KRATKE SDELENI

Svalova biopsie u myotonické dystrofie

v éfe molekularni genetiky

Muscular biopsy in myotonic dystrophy in the era

of molecular genetics

Souhrn

Histopatologické rysy obou v soucasnosti definovanych forem myotonické dystrofie (MD1 i MD2) jsou velmi po-
dobné, vykazuji charakteristicky komplex zmén. Vysetfeni svalovych biopsii in situ miize kromé toho prinést
i Zjisténi pfitomnosti expanzi repetic CUG resp. CCUG v transkriptu mutované DNA, kterd tvofi geneticky za-
klad onemocnéni. Expandované Useky Ize znazornit ve tkanovych fezech metodou fluorescencni in situ hybri-
dizace (FISH) jako fokdlIni intranuklearni inkluze. Pro posouzeni vyznamu svalové biopsie v dobé, kdy je diagnos-
tika MD1 a MD2 zaloZena na DNA analyze lymfocytti z periferni krve, jsme analyzovali vysledky histopatolo-
gického vysetfeni souboru 34 nemocnych, u kterych byla biopsie provedena na zékladé klinického podezieni
na myotonickou dystrofii. Diagnéza MD byla potvrzena analyzou DNA pro oba typy onemocnéni. FISH byla pro-
vedena u 27 z nich. Mutacnf analyzou DNA byla potvrzena MD1 v 13 pfipadech, MD2 v 10 pfipadech, u 11 pa-
cientt nebyla diagnéza MD1 ¢ MD2 potvrzena. Ve vétsiné pripadt byl biopticky histopatologicky nélez u pro-
kdzané MD hodnocen bud' jako typicky pro MD1 ¢ MD2, anebo nalez kompatibilni s touto diagndzou.
Bioptické nalezy u nékterych pacientt s MD byly atypické: ve 2 pfipadech byla piitomna zanétliva infiltrace,
v jednom pfipadé obraz pfipominajici kongenitalni myopatii. Naproti tomu histopatologické rysy MD byly zjis-
tény v nékterych biopsiich, u nichz diagnéza MD1 ani MD2 nebyla potvrzena. Fokalni intranuklearni inkluze
prokazované FISH byly prokdzany u 23 pacientd — ve shodé s vysledky analyzy DNA—u 13sMD1au 10 s MD2.
Metodou volby pfi podezieni na myotonickou dystrofii je mutacni analyza DNA z periferni krve. V pfipadé pro-
vedené svalové biopsie z dlvodu atypického klinického obrazu, ktery nevedl k podezieni na MD, viak mize
zhodnoceni biopsie vést k dodatecnému molekuldrné-genetickému vysetieni pacienta. Metoda FISH v biopsii je
zajimava z teoretického pohledu, nebot umoziuje zkoumat retinovanou RNA v jadrech jednotlivych bunék
a tkani postizenych pacientd, a tak mGze napovédét o jejich mozné Ucasti v patogenezi onemocnéni.

Abstract

The histopatological features of both so far defined types of myotonic dystrophy (DM1 and DM2) are very simi-
lar, the affected muscles show a typical pattern of changes. The examination of muscle biopsies in situ may also
bring about revealing of expansions of CUG or CCUG repetitons in transcripts of the mutated DNA, the gene-
tic basis of the diseases, which may be demonstreated by FISH (fluorescence in situ hybridization) as intranuclear
focal accumulation of the transcript. In order to evaluate the importance of muscle biopsy including FISH at the
time, when the diagnosis of DM is based on DNA analysis from blood lymphocytes, we analysed the results of
histopathological examination of 34 patients, where the biopsy was indicated by clinical suspicion of myotonic
dystrophy. The diagnosis was verified by mutation analysis of DNA for both DM1 and DM2. The examination
was supplemented by FISH in 27 patients. The diagnosis of DM1 was confirmed in 13 patients, DM2 in 10 pa-
tients, the diagnosis of DM1 or DM2 was not confirmed in 11 patients. The biopsy brought about confirmation
or precision-specification of the clinical diagnosis or suggested the diagnosis of DM in the majority of the pa-
tients. The bioptic findings in some patients with DM were atypical: in two cases there was inflammatory infiltra-
tion, in one case a picture resembling congenital myopathy. On the other hand, histopathological features of
myotonic dystrophy were present in several biopsies where the diagnosis of DM was not confirmed. Focal accu-
mulation of CUG/CCUG repeats in myonuclei was demonstrated by fluorescence in situ hybridization — in accor-
dance with the DNA examination — in 23 patients, 13 with DM1 and 10 with DM2. Mutation analysis of the
DNA isolated from blood leukocytes represent the method of choice if the diagnosis of DM is suspected. On the
other hand, muscle biopsy may reveal histopathological features that may indicate subsequent molecular gene-
tic examination of the patient if the results of the clinical examination are equivocal or atypical. FISH in the
biopsy may reveal the intranuclear focal accumulation of the RNA transcripts in cells and tissues of the affected
patiens and, in this way, to suggest a possible participation of them in the pathogenesis of the disease.
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SVALOVA BIOPSIE U MYOTONICKE DYSTROFIE VV ERE MOLEKULARNI GENETIKY

