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Streszczenie

Biopsja mies$nia szkieletowego wykonywana w celach dia-
gnostycznych w chorobach nerwowo-mig$niowych umozliwia
oceng rodzaju procesu chorobowego (pierwotnie mig§niowy
czy neurogenny), dostarcza informacji o przebiegu (ostry czy
przewlekly) oraz stopniu zaawansowania choroby. W wielu
przypadkach zastosowanie dodatkowych technik histoche-
micznych i immunohistochemicznych pozwala na jedno-
znaczne rozpoznanie takich schorzen, jak niektére dystrofie
mie$niowe, glikogenozy, miopatie zapalne oraz miopatie
wrodzone. Ocena wycinka mig¢§niowego w mikroskopie
elektronowym umozliwia pewne rozpoznanie dystrofii oczno-
-gardlowej, miopatii mitochondrialnej i wtretowego zapale-
nia migsni.

W niniejszym artykule oméwiono objawy kliniczne sugerujace
konieczno$¢ pobrania wycinka, technike wykonywania biop-
sji, zasady wyboru mig$nia do badania, a takze praktyczne
wskazowki dotyczace przesylania pobranego wycinka i przy-
gotowania preparatéw do oceny w mikroskopie. Przedsta-
wiono ponadto podstawowe zasady dotyczace interpretacji
wyniku biopsji mig$nia oraz przydatno§é kliniczng biopsji
miesnia w dobie zaawansowanej diagnostyki molekularnej.

Stowa kluczowe: biopsja migénia, metody diagnostyczne, zmia-

ny patologiczne w migéniu, miopatia, dystrofia mi¢$niowa.

Absiract

Muscle biopsy is required to provide a definitive diagnosis
in many neuromuscular disorders. Biopsy findings may indi-
cate whether the pathological process is of neurogenic or myo-
pathic origin. The muscle biopsy may give important infor-
mation on the course of the disease (acute or chronic) and on
the disease stage and progression. The interpretation of mus-
cle biopsy, including histochemical and ultrastructural analy-
sis, is a key factor in the diagnosis of muscular dystrophies,
glycogenoses, inflammatory myopathies and congenital
myopathies. An assessment of muscle biopsy on electron
microscopy enables a definite diagnosis of oculopharyngeal
muscular dystrophy, mitochondrial myopathy or inclusion
body myositis.

This paper presents an overview of general indications for
muscle biopsy, biopsy procedures, as well as transportation
and preparation of muscle tissue for final microscopic analy-
sis. The interpretation of specific microscopic findings and
a brief discussion on the clinical usefulness of muscle biopsy
in the era of molecular diagnosis are also presented.
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Wprowadzenie

Biopsja mig$nia szkieletowego to jedna z wazniejszych
metod diagnostycznych w chorobach nerwowo-mig$nio-
wych. Umozliwia ocene rodzaju procesu chorobowego
(pierwotnie mie$niowy czy neurogenny), dostarcza infor-
macji o przebiegu (ostry czy przewlekly) oraz stopniu
zaawansowania choroby [1]. Poréwnanie wynikéw
badan elektrofizjologicznych i histopatologicznych
pozwala w wigkszosci przypadkdw na ustalenie rozpo-
znania, a zastosowanie dodatkowych technik — histo-
chemicznych i immunohistochemicznych — na blizsze
scharakteryzowanie wielu schorzen, takich jak niektére
dystrofie, glikogenozy, miopatie wrodzone czy zapalne.
Ocena wycinka mig$niowego w mikroskopie elektrono-
wym umozliwia pewne rozpoznanie dystrofii oczno-
-gardtowej, miopatii mitochondrialnej czy wtretowego
zapalenia mie$ni. Waznym elementem jest ustalenie
wskazan do biopsji 1 wybdr migénia, a takze poinfor-
mowanie laboratorium o wstepnym rozpoznaniu, co
umozliwi uzycie odpowiednich technik barwienia. Biop-
sja miesnia powinna by¢ wykonywana w specjalistycz-
nych o$rodkach majacych mozliwo$¢ zastosowania
réznorodnych technik diagnostycznych oraz majacych
doswiadczenie w ocenie tkanki migénia szkieletowego.

Wskazania do wykonania biopsiji
migs$nia

Do wskazan tych nalezg:

1. Ostabienie mig$ni — biopsja migsnia jest szczegdlnie
przydatna w diagnostyce przewleklego ostabienia
i zaniku gléwnie mig$ni ksobnych (podejrzenie mio-
patii lub dystrofii) oraz w przypadkach opadania
mieé$ni powiek 1 ostabienia mig$ni gatkoruchowych
(sugeruje to miopati¢ mitochondrialng).

2. Nietolerancja wysitku — nawet niewielki powtarzalny
wysitek w warunkach pracy beztlenowej mig$nia pro-
wadzi do zmeczenia u chorych z glikogenozg, ktérej
podejrzenie stanowi wskazanie do wykonania biopsji.
Stwierdzenie tego objawu wymaga przede wszystkim
wykluczenia miastenii.

3. B4l migéni — w czasie spoczynku jest charaktery-
styczny dla miopatii zapalnych. Bl mie$ni, ktory
pojawia sie w czasie i po wysitku, oznacza niedobdr
energii w komdrce mig§niowej, co nasuwa podejrze-
nie miopatii metabolicznej (np. glikogenozy).

