminin a2), caveolin, spectrin, utro-
phin N a C (Vogel et Zdmecnik, 2005).

B Westernbloting (imunoblot) - jednd se
podobné jako v pfipadé imunohisto-
chemie o prikaz antigenu (proteinu) ve
tkéni, avsak nikoli s moznosti lokalizace
antigenu ve tkanovém fezu, ale z tka-
nového homogenizatu. Vyuziva se bud’
u takovych antigent (protein(), které za-
tim neni z technickych ddvodd mozno



) HLAVNI TEMA

ROLE BIOPSIE V DIAGNOSTICE NEUROMUSKULARNICH ONEMOCNENTV MOLEKULARNE BIOLOGICKE ERE

prokazat ve tkdni imunohistochemicky
(napt. calpain-3), nebo v pfipadé potieby
prokdzat zménu délky prokazovaného
proteinu nebo jeho porusenou kvantitu
(dystrofin u Beckerovy svalové dystrofie).
m  Elektronovd mikroskopie - polotenké fe-
zy a ultrastrukturalni analyza. Elektronova
mikroskopie je nakladna, ¢asové narocna
a vyzaduje specialni erudici pracovnika
laboratore. Dalsi nevyhodou této metody
je moznost zkoumat jen zcela minimalni
vzorek tkdné. Rozvoj modernich techno-
logii zpracovani tkané, zejména imuno-
histochemie, postupné omezil vyznam
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(zmnozeni mitochondrii, zmény v jejich
tvaru, intramitochondrialni inkluze).

Biopsie periferniho nervu

Pokroky v neurofyziologii a neurogenetice
vedly v poslednich desetiletich k vyznamné-
mu poklesu potieby invazivniho vysetfovéni
u drtivé vétsiny pacient s perifernimi neuro-
patiemi. Pfesto i dnes obcas existuje klinicka
potreba histopatologického vysetieni peri-
ferniho nervu (vétsinou n. suralis) — zejména
jsou to vaskulitidy perifernich nervd, ale také
neuropatie spojené s depozici patologickych
latek, zejména v rdmci amyloido6zy.
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