Uvod

Myotonicka dystrofie (MD) je autosomalné
dominantni neuromuskuldrni onemocnénf
s incidenci asi 1/8000. Je to nejcastéjsi
forma svalové dystrofie postihujici dospé-
lou populaci [1].

Pricinou , klasické” myotonické dystrofie
(DM1) je na molekuldrné-genetické Urovni
nestabilni trinukleotidova repetitivni sek-
vence (CTG)n v genu kédujicim protein-ki-
nazu (DMPK — dystrophia myotonica pro-
tein-kinase) na chromozomu 19q13.3 [2,3].
Expanze trinukleotidové sekvence md za na-
sledek retenci transkriptu genu DMPK v jadfe
[ 4], kterd generuje fenotyp MD [5]. Mole-
kuldrné geneticka diagnostika CTG expanz
na drovni DNA je moznd Southern blot
analyzou [2,6] nebo pomoci PCR [7,8]. Re-
tinovanou RNA v jadrech Ize prokazat i ve
tkdriovych fezech hybridizaci in situ, fluo-
rescencni (FISH) ¢ chromogenni [5,9,10].
FISH se zaklada na afinité fluorochromem
oznacené préby ke komplementarnim
sekvencim DNA ¢ RNA ve tkanich (bun-
kach, kulturach).

V 90. letech byla studovana a postupné
rozpoznavana varianta myotonické dystro-
fie postihujici zejména proximalni svalové
skupiny (MD druhého typu, MD2, PROMM),
u niz nebyla prokdzana expanze na 19q13.3
[11,12], avsak byla zjisténa repetice (CCTG)n
nukleotid v genu ZNF9 na chromozomu
3921 [13]. Také tuto repetitivni sekvenci
Ize prokazat DNA analyzou, a stejné jako
u prvniho typu byla vypracovana i varianta
detekce retinované RNA intranukledrné
in situ [14,15].

Bylo prokdzano, Ze je to RNA obsahujici
zminéné tri- ¢i tetranukleotidové expanze,
kterd odpovida za klinické rysy obou forem
onemocnéni. Expanze jsou inkorporované do
ribonukledrnich inkluzi, pfitom dojde k dys-
regulaci RNA-vazebnych proteinl: ke snizené
regulaci rodiny muscleblind proteind (MBNL)
a ke zvysené regulaci CUG-vazebnych pro-
teinG (CUG-BP). Obé tyto dysregulované
skupiny proteind pozménuji ¢ poskozuji
sestfih transkriptd, které se uplatni v pato-
genezi MD, zejména transkript chloridového
kandlu, receptoru pro inzulin a dalsi [16].

Klinicky obraz MD je dobre vymezen, vy-
znacuje se vsak mimoradnou variabilitou.
| kdyZ je MD pokladana za onemocnéni

kosterniho svalstva zahrnujici distalni myo-
tonii, progresivni slabost a dystrofii, postihuje
i dalsi systémy. Postizeni Casto trpi alteraci
srde¢niho a hladkého svalstva, dale byvajf pfi-
tomny katarakta, hypersomnie, abnormalni
odezva na aplikaci glukézy a u muzd navic
predcasna plesatost a testikularni atrofie. Po-
ruchy srde¢ni vodivosti mohou mit za na-
sledek fatalni arytmii, a tak ovlivnit prognézu
onemocnéni. Napadnym rysem je variabilita
fenotypu jak mezi, tak uvniti postizenych
rodin [16]. Mnozi pacienti s MD maji pfi-
znaky onemocnéni jiz od détstvi, zatimco
v jinych pfipadech mohou byt ¢asné symp-
tomy zjistény dfive u pacientovych déti nez
U pacienta samotného. Velmi charakteris-
tickd forma onemocnéni pocinajici in utero
je pozoruhodna a mélo obvyklé [17]. Zatim
viak byla popsana jen u prvniho typu —
MD1.