4. Mioglobinuria — $wiadczy o gwattownym uszkodze-
niu wlékna mies$niowego, czyli rabdomiolizie. Prze-
biega zwykle z bélami i ostabieniem migéni, moze by¢
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pierwszym objawem wielu choréb, m.in. niedoboru
miofosforylazy (choroby McArdle’a), niedoboru fos-
fofruktokinazy (choroby Taruiego) czy hipertermii
zlosliwej. Biopsje wykonuje sie po ustgpieniu ostrych
objawdw.

5. Zwigkszona aktywno$¢ kinazy kreatynowej (creatine
kinase — CK) — zalezy od nasilenia zmian martwiczych
w migéniu. Najwigkszg aktywnos¢ CK obserwuje sie
w chorobach z ostrym uszkodzeniem widkien
mie$niowych, w miopatiach zapalnych i polekowych,
w dystrofinopatiach 1 w miopatiach metabolicznych.
Wskazaniem do wykonania biopsji migénia jest sytu-
acja, w ktérej na podstawie wywiadu rodzinnego
i objawéw choroby nie mozna ustali¢ prawdopodob-
nej przyczyny zwigkszenia aktywnosci CK.

Technika wykonywania biopsiji
migsnia

Migsien wybrany do biopsji powinien wykazywac
kliniczne objawy choroby. Nalezy jednak unikaé mie$ni,
ktére ulegly znaczemu zanikowi, poniewaz mozna tra-
fi¢ na fragment przerosniety tkankg taczng, co unie-
mozliwi ustalenie rozpoznania. Z kolei wycinek pobra-
ny z mig$nia niewykazujacego ostabienia moze nie
uwidoczni¢ zmian patologicznych. W przypadku pro-
cesu przewleklego wybiera si¢ miesien ze S$rednio
zaawansowanym uszkodzeniem, a w przypadku proce-
su ostrego — miesien z uszkodzeniem cigzkim lub
$rednio zaawansowanym. Bada si¢ proksymalny migsien
koniczyn gérnych lub dolnych, najczesciej migsien
dwuglowy ramienia, miesien naramienny lub glowe
boczng miesnia czworoglowego uda. W przypadku
zajecia przez proces chorobowy mig$ni dystalnych, bada-
niu mozna poddad miesien brzuchaty tydki, piszczelo-
wy przedni lub strzatkowy krétki. Analiza takiej biop-
sji moze by¢ jednak trudna z powodu braku
opracowanych norm sktadu procentowego widkien
i $rednicy dla tych grup mieéni i dlatego nie jest pole-
cana w diagnostyce miopatii. Migsien, z ktdrego pobie-
ra si¢ wycinek, nie powinien by¢ wczesniej poddany
badaniu EMG, powinien tez by¢ omijany przy wyko-
nywaniu wstrzyknie¢ domie$niowych.

Przy pobieraniu biopsji stosuje si¢ znieczulenie miej-
scowe l-procentowym roztworem lidokainy. Aby
uniknad artefaktdw, nie nalezy bezposrednio nastrzyki-
wac wybranego miejsca $rodkiem znieczulajgcym oraz
pamietaé o mozliwo$ci zmiazdzenia mig$nia poprzez
manipulowanie peseta. Gwarancje pobrania odpowied-
niej tkanki do badania daje wykonanie biopsji przez
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chirurga lub neurologa dobrze znajgcego anatomie

uktadu mie$niowego. Istniejg dwa sposoby pobierania

wycinka mig§niowego — biopsja otwarta i biopsja iglowa.

W wigkszosci osrodkéw stosuje sie metode otwartg.

Przemawia za tym zdecydowanie wigksza czulos¢ tej

metody w wykrywaniu drobnych zmian wieloognisko-

wych oraz fakt, ze mozna ja wykonac u wszystkich
pacjentéw, bez wzgledu na wiek. Niesie ze sobg nie-
wielkie ryzyko powaznych powiktan, a szycie powiezi
szwem rozpuszczalnym nie zawsze bywa konieczne.

Zwykle po réwnolegtym do przebiegu widkien nacieciu

powigzi brzegi schodza si¢ samoistnie. Zalecane jest

zdjecie szwow skornych w 7.—8. dobie. Rana goi si¢ zwy-
kle dobrze i pozostawia jedynie prawie niewidoczna, jed-

nocentymetrows blizne [1].

Wycinek mig$niowy nalezy jak najszybciej prze-
transportowa¢ do specjalistycznego laboratorium histo-
patologicznego. Nie powinno umieszczad si¢ pobrane-
go wycinka w soli fizjologicznej ani w innych plynach.
"Tuz po pobraniu nalezy wlozy¢ tkanke do zamknictego
suchego pojemnika i umiesci¢ w termosie z lodem. Nie
wolno umieszczaé pobranej tkanki w suchym lodzie,
poniewaz stwarza to mozliwo§¢ zamrozenia wycinka
i w konsekwencji powstania artefaktéw.

W celu oceny morfologicznej wykorzystuje sie meto-
dy histologiczne, histochemiczne, immunohistoche-
miczne 1 ultrastrukturalne [2,3]. Wycinek mie$nia przy-
gotowywany jest do obejrzenia w mikroskopie $wietlnym
i elektronowym. Pobrany wycinek dzieli si¢ na cztery
cze$cl — jedng z nich zamraza sie w temperaturze —160°,
pozostale zastajg odpowiednio utrwalone lub zamrozone
w celu dalszego przechowywania. Do oceny biopsiji
w mikroskopie §wietlnym zamrozone skrawki barwi sie
przy uzyciu nastepujacych metod rutynowych:

1) hematoksylina i eozyna (HE),

2) trichrom Gomoriego,

3) barwienie na aktywno$¢ enzyméw utleniajgcych:

* dehydrogenaza bursztynianowa (succinate defrydro-

genase — SDH),

* dehydrogenaza zredukowanego dinukleotydu piry-
dynowego (nicotinamide adenine dinucleotide defry-
drogenase — NADH),

* dehydrogenaza mleczanowa (lactate dehydrogenase
- LDH),

4) metoda na aktywno$¢ ATPaz — ATPazy miozynowe;
w pH 9,4 oraz po preinkubacji ATPazy kwasnej
(pH 4,35 i pH 4,3).

