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Princip metody

Pro myopatologii jsou nejcastéji znaceny fluorescencéni protildtky pomoci FITC(fluorescein
isothiocyanat), fluoresceinem nebo Cy3. Na zakladé nejednoznacného imunohistochemického nalezu
jsou tato vysetrfeni provadéna. Nejcastéji se imunofluorescence provadi pro prlikaz exprese nebo
chybéni dystrofinu. Vyhodou této metody je zvySena senzitivita a omezeni rusivého vlivu okoli tkané.

Uskali metody

Zpracovani svalové biopsie v laboratofi vyZaduje zvlastni pfistup, ktery se velmi lisi od zpracovani
klasické biopsie. Tkan mlze byt nevratné poskozena a znehodnocena nevhodnou fixaci, dlouhym
casovym odstupem a uloZenim svalové elize. Nejprve se vzorek musi zbavit okolni tkané, ktera maze
byt pfitomna a poté se rozdéli se na 4 ¢asti. Do naddobky s mRNA stabilizaénim mediem se umisti
prvni ¢ast. Tato Cast je urcena pro molekularné-genetické vysetreni.Pro vysetfeni ultrastruktury
bunék elektronovym mikroskopem se pouzije druha ¢ast, ktera se fixuje ve 4 % paraformaldehydu.
Dvé dalsi ¢asti se urychlené zamrazi. Pfed zmraZenim je nutno svalovou tkan zorientovat pomoci lupy
nebo preparacniho mikroskopu. Jeden blocek by mél byt orientovan kolmo na dlouhou osu vldken a
druhy podélné. Poté se do vymraZeného izopentanu vloZzi na 15-20 sekund korkova podlozka, na
které je umisténa zorientovana tkan. Nasledné se zmrazeny blocek okamzité transportuje do
kryostatu nebo dohlubokomraziciho boxu (-80°C). Pfi pfipravé histologickych preparatli nebo dalsi
manipulaci je dlleZité, aby jednou zmrazena tkan nerozmrzla. V kryostatu se ze zmrazenych blockd
kraji fezy. Které jsou 8-10 um silné pro histochemické reakce a 4-6 um silné pro potreby
imunohistochemie.

Uplatnéni metody (zmény pfi patologickych stavech)

Pti klinickém podezieni na myopatii je indikovana svalova biopsie. Zaklad pro diagnézy metabolickych,
kongenitalnich a zanétlivych myopatii a svalovych dystrofii je bioptické vySetfeni svalové tkané. Biopsii
je zapotrebi provést opakované u nékterych onemocnéni, jako jsou zanétlivé myopatie. Mnoha
z téchto onemocnéni jsou hereditarni a sprdvna diagndza je nutnd k uréeni typu dédi¢nosti, stanoveni
rizik pro prenataini diagnostiku a vytipovani rizikovych ¢lend v rodiné. Svalové biopsie se ¢asto provadi
k rozliSeni neurogennich svalovych poruch od primarni myopatie. Tyto onemocnéni se klinickym
pribéhem, laboratornimi vysledky i symptomy mohou prekryvat, i kdyz je jejich klinickad prezentace
rozdilna.

Potiebné pristrojové vybaveni
Fluorescencni mikroskop

Podminky odbéru a transportu materidlu
Pokud Iékar svalovou biopsii odebird, musi byt pfedem domluven s laboratofi. Je velkou chybou sval
odebrat a aZ nasledné resit zpracovani. Jehlova biopsie miZe byt pro pacienta velmi bolestiva, i kdyz
je misto vpichu pod kdzi v lokalni anestezii. Sval, ktery bude bioptovan se nesmi znecitlivit. Ziska se

48



relativné malé mnoizstvi tkané, u které mulze dojit k deformaci a vzniku nezadoucich artefaktl. U
malych déti a nékterych dospélych se oteviena biopsie mliZze provadét v kratké celkové

anestezii nebo staci anestezie lokalni bez infiltrace odebiraného svalu. Rez kiiZi pfi vykonu se provadi
ve sméru osy koncetiny a délky 3-5 cm. Odebird se vzorek cca 100 mg (tedy blocek o rozmérech zhruba
12x7x6 mm).

Vzorek musi byt dorucen do laboratore co nejrychleji. Vyjmuty vzorek se musi uloZit do Petriho misky
s gazou namocenou ve fyziologickém roztoku. Ihned se transportuje do laboratore. Vzorek se donese
bez fyziologického roztoku, kdyz probiha zpracovani mimo zafizeni. Nasledné se rozdéli na nékolik
¢asti, ihned se namrazi v kapalném dusiku a zasle do laboratofe. Ve zmraZenych fezech prokazujeme
enzymovou histochemii zachovalou enzymatickou aktivitu, kterou ma urcitou dobu po odbéru svalova
tkan. V zadném pripadé nesmi byt vzorek po odebrani vloZzen do formaldehydu. Zachovalou tkan
muzeme podrobit analyzam v laboratofich zkoumajici mitochondrialni a metabolické poruchy.
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