Elektromyograficky nalez (EMG) neni pro
diagnostiku rozhoduijici, jsou-li pfitomny
jasné klinické symptomy pfipadné rodinna
anamnéza. EMG vysetient je viak nezbytné
pokud myotonie neni zietelnd nebo chybi.
V klinicky vyvinutych pfipadech jsou nejcas-
t&j3i nékolik sekund trvajici serie vyboju se
snizujici se frekvenci a amplitud, provoko-
vané inzerci ¢i pohybem jehlové elektrody —
myotonické vyboje. Volni EMG vykazuje
myopaticky vzorec [17].

Charakteristické histopatologické rysy one-
mocnéni u MD1 i MD2 jsou velmi podobné.
Zahrnuji smés neurogennich i myogennich
zmén. Neexistuje vsak jediny znak, ktery by
byl typicky a charakteristicky pro MD, avsak
jen seskupeni urcitych znak mize prinést
podporu klinickému podezfeni na toto one-
mocnéni. Mezi tyto znaky patfi zejména zvy-
Send frekvence a zfetézeni vnifnich i sarko-
lematickych jader. Casta je i pfitomnost atro-
fickych anguldrnich vidken nebo jadernych
shlukd s minimem sarkoplazmy, dale prsten-
¢itd vidkna (ring fibres, Ringbinden), pritom-
nost sarkoplazmatickych mas a velikostné-
typova dysproporce s nizsimi hodnotami
primérd viaken 1 a endo-perimyzidlni fib-
roza. V nékterych pripadech byla popsana
pritomnost degenerativnich strukturainich
zmén az nekréz a znamek regenerace [18].
Tyto znaky jsou patrné spole¢né pro MD1
i MD2, i kdyZ nékteré sestavy v recentnich
sdélenich ukazuji na rozdily v typu atro-
fickych vidken (viz nize).

Na nasich pracovistich jsme v 90. letech
a drive neméli k dispozici molekularné ge-
netické diagnostické metody rozlisujici oba
typy MD a diagnostka spocivala na elektro-
fyziologickych a klinickych nalezech vétsinou
doplnénych svalovou biopsii. Pozdéji byly
u nds vypracovany metody mutacni analyzy
DNA pacientt postizenych MD1iMD2 [19,
20] a v minulych letech jsme postupné za-
vadéli do diagnostické praxe fluorescencni
in situ hybridizaci. VySetfeni svalovych bio-
psii in situ (vySetfeni in situ znamend vyset-
feni pfitomnosti urcitych tkani a orgdnd
v topografické ndvaznosti na struktury okolni
(situs viscerum), na Urovni tkdné nebo i buriky
je to pfitomnost a poloha jadra, organel, ¢i
sloucenin (glykogen, Zelezo, enzym, pro-
tein), a to v kontextu pritomnych struktur,
na rozdil od vysetfeni extra situm, tfeba v ho-
mogendtech nebo v extraktech. Patfi sem
tedy jak histopatologické vysetfent, tak i mo-
lekularné genetické vysetieni: maze kromé
histopatologické analyzy pfinést i zjisténi
pfitomnosti expanzi repetic CUG resp. CCUG
v transkriptu mutované DNA, kterd tvofi
geneticky zaklad onemocnéni. Expandova-
né Useky RNA Ize zndzornit ve tkarovych
fezech metodou fluorescendni in situ hybri-
dizace (FISH) jako fokdIni intranuklearni
inkluze.

V tomto sdéleni uvedeme vysledky dia-
gnostiky obou forem MD ze svalovych excizi
pacientl na zakladé klinické indikace. Vy-
sledky histopatologické analyzy biopsie a vy-
sledky RNA hybridizace in situ jsou srovnany
s vysledky vySetfeni DNA metodou PCR.