Rutynowe badania histochemiczne umozliwiaja roz-
réznienie wtdkien oksydacyjnych (typ I) i glikolitycz-
nych (typ II), zmiany o charakterze central core oraz
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cechy neurogenne (grupowanie witékien jednego typu

i zanik grupowy). Za pomoca dodatkowych metod

mozna wykazal obecno$é¢ thuszczu we widknach

migsniowych. W przypadku podejrzenia glikogenoz
wykonuje si¢ barwienia kwasnym odczynnikiem Schif-
fa (periodic acid-Schiff — PAS), barwienia z uzyciem PAS

1 diastazy, a takze barwienia na aktywnos¢ fosforylaz. Do

doktadnego wyjasnienia podtoza miopatii metabolicz-

nych konieczne jest wykonanie badan biochemicznych.

W miopatiach zapalnych czesto obserwuje si¢ nacie-
ki limfocytarne w tkance tacznej okotopeczkowej lub
rozproszone w obrebie peczkéw. Metody histoche-
miczne uwidoczniajg zmiany w strukturze mitochon-
driéw (wlékna ,szmatowate”; ragged-red fibers — RRF),
niedobory enzymatyczne, obecno$¢ wodniczek czy cha-
rakterystycznych struktur, takich jak zmiany typu cen-
tral core 1 struktury nitkowate.

W celu wykrycia i lokalizacji odpowiednich biatek
w strukturach wtékien mig$niowych stosuje sie metody
immunohistochemiczne. Obecnie najczesciej wykorzy-
stuje sie posrednia metode barwienia. Jest to reakcja
dwuetapowa polegajaca na:
¢ inkubacji skrawkéw miesniowych ze swoistym, nie-

znakowanym przeciwcialem (tzw. przeciwciatem pier-
wotnym),

* nastepnie poddaniu preparatéw, w ktérych doszto juz
do zwigzania pierwotnego przeciwciala z antygenem
tkankowym, dziataniu znakowanego (tzn. wtérnego)
przeciwciata skierowanego przeciwko immunoglobu-
linom zwierzecia, od ktérego uzyskano przeciwciata
pierwotne.

Uzywa si¢ réznorodnych przeciwcial pierwotnych
przeciwko poszczegdlnym biatkom komérki w za -
leznos$ci od rozpoznania. W ten sposéb mozna wykazad
catkowity brak dystrofiny w dystrofii mie$niowej
Duchenne’a lub czesciowy brak dystrofiny w dystrofii
Beckera oraz mozaikowy uktad u nosicielek mutacji.
Metody immunohistochemiczne pozwalajg ponadto na
uwidocznienie braku dysferliny, kalpainy 3, sarkoglika-
néw, emeryny, laminy A/C, jak réwniez zlogéw desmi-
ny, B-amyloidu czy innych biatek.

W niektérych przypadkach konieczna jest ocena
biopsji w mikroskopie elektronowym. Pélcienkie skraw-
ki, stuzace do oceny wstepnej preparatu w mikroskopie
Swietlnym, barwi sie blekitem toluidyny. Skrawki
ultracienkie, do oceny w mikroskopie elektronowym,
podlegajg barwieniu octanem uranylu i dobarwieniu —
cytrynianem olowiu. Skrawki utrwala si¢ aldehydem glu-
tarowym i zatapia w zywicach epoksydowych (m.in.
Spurr, Araldite, Epon). Metoda ta umozliwia wykrycie
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wielu charakterystycznych zmian ultrastrukturalnych,
takich jak obtoniony glikogen w chorobie Pompego,
wtrety we wtretowym zapaleniu migsni czy dystrofii
oczno-gardlowej oraz mitochondria z parakrystaliczny-
mi wtretami opisywane w miopatiach mitochondrial-
nych.

Pozostata tkanka mig$niowa pobrana w czasie biop-
si jest przechowywana w temperaturze —70°C i p6zniej
wykorzystywana m.in. do badan biochemicznych i gene-
tycznych.

Interpretacja wyniku biopsiji
mig$nia

Klasyczne metody histologiczne umozliwiaja oceng
morfologiczng tkanki miesniowej. W mikroskopii $wietl-
nej okre§lane sg m.in.: ksztalt i wielko$¢ widkien
mie$niowych, lokalizacja jader, obecno$¢ widkien ule-
gajacych martwicy lub regeneracji, wiékien szkli-
wiejgcych, rozszczepionych lub widkien okreznych, jak
réwniez wystepowanie ztogdw 1 wodniczek. Mozna réw-
niez stwierdzi¢ przerost tkanki tacznej i nacieki zapal-
ne. Rutynowe metody histologiczne pozwalaja okreslic

grupowy zanik wiékien w zmianach neurogennych lub
typowe cechy uszkodzenia miopatycznego, takie jak mar-
twica widkien, widkna regenerujace lub centralnie
potozone jadra. Wszystkie te zmiany zalicza si¢ do nie-
swoistych, czyli moggcych wystapi¢ w wielu réznych
chorobach nerwowo-mie$niowych. Zmiany w struktu-
rze widkna mogg by¢ takze swoiste, czyli charaktery-
styczne dla danego schorzenia (tab. 1.) [4]. Nalezy pod-
kreslié, ze pojawienie sie pojedynczych zmian swoistych
w wycinku nie upowaznia do rozpoznania danej jed-
nostki chorobowej. Niewiele zmian uznaje si¢ za pato-
gnomoniczne dla okreslonego schorzenia. Do tej grupy
nalezg jedynie wtrety wewnatrzjadrowe w dystrofii
oczno-gardlowej i obtoniony glikogen w chorobie
Pompego. Zastosowanie metod immunohistochemicz-
nych daje szans¢ na rozpoznanie miopatii przebie-
gajacych z gromadzeniem desminy oraz moze wykazaé
brak dystrofiny lub laminy w grupie postepujacych dys-
trofii mie$niowych. Rozpoznanie moze z kolei zostaé
potwierdzone poprzez ocene biopsji w mikroskopie elek-
tronowym. Zmiany w ultrastrukturze sarkomeréw
w miopatiach nemalinowych oraz obecnosé¢ wtretéw
parakrystalicznych w mitochondriach w miopatiach

Tabela 1. Najezesciej spotykane patologiczne zmiany swoiste w biopsji migsnia (zaadaptowano z [4])
Table 1. The most frequent specific pathological changes in the muscle biopsy (adapted from [4])

Zmiany swoiste

Rozpoznanie

central core

miopatia typu central core

multiminicores

miopatia typu maultiminicore

struktury nitkowate

miopatia nemalinowa

agregaty tubularne

miopatia z tubularnymi agregatami

widkna ,,szmatowate”

miopatie i encefalomiopatie mitochondrialne

gromadzenie glikogenu

glikogenozy

obfoniony glikogen

choroba Pompego

gromadzenie tluszczu

miopatie ttuszczowe

gromadzenie desminy

miopatie z gromadzeniem desminy

male widkna z pojedynczymi i osrodkowo polozonymi jadrami

miopatia miotubularna

uktad aktywnosci enzyméw utleniajacych w ksztalcie ,,szprych” i zanik widkien typu 1

miopatia centronuklearna

yczapeczki”

miopatia typu ,,czapeczek”

ciatka cytoplazmatyczne

miopatia z cialkami cytoplazmatycznymi

ciatka redukujace

miopatia z ciatkami redukujacymi

wodniczki zawierajace zasadochtonne ziarnistosci (rimmed vacuoles),
tubulofilamentarne wtrety w cytoplazmie i/lub w jadrach

wtretowe zapalenie migéni, miopatia dystalna

tubulofilamentarne wtrety typu IBM w cytoplazmie i/lub w jadrach

wtretowe zapalenie migéni

palisadowate wtrety wewnatrzjadrowe, rimmed vacuoles

dystrofia oczno-gardiowa

IBM - wirgto lenie migsni (inc body myositis)
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mitochondrialnych to tylko niektére ze zmian charakte-
rystycznych dla okreslonej choroby nerwowo-mies$nio-
wej, widocznych w mikroskopie elektronowym. W tym
miejscu warto wspomnieé, ze wiele miopatii 1 dystrofii
ma podobny przebieg i obraz kliniczny. Réwniez bada-
nie EMG i aktywno$¢ CK rzadko umozliwiajg jedno-
znaczne rozpoznanie. Czesto dopiero obecno$é charak-
terystycznych zmian w biopsji mie$nia pozwala na
sprecyzowanie ostatecznej diagnozy. Dzieki temu
mozliwe staje si¢ wdrozenie odpowiedniego leczenia
(niestety, dotychczas tylko w nielicznych schorzeniach,
np. w miopatiach zapalnych i thuszczowych), ustalenie
rokowania oraz poradnictwo genetyczne.

Biopsja mig$nia moze okazaé si¢ mato przydatna
w diagnostyce niektérych schorzen nerwowo-mie$nio-
wych, ma réwniez czesto ograniczone zastosowanie
w przypadku dzieci [$]. Do tej grupy nalezy miastenia,
ktérej wstepne rozpoznanie jest oparte na obrazie kli-
nicznym. Potwierdzenie diagnozy przynosi w tym przy-
padku badanie elektrofizjologiczne (elektrostymulacyj-
na préba nuzliwosci 1 EMG pojedynczego widkna
mie$niowego) oraz oznaczenie w surowicy przeciwciat
skierowanych przeciw receptorowi dla acetylocholiny.
Réwniez w dystrofii miotonicznej obserwuje sie zwykle
typowy obraz kliniczny, a w EMG — charakterystyczne
wyladowania miotoniczne. Takze w diagnostyce
porazenia okresowego (hiperkalemicznego, hipokale-
micznego lub normokaliemicznego) biopsja mie$nia
odgrywa drugorzedna role, a najczgstszg zmiang
wystepujacg w tym schorzeniu jest zwyrodnienie wod-
niczkowe. Podstawe rozpoznania w tym przypadku sta-
nowi wywiad rodzinny, obraz kliniczny, EMG; seryjne
pomiary stezenia potasu i ewentualnie proby prowoka-
cyjne. Wykonanie biopsji mig¢$nia jest réwniez mato
przydatne w diagnostyce miopatii endokrynnych, w kt6-
rych jedynie wykrycie zaburzen hormonalnych potwier-
dza rozpoznanie. O rozpoznaniu dystrofii twarzowo-
-fopatkowo-ramieniowej przesadza z reguly obraz kli-
niczny. Zapis EMG potwierdza obecno$¢ zmian pier-
wotnie mig$niowych. Podsumowanie wynikéw z biopsji
mig$nia u pacjentéw z mialgia pokazato réwniez, ze jedy-
nie u 20% mozna ustali¢ rozpoznanie, a wykonanie
badania histopatologicznego powinno by¢ poprzedzone
wnikliwa analizg objawéw klinicznych i badan elektro-
fizjologicznych [6].