Material a metodika
Analyzovali jsme soubor 34 pacientd
(17 muzt od 15 do 64 leta 17 Zen od 16 mé-
sic do 75 let), u kterych byla provedena
svalova biopsie na zakladé klinického po-
dezfeni z diagndzy myotonické dystrofie.
Diagnéza MD1 nebo MD2 byla potvrzena
¢i vyloucena pomoci DNA analyzy u 34 pa-
cientd (tab. 1). V tabulce neni zafazeno
13 predchozich bioptickych vySetieni z doby,
kdy vy3etfeni MD pomoci molekularné ge-
netickych metod jesté nebylo zavedeno.
Svalové biopsie byly hluboce zmrazeny
a kryostatové fezy zpracovany konvencnimi
histologickymi a histochemickymi metodami
[21,22] doplnénymi u 27 nemocnych o RNA
FISH. V kazdém vzorku byly hodnoceny tyto
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Tab. 1a. Klinickd indikace biopsie, biopticky nalez, DNA analyza a FISH.

Pac Klinickd indikace Biopsie Biopticky zavér PCR (1) FISH (1) PCR (2) FISH (2)
1 Neuro-myogenni léze MD typ MD1

2 FSHMD MD typ MD1

3 Myotonie, EDMD, BMD MD typ MD1

4 MD MD typ MD1

5 Myozitis, DGC MD typ MD2

6 Myotonie MD typ MD2

7 Polymyozitis susp MD typ MD2

8 MD MD typ MD1 5/8

9 Myotonie, MD susp Pokrocila léze, MD? MD1 117 0

10 Myotonie, myozitis MD typ MD1 10/12 0/25
" Myotonie MD typ MD1 9/15

12 Myodystrofie CFTD MD1 5/8

13 Kong myop, myozitis? MD typ MD1 5/9
14 MD? MD typ MD1 8/14

15 Facio-peronealni mp MD typ MD1 15/25

16 MD MD typ MD1 9/16

17 MD Nesp.nalez 0 MD2 711
18 MD susp MD typ MD2 4/7
19 Polyneuropatie Pokrocila 1éze, MD? MD2 9/13
20 Myogenni |. Myozitis? MD? 0 MD2 8/11
21 Myotonie Myopatie?, myozitis? MD2 14/18
22 Myopatie koren.sv. Myozitis? MD2? MD2 10/13
23 Polymyozitis MD typ MD2 913
24 MD, SMA? Neurogenni léze, SMA 0 0

25 Prox. myogenni. léze MD2 susp 0 o/ 0 0/16
26 Myotonie — MD? Myogenni léze 0 013 0 0740
27 SMA?, MD? SMA (MD?) 0 0/38 0 1711
28 Myopatie, Polyneuropatie MD typ 0 0/21 0 1/20
29 SMA, CMD, LGMD Myog., MD?. 0 014 0 113
30 Myogenni léze Myog., MD typ. 0 0/13 0 5/19
31 Myotonie Myogenni léze 0 0 0/18
32 Neurogenni léze Myog, MD? 0 4/25 0 0/19
33 Kongenitalni myopatie MD?, CFTD? 0 0 0/14
34 Pelvifemoralni myopatie Atrofie 2 0 0 4/27

Zkratky: FSHMD — facioskapulohmeraini svalové dystrofie, BMD — Beckerova svalova dystrofie, MD — myotonicka dystrofie, DGC-dystrofin-
glykoproteinovy komplex, SMA — spindini svalova atrofie, CMD — kongenitalni svalova dystrofie, CNM — centronukledrni myopatie
FISH: pocet jader s inkluzemi/pocet vsech vysSetrenych jader

parametry: pfitomnost vnitfnich jader (nor-
malné do 3 %, u myogennich |éz vice nez
5 %, u MD a centronuklearni myopatie do-
sahuje frekvence az 65-100 %). Déle je to
pritomnost atrofickych vidken (v normé jen
ojedinél3, jako dolni konec Gaussovy kfivky),
prftomnost prstencitych vidken a sarkoplaz-
matickych mas (v normé nepfitomna), veli-
notami prdmeérd vidken 1, a endo-perimy-
zidlni fibréza (v normé se téz nevyskytuii).
Na zakladé téchto parametr(i byla mira prav-
dépodobnosti dg. MD odstupriovana takto:
typicky nélez (v tabulce MD typ) obsahuje
nad 65 % vnitfnich jader, atrofie, pripadné
jesté dalsi znaky; nalez kompatibilni s dg. MD
(v tabulce MD?) znamend nélez mirné

Tab. 1b. frekvence histopatologickych parametru.