Powyzsze przyktady mozna podsumowaé stwier-
dzeniem, ze w przypadku obrazu klinicznego jedno-
znacznie wskazujacego na dang chorobe nerwowo-
-mie$niowa w polaczeniu z wywiadem rodzinnym
w pierwszej kolejnosci w celu ostatecznego ustalenia roz-
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poznania powinno si¢ wykona¢ inne badania dodatko-
we 1 badania genetyczne [7].

Biopsja miesnia w dobie badan
molekularnych

Badanie biopsyjne migénia stanowi wazny punkt
odniesienia dla innych metod diagnostycznych, jednak
czesto nie jest w stanie rozstrzygnal, czy proces jest
uogdlniony czy zlokalizowany oraz jaka jest jego dyna-
mika. Problemy te wynikaja z niemozno$ci powtérzenia
biopsji w tym samym miejscu oraz pobrania wycinka
z kilku mieéni jednoczesnie lub z kilku miejsc danego
mies$nia. Zdarza si¢ takze, ze mimo obecno$ci objawéw
klinicznych obraz biopsji jest prawidtowy. Taki wynik nie
rozstrzyga o rozpoznaniu i moze by¢ spowodowany
niewlasciwym wyborem mies$nia do wycinka.

O trudno$ciach diagnostycznych w chorobach
nerwowo-mie$niowych $wiadczg wyniki badan, w kt6-
rych wstepna diagnoza po wykonaniu biopsji mig$nia
zostata zmieniona w 47% przypadkéw [8]. Najczesciej
stwierdzano zmiany o charakterze pierwotnie mig§nio-
wym, ale 20% pacjentéw miato zmiany niespecyficzne,
a 14% biopsji opisano jako wycinki prawidtowe. Biop-
sje mie$nia w cytowanym badaniu okreslono jako istotng
w procesie diagnostycznym w 74% przypadkéw [8]. Jej
wynik nie tylko umozliwit ustalenie rozpoznania, ale
réwniez zmienit dotychczas stosowane leczenie. Tym
samym biopsja mig$nia czesto stanowi swoisty wyznacz-
nik dalszego postepowania lekarza i decyduje o wybo-
rze badan dodatkowych, w tym badaf molekularnych.

Symptomatologia choréb migéni obejmuje w wiek-
szo$ci przypadkéw takie objawy, jak ostabienie o nasi-
leniu statym lub zmiennym, niedowlad i zanik mie$ni
oraz odchylenia w badaniach laboratoryjnych i elektro-
miograficznych. Badania ostatnich dekad umozliwiaja
coraz glebsze poznanie poszczegdlnych jednostek cho-
robowych i wprowadzaja klasyfikacje gléwnie na pod-
stawie zmian molekularnych (tab. 2.-6.) [9-11].
W procesie diagnostycznym u wielu pacjentéw trud-
no jest blizej okresli¢ przypuszczalny defekt genetycz-
ny jedynie na podstawie objawéw klinicznych 1 wywia-
du rodzinnego, dlatego istotna jest rola badan
dodatkowych, w tym szczegélnie oceny histopatolo-
gicznej 1 immunohistochemicznej biopsji mig$nia.
Przyktadem moze tu by¢ stwierdzenie w biopsji zmian
o charakterze dystrofii (tab. 2.) [9,11]. Aktualnie
uwaza sie, ze w diagnostyce dystrofii mie§niowych typu
Duchenne’a lub Beckera biopsja nadal odgrywa istotng
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Tabela 2. Przyktady korelacji kliniczno-genetycznych w dystrofinopatiach i laminopatiach
Table 2. Examples of phenotype-genotype correlations in dystrophinopathies and laminopathies

Immunohistochemia Gen/biatko/dziedziczenie*
Dystrofinopatie
dystrofia mig$niowa Duchenne’a catkowity brak dystrofiny DMD/dystrofina/XR
dystrofia mig$niowa Beckera czeSciowy brak dystrofiny DMD/dystrofina/XR
nosicielki mutacji dystrofii mig§niowej Duchenne’a lub Beckera mozaikowy brak dystrofiny DMD/dystrofina/XR

Laminopatie

dystrofia Emery’ego-Dreifussa

brak laminy A/C w blonie jadrowe;j
brak emeryny w bfonie jadrowej

LMNA/lamina A/C/AD lub AR
EMD /emeryna/XR
FHL1/biatko FHL1/XR
SYNE1/nespryna 1/AD
SYNE2/nespryna 2/AD

*Dane zaadaptowane = [9,11]

XR — dziedziczenie sprzggone z chromosomem X, recesywne; AD — dziedziczeni

: AR — dziedsiczeni

Tabela 3. Przyktady korelacji kliniczno-genetycznych w dystrofiach obreczowo-koriczynowych
Table 3. Examples of phenotype-genotype corelations in limb-girdle musculor dystrophies