Znak MD1 MD2 MD

Vnitini jadra 12/13 10/10 22/23
Atrofie celkem 13/13 10/10 23/(23
Atrofie typu 1 8/13 0/10 8/23
Atrofie typu 2 2/13 6/10 8/23
Atrofie obou typU 3/13 4/10 7123
VEtsi vidkna typu 2 7113 3/10 10/23
Prstencita vldkna, SM 4/13 2/10 6/23
Fibroza 7113 6/10 13/23

zvyseného poctu (nad 5 %) vnitfnich jader
a pfitomnost atrofi.

In situ hybridizace vychazela z citovanych
praci [8,9], upravend podle Thorntona
(osobni sdéleni). Rezy (6mm) byly napjaty

na skla (SuperFrost Plus slides Menzel-Gla-
ser), vysuseny pfi pokojové teploté 30 mi-
nut, fixovany v modifikované Carnoyové
tekutiné (73% etanol; 25% kyselina octova;
2% formalin) 30 minut pfi 4 °C a promyty
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Obr. 1. MD1. Vnitini jadra a silné atrofické vlakno — jaderné shluky (Sipka).

Pfehledné barveni Hem Eos. Use¢ka — 50 pym.

e

=

.

Obr. 2. MD 1. Vyssi praméry vlaken 2 (tmavsi vlakna), Ca-ATPaza, pH 9,4.

Use¢ka — 50 pm.

v PBS. Nasledovala inkubace v prehybridi-
zacnim pufru (30% formamid a 2x SSC)
a hybridizace s probou (1 ng/ml) 2 hodiny
pfi 37 °C v hybridiza¢nim pufru (30% for-

mamid, 2x SSC, 0,02% BSA, 66 pg/ul
yeast tRNA, 2 mM vanadyl komplex). Sek-
vence proby pro MD1: (5'-CAG CAG CAG
CAG CAG CAG CAG-3'2" -O-Me-RNA5'F),

sekvence préby pro MD2 (5'-CAG GCA GGC
AGG CAG GCA GG-3'2" -O-Me-RNA5'FI,).
Po hybridizaci byly fezy oprany ve 30% for-
mamidu a 2x SSC po 30 minut pfi 45 °C,
a 40 min pfi pokojové teploté. Nakonec za-
montovany ve smési s DAPI (Vectashield
Mountaing Medium with DAPI, Vector La-
boratories, USA) a hodnoceny ve fluores-
cencnim mikroskopu Leica DMRXAZ2.

Hodnoceni vysledkd RNA-FISH: jedinym
parametrem je pritomnost teckovitych sig-
nalt retinované RNA v subsarkolematickych
i vnitfnich jadrech svalovych vldken. V pozi-
tivnich jadrech jsou vétsinou pfftomny 1 az
4 jednotlivé signdly. Z technickych ddvodu
(tloustka fezu) nemuseji byt v kazdém na-
kroji jadra pfitomné RNA signaly zastizeny,
proto hodnotime biopsie jako MD-pozitivni,
je-li pfitomno aslepon 30 % pozitivnich ja-
der. Dal$sim problémem je mozna nespeci-
ficka pozitivita, vysvétlitelna interferenci au-
tofluoreskujiciho lipopigmentu, ktery emi-
tuje Siroké spektrum vinovych délek [9].
Tato autofluorescence je nékdy obtizné od-
liSitelnd od specifické fluorescence uzitého
fluorochromu.

Pro hodnocenf validity klinickych i histo-
patologickych nalezd a FISH byly vysledky
molekularné genetického vysetieni pacien-
td brany jako kritérium spravné diagnézy.

Vysledky

Histopatologické parametry
Jednotlivé parametry a vysledky histopatolo-
gického nalezu, RNA-FISH, DNA analyzy na
zékladé klinické indikace biopsie jsou shr-
nuty v tab. 1. Z tabeldrnich udajd vyplyva,
Ze vysoka ¢i zvysena frekvence vnitfnich ja-
der (obr. 1) byla v nasi sestavé zjisténa s je-
dinou vyjimkou ve viech pozitivnich biopsiich
obou skupin pacientd. Pfitomnost atrofif
(obr. 1) byla zjisténa ve vSech biopsiich obou
skupin. Atrofie vlaken 1 pfevaZovala v bio-
psiich pacientt s MD1, zatimco u MD2 ne-
byla zjisténa ani v jediném pfipadé. U MD2
byla pfitomna jen atrofie typu 2 nebo obou
typt vldken. Velikostné typova dysproporce
zékladnich typl s vyssimi hodnotami via-
ken 1 (obr. 2) byla nalezena u 30-60 % pfi-
padd MD1, MD2 i MD nerozlisené. Prsten-
Citd vldkna a sarkoplazmatické masy (obr. 3
a 4) byly v nasich pozitivnich biopsiich zjis-
tény celkem v 18 % viech pacientd obou
skupin, ve 20 % u pacientd s MD1 a 30 %
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Obr. 5. Teckovité signaly retino-
vané RNA v subsarkolematickych ja-
drech svalovych vldken u MD2, FISH.
Use¢ka — 10 pm.

Pl s 4 el iy T — T #’.[L s I 3 J
Obr. 3 periferii cirkuldrné orientované myofibrily

(Sipka). NADH-tetrazolium reduktéza. Use¢ka — 50 pm.

u pacientl s MD2. Fibréza byla zjisténa asi
v poloviné vysetfenych pfipadd, 2krat
dokonce i zanétliva infitrace (jednou s po-
zitivni reakci MAC v cévni sténé a HLAT
v sarkolemé).

V nékolika pfipadech byly histopatolo-
gické nalezy netypické. U pacienta 12 byla
DNA analyzou prokazana MD 1 a biopticka
diagndza znéla kongenitalni typova dispro-
porce svalovych vldken (CFTD). U pacienta
19 byla zjisténa tak pokrocila 1éze, Ze histo-
patologickd diagndza nebyla mozna, zatim
co DNA analyza prokazala repetici CTG svéd-
Cici pro MD 1. Pacient 24 s prokdzanou
SMA mél v biopsii obraz neodlisitelny od
MD. U pacientt 21 a 22 byla pfitomna jiz

vzacna.

RNA fluorescencni in situ hybridizace
V pozitivnich jadrech byly vétSinou pfitomny
1-4 jednotlivé signaly (obr. 5 a 6 pro DM1
a DM2). Pozitivni signaly byly zjistény i v né-
kterych jadrech intramuskuldrnich cév.
V téchto jadrech v3ak byly vétsinou jen 1 az
2 signaly. Kromé toho, nékolik pozitivnich
signalll bylo nalezeno i v jadrech cévnich en-
dotelii (nedemonstrovano). Biopsie, v nichz
bylo nalezeno vice nez 30 % pozitivnich ja-
o ; LAhET ; T ,'-.- R der svalovych vidken, byly hodnoceny jako
Obr. 4. MD1. Sarkoplazmatické masy s intenzivni reakci na mitochondrialni  PoZitivi pro zkoumany typ MD. Ve vétSing
dehydrogenazy na periferii vidkna. NADH tetrazolium reduktéaza. Use¢ka —  pfipadd, kdy byla provedena FISH (34 ze 36),
20 pm. odpovidaly jeji vysledky nalezim DNA
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analyzy z periferni krve. V jadrech u pacientd
13 a 30, kde diagnéza MD2 nebyla mu-
tacni analyzou DNA potvrzena, byly pozitivni
signdly pritomny. Nespecifické pozitivni sig-
naly snad mohou byt zpUsobeny interfe-
renci autofluoreskujiciho lipopigmentu, kterd
pfi hodnoceni vysledkd FISH casto plsobf
komplikace [9]. Lipofuscin excituje a emitu-
je Siroké spektrum vinovych délek, takze
generuje signal prakticky v kazdém z uziva-
nych kanall, zatimco specificky signél fluo-
resceinu — FITC (495/520) resp Texaské Cer-
vené (596/620) je vidét pouze s filtrem od-
povidajicich vinovych délek. Pfi nejasnostech
v topografii vysilaného signalu pomaze vyset-
feni laserovym konfokalinim mikroskopem.