Ine recesywne

Dystrofie obrgczowo-koiczynowe Charakterystyezne Gen/biatko/dziedziczenie*

(limb-girdle muscular dystrophies -LGMD)  cechy morfologiczne

LGMD 1A cechy dystroficzne MYOT/miotylina/AD

LGMD 1B brak laminy A/C LMNA/lamina A/C/AD

LGMD 1C brak kaweoliny-3 CAV3 /kaweolina-3/AD

LGMD 1D cechy dystroficzne ?/AD

LGMD 1E cechy dystroficzne 2/AD

LGMD IF cechy dystroficzne LGMD 1F/?/AD

LGMD 1G cechy dystroficzne LGMD 1G/2/AD

LGMD 2A Iobulated fibers CANP3 /kalpaina 3/AR

LGMD 2B brak dysferliny DYSF/dysferlina/AR

LGMD 2C brak sarkoglikanéw SGCG/y-sarkoglikan/AR

LGMD 2D brak sarkoglikanéw SGCA/o-sarkoglikan/AR

LGMD 2E brak sarkoglikanéw SGCB/B-sarkoglikan/AR

LGMD 2F brak sarkoglikanéw SGCD/5-sarkoglikan/AR

LGMD 2G cechy dystroficzne TCAP/fteletonina/AR

LGMD 2H cechy dystroficzne TRIM32/TRIM32/AR

LGMD 21 cechy dystroficzne FKRP/biatko zwiazane z fukutina/AR
LGMD 2] cechy dystroficzne TTNitina/AR

LGMD 2K cechy dystroficzne POMT! /mannozylotransferaza 1 biatka O/AR
LGMD 2L cechy dystroficzne ANOS5/anoktamina$/AR

LGMD 2M cechy dystroficzne FKTN /fukutina/AR

LGMD 2N cechy dystroficzne POMT?2/mannozylotransferaza 2 biatka O/AR
LGMD 20 cechy dystroficzne POMGNTI [acetylglukozaminotransferaza/AR

*Dane zaadaptowane z [9-11]
AD — deiedziczeni somalne d

; AR — driedziczeni Ine recesywne

role. Wykonanie testow genetycznych u chlopcéw  padkach, gdy nie stwierdza si¢ delecji ani duplikacji
z podejrzeniem jednej z tych dystrofii umozliwia usta-  w Xp21, a niemozliwe jest sekwencjonowanie genu dla
lenie pewnego rozpoznania u 60% chorych. W przy-  dystrofiny w poszukiwaniu mutacji punktowych,
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Tabela 4. Przyktady korelacji kliniczno-histopatologicznych w miopatiach zapalnych (zaadaptowano z [15,16])
Table 4. Examples of phenotype-histopathological correlations in inflammatory myopathies (adapted from [15,16])

Miopatie zapalne

Charakterystyka histopatologiczna

zanik wiékien mie$niowych zlokalizowany gléwnie na obwodzie peczkow (perifascicular atrophy)

zapalenie skérno-mie$niowe

limfocytéw T CD4+

nacieki zapalne wokdt naczyni i w omiesnej, ztozone w wigkszoéci z limfocytéw B oraz z mniej licznych

zlogi immunoglobulin i dopetniacza w $cianie naczyii mogace prowadzi¢ do ich zamkniecia

zapalenie wielomig$niowe

nacieki zapalne ztozone z limfocytéw T CD8+, potozone wokét niezmienionych wiékien miesniowych

i prowadzace do ich zniszczenia

wtretowe zapalenie mig$ni

nacieki zapalne wokét widkien migsniowych

rimmed vacuoles

tubulofilamentarne wtrety w cytoplazmie i/lub w jadrze

Tabela 5. Przyktady korelacji Kliniczno-genetycznych w miopatiach wrodzonych
Table 5. Examples of phenotype-genotype correlations in congenital myopathies

Gen/biatko/dziedziczenie*

TPM3 /tropomiozyna 3/AD
NEB/nebulina/AR

ACTA1 /o.-aktyna/AD
TPM2/tropomiozyna 2/AD
TNNT!/troponina T typ 1/AR
CFL2/kofilina 2/AR

ACTA1/o-aktyna/AD
SEPNI1 /selenoproteina N1/AR

Miopatie wrodzone

miopatia nemalinowa

miopatia wrodzona
z dysproporcja widkien

miopatia typu multiminicore RYRI/receptor rianodynowy 1/AR
z oftalmoplegia zewnetrzna,
SEPN1/selenoproteina N1/AR

miopatia typu multiminicore,
forma klasyczna

DNM/dynamina 2/AD
BIN1/amfifizyna/AR

RYRI/receptor rianodynowy 1/AR

miopatia centronuklearna

miopatia central core

*Dane zaadaptowane z [9,11]
AD — driedziczeni 2

o AR — deiedziczeni

ecesywne

konieczne jest przeprowadzenie biopsji migénia w celu
wykonania badania immunohistochemicznego z uzy-
clem przeciwcial przeciwko dystrofinie. W niektérych
przypadkach konieczne jest réwniez wykonanie immu-
noblottingu w celu okreslenia cigzaru molekularnego
dystrofiny.

Badanie immunohistochemiczne umozliwia takze
ustalenie rozpoznania w przypadku dystrofii mig$nio-
wej Emery’ego-Dreifussa. Mutacja moze dotyczy¢ genu
na chromosomie X kodujacego emeryne. W dziedzi-
czonej autosomalnie dominujaco dystrofii Emery’ego-
-Dreifussa defekt genetyczny dotyczy genu kodujacego
laming A/C (tab. 2.) [9,11]. W takich sytuacjach bada-
nie immunofluorescencyjne wykazuje brak prawidtowe;
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Tabela 6. Przyktady korelacii kliniczno-genetycznych w miopatiach miofi-
brylamych

Table 6. Examples of phenotype-genotype correlations in myofibrillar
myopathies

Miopatie Immuno- Gen/biatko/
miofibrylarne histochemia dziedziczenie*

nagromadzenie CRYAB/o.B-krystalina/AD
miopatia oB-krystaliny,
miofibrylarna nagromadzenie DES/desmina/AD
(myofibrillar desminy
myopathy) - MYOT/miotylina/AD

— FLNC/filamina C/AD

*Dane zaadaptowane z [9,11]
AD — driedziczenie y

emeryny lub laminy w blonach jadrowych wtdkien
mig$niowych.

W grupie dystrofii obreczowo-koficzynowych szcze-
gé6towe badania immunohistochemiczne ujawniajg nato-
miast zaburzenia w obrebie réznych biatek, m.in. w sar-
koglikanach, kaweolinie i dysferlinie. Poszczegdlne
postacie tych dystrofii sa podobne do siebie pod
wzgledem fenotypu, ostabienie dotyczy gtéwnie obreczy
barkowej i biodrowej, aktywnos$¢ CK jest z reguly $red-
nio zwickszona, a badanie elektromiograficzne wyka-
zuje uszkodzenie miogenne. Ukierunkowana na pod-
stawie barwien immunohistochemicznych diagnostyka
molekularna pomaga okresli¢ typ dziedziczenia i blizej
scharakteryzowal prawdopodobny przebieg kliniczny
choroby (tab. 3.) [9-11].

Istnieje grupa dystrofii, w ktérych typowy obraz
kliniczny przesadza o rozpoznaniu i w ktérych wyko-
nuje si¢ analize genetyczng z pominieciem biopsji
miesnia. Mowa tu o wspomnianej wcze$niej dystrofii
miotonicznej oraz o dystrofii twarzowo-topatkowo-
-ramieniowej. Stwierdzenie obecno$ci w biopsji mig$nia
rimmed vacuoles 1 palisadowanych wtretéw wewnatrz-
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Ryc. 1. Wirgtowe zapalenie migsni: wtékno zawierajgce wodniczki i kwaso-
chtonny wirgt (strzatka), HE X< 400

Fig. 1. Inclusion body myositis (IBM): vacuoles and IBM type inclusion
(arrow), HE X 400

jadrowych upowaznia, bez koniecznosci wykonywania
dalszych badaf, do rozpoznania dystrofii oczno-
-gardlowej. Zmiany histopatologiczne nie zawsze s3 jed-
nak obecne, totez przy podejrzeniu tej choroby istotne
jest wykonanie badan genetycznych [12].

Jedno z czestszych wskazan do wykonania biopsji
miesnia to podejrzenie wystepowania miopatii zapalne;
[13,14]. Biopsja jest szczegélnie przydatna w réznico-
waniu pomiedzy zapaleniem wielomie$niowym a wtreto-
wym zapaleniem migéni. Do cech charakterystycznych
w obrazie morfologicznym wtretowego zapalenia mig$ni

zalicza si¢ nacieki z komérek jednojadrzastych oraz
obecno$¢ wodniczek z zasadochtonnymi wtretami
1 wtretow cytoplazmatycznych (tab. 4., ryc. 1.) [15,16].
Barwienia immunohistochemiczne wykazujg we
wtretach obecnos¢ takich biatek, jak amyloid-f, fosfo-
rylowane biatko tau, o.-synukleina, apolipoproteina E
1 TDP-43 (ryc. 2.) [17-19]. W mikroskopie elektro-
nowym obserwuje sie wtrety tubulofilamentarne o cha-
rakterystycznej budowie i rednicy, polozone zaréwno
w cytoplazmie, jak i wewnatrzjadrowo (ryc. 3.). W przy-
padkach rodzinnych IBM stwierdza si¢ mutacje w genie
kodujacym biatko zawierajace walozyne (VCP) lub
w genie GNE.

Przyktadem choréb mies$ni, w ktérych zmiany
dotycza ponadto wielu innych uktadéw i narzadéw,
sg cytopatie mitochondrialne. Do najczesciej objetych
procesem chorobowym nalezg tkanka mieSniowa 1 ner-
wowa. W biopsji mie$nia w wigkszos$ci przypadkéw
obserwuje si¢ widkna ,,szmatowate” oraz wtdkna o pod-
wyzszonej aktywno$ci w enzymach utleniajacych i bra-
ku aktywnosci oksydazy cytochromu C [11]. Ze wzgledu
na bardzo réznorodny przebieg kliniczny tych choréb
1 pozostawanie enzymdw faficucha oddechowego pod
podwdjng kontrolg genomu mitochondrialnego i jadro-
wego w czeSci przypadkéw biopsja wykazuje jednak
zmiany niespecyficzne. Cennym badaniem uzupet-
niajacym jest niejednokrotnie ocena w mikroskopie elek-
tronowym. Nagromadzenie mitochondriéw o niepra-
widlowej budowie i ukladzie grzebieni oraz obecnosé
wewngtrzmitochondrialnych wtretéw parakrystalicznych

Ryc. 2. Wirgtowe zapalenie migsni: (a) ztogi B-amyloidu, ICC < 400; (b) ztogi biatka tau, 1CC X 400
Fig. 2. Inclusion body myositis: (a) B-amyloid deposits, ICC X 400; (b) tau protein deposits, ICC x 400
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EM > 40 000; (c) jgdro zawierajgee tubulofilamenty, EM > 20 000

Rola biopsji migénia szkieletowego w diagnostyce choréh nerwowo-migsniowych

Ryc. 3. Wirgtowe zapalenie migsni: (a) wiret w Swietle wodniczki (strzatka), EM > 7000; (b) wirgt w $wietle wodniczki ztozony z tubulofilamentow (strzatka),

Fig. 3. Inclusion body myositis (IBM): (a) IBM type inclusion (arrow), EM X 7000; (b) IBM type inclusion containing tubulofilaments (arrow), EM X 40 000:

(c) nucleus containing tubulofilementous structures, EM X 20 000

moze poméc w ustaleniu rozpoznania. Tkanka mig$nio-
wa moze ponadto stuzy¢ do badania spektrofotome-
trycznego aktywno$ci poszczegdlnych komplekséw
taficucha oddechowego. Diagnostyka molekularna cyto-
patii mitochondrialnych, oprécz analizy mitochondrial-
nego DNA uzyskanego z leukocytéw krwi obwodowe;,
wykorzystuje czgsto migsien pobrany w czasie biopsji. Ze
wzgledu na unikalne cechy genetyki mitochondrialnej,
takie jak efekt progowy, heteroplazmia, segregacja mito-

tyczna i dziedziczenie matczyne, wielokrotnie wykrycie
mutacji nastepuje dopiero po badaniu mitochondrialne-
go DNA uzyskanego z mig$nia szkieletowego.

Na podstawie specyficznych zmian w morfologii
wldkien miesniowych wyodrebniono poszczegdlne typy
miopatii wrodzonych 1 miopatii miofibrylarnych.
Poczatkowy podziat w oparciu o zmiany strukturalne
1 histochemiczne zostat uzupehiony o informacje na temat
konkretnych defektéw genetycznych (tab. 5.16.) [9,11].

Ryc. 4. Miopatia z tubularnymi agregatami: (a) agregaty tubularne, frichrom Gomoriego > 100; (b) duza aktywnos¢ w barwieniv na dehydrogenaze mleczanowg,
LDH % 100

Fig. 4. Myopathy with tubular aggregates: (a) tubular aggregates, Gomori trichrome X 100; (b) tubular aggregates display high activity with lactic dehydrogenase,
DH x 100

Neurologia i Neurochirurgia Polska 2010; 44, 5
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Ryc. 5. Miopatia z tubularnymi agregatami: (a) wirgty ztozone z agregatow tubulamych, EM > 10 000; (b) agregaty tubulame, EM > 100 000

Fig. 5. Myopathy with tubular aggregates: (a) tubular aggregates, EM 10 000; (b) tubular aggregates, EM X 100 000

Niecharakterystyczny obraz kliniczny zespotu wiotkiego
dziecka lub ostabienia mig$ni w potgczeniu z obecnoscia
wad kostnych czesto utrudniat rozpoznanie. Wykonanie
badaf immunohistochemicznych i molekularnych uzna-
je sie obecnie za kryteria umozliwiajgce rozréznienie mio-
patii nitkowatych, miopatii z tubularnymi agregatami
(ryc. 4.15.) czy miopatii typu central core.

W dobie ozywionej dyskusji o potrzebie wykony-
wania biopsji mig$nia warto podkreslié, ze wielokrotnie
za podobny obraz morfologiczny odpowiadajg rézne
defekty genetyczne. W zwigzku z tym istotne wydaje
si¢ wstepne wytyczenie kierunku diagnostyki moleku-
larnej przez biopsj¢ migsnia. Przyktadowo, za obraz
miopatii nemalinowej odpowiadajg mutacje w réznych
genach, dodatkowo o odmiennym sposobie dziedzi-
czenia (tab. 5.) [9,11]. Dlatego tez obecnie tak wazng
role odgrywa precyzyjne okreslanie korelacji pomiedzy
obrazem kliniczno-morfologicznym i zmianami mole-
kularnymi.

Podsumowanie
Informacje, jakie mozna uzyskac z oceny biopsji

migénia, zalezg przede wszystkim od prawidtowego
wyboru migsnia, zastosowania odpowiednich metod dia-
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gnostycznych oraz dos§wiadczenia oséb wykonujacych
to badanie. Biopsja mig$nia szkieletowego wykonywa-
na w celach diagnostycznych w chorobach nerwowo-
-mig$niowych umozliwia ocene rodzaju procesu cho-
robowego (pierwotnie mig§niowy czy neurogenny),
dostarcza informacji o przebiegu (ostry czy przewlekly)
oraz stopniu zaawansowania choroby. W wielu przy-
padkach zastosowanie dodatkowych technik — histo-
chemicznych 1 immunohistochemicznych — pozwala na
jednoznaczne rozpoznanie wielu schorzen, takich jak
niektére dystrofie i miopatie wrodzone. W dobie szyb-
kiego rozwoju zaawansowanych metod molekularnych
biopsja migs$nia weigz stanowi wazne badanie diagno-
styczne. Analiza wynikéw badania elektromiograficz-
nego i wynikéw biopsji mie$nia wykazuje daleko idgce
korelacje [20]. Uwaza sig, ze do potwierdzenia obser-
wowanego w badaniach EMG odnerwienia nie jest
konieczna biopsja migsnia, natomiast w przypadku zapi-
su miogennego diagnostyczna biopsja migénia jest
czesto wskazana [21]. Badania histopatologiczne moga
by¢ ponadto szczegdlnie przydatne w diagnostyce
tzw. trudnych przypadkdw, gdzie obraz kliniczny oraz
wyniki badan elektrofizjologicznych i laboratoryjnych
nie sg w stanie rozstrzygngé o ostatecznym rozpozna-
niu.
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