Diskuse a zavéry
Klinickd indikace biopsie zahrnuje samo-
zfejmé jen Cast pfipadl MD diagnostikova-
nych v nasem regionu, protoze u vétsiny pa-
cientl byla a je diagnostikovana na zakladé
klinického a elektrofyziologického nélezu
doplnéného DNA analyzou [20].
Porovname-li jednotlivé parametry histo-
patologického vysetreni vedouciho k dia-
gndze MD (tab. 1), zjistujeme, Ze nejcastéj-
Sim a patrné nejspecifi¢téjsim histopatolo-
gickym parametrem je zvysena frekvence
vnitfnich jader [18,21,22]. Pfitomnost atro-
fif, at ve formé jadernych shlukd (nuclear
clumps) s minimem sarkoplazmy nebo jako
mald angularni vldkna, je dalsim znakem
pritomnym prakticky ve viech nasich pozi-
tivnich biopsiich. U MD1 je udavana atrofie
vlidken 1 [17,18], avsak u MD2 nachézeji
Schoser et al [23] a Vihola et al [24] prevazné
atrofii typu 2. Naproti tomu autofi Day et al
[25] popisuji u MD2 atrofii vldken bez uda-
ni typl. Tento parametr vsak ma cenu jen
ve spojeni s dalsimi, protoze atrofie vldken
typu 2 je znakem inaktivity, vyskytujicim se
u celého spektra neuro- i myopati vcetné
myozitid a dalsich onemocnéni pohybového
aparatu. Atrofie svalovych vldken je vsak
i zakladnim znakem neurogennich (i nékte-
rych daldich myogennich) 1ézi, takze jejf
specificita je tim pro histopatologickou dia-
gnostiku MD limitovana. Nicméné, nase vy-
sledky podporuiji Udaje citovanych autor(
0 prevaze atrofie vidken typu 1 u MD1 a atro-
fie vidken typu 2 u MD2.
Velikostné-typova dysproporce zaklad-
nich typt vldken [26] je vsak odlisSnym zna-

kem, ktery nemusi nutné znamenat atrofii
nékterého typu, pouze vyssi primérné hod-
noty velikosti (priimért) vidken typu 2 nez
ma typ 1. Prstencitd vldkna [27] jsou dosti
specifickym nalezem u MD, ale jejich frek-
vence v nasich pozitivnich biopsiich je nevy-
sokd, stejné jako v publikovanych vétsich
sestavach [17]. Oba jmenované parametry
jsou prftomny jen v ¢asti biopsii s prikazem
obou typt MD.

Nase nélezy ukazuji, Ze histopatologicky
obraz u MD1 i 2 je pomérné charakteristicky
a pred érou molekularné-genetické diagnos-
tiky podpofil diagnézu myotonické dystro-
fie.V nékolika pfipadech histopatologické
vySetfeni nevedlo ke spravnému diagnos-
tickému zavéru: u 2 pacientt s DNA analyzou
potvrzenou diagnézou DM skytal biopticky
nalez obraz myozitidy, u dalsiho pacienta
biopticka diagnéza znéla kongenitalni ty-
pova disproporce svalovych vldken (CFTD).
Nélez zanétlivé infiltrace je u DM vskutku
ojedinély, jeji pfitomnost u svalovych dys-
trofii jako DMD, ¢i FSHMD, nebo i u neuro-
gennich atrofii v3ak byla popsana opakované
[21]. Velikostni typova dysproporce je oviem
znak nespecificky a byva pfitomen nejen
u CFTD, ale i u myotonické dystrofie, u dalsich
kongenitalnich myopatif (nemaline myopa-
thy), ale i u spinaini svalové atrofie. V nasi
sestavé byl tento pfipad ojedinélym biop-
tickym nalezem MD bez pfitomnosti vnitf-
nich jader.

V éfe molekularné-genetické diagnostiky
MD1 a MD2 v3ak diagnostika myotonické
dystrofie pomoci histopatologickych zmén
pozbyva vyznamu a metodou volby pfi ty-
pickém klinickém a elektrofyziologickém na-
lezu (ktery se u obou geneticky definova-
nych chorob ponékud lisi [20] je jednoznacné
DNA diagnostika z periferni krve. Pozitivita
FISH nélez v3ak tésné koreluje s ndlezy DNA
analyzy. Znalost histopatologického obrazu
charakteristického pro MD vsak mize byt
prinosna v pfipadé, Ze svalova biopsie byla
provedena z vyse uvedenych davoda:
histologicky nalez znamek typickych pro
MD muze vést k dodatecnému vy3etfeni
DNA z lymfocytd periferni krve, nebo i ze
zbytku bioptického materidlu. DNA analyza
z lymfocytl je samoziejmé jednodussi, pro-
toze obsahuje daleko vic jaderné DNA na
hmotnostni ¢i objemovou jednotku nez sval.
A konecné, na zbytku biopsie Ize pomoci

FISH odhalit i pfitomnost intranukearnich
fokust s expandovanou RNA (viz vyse).

Metoda FISH v biopsii je zajimava z teo-
retického pohledu, nebot umoZziuje zkou-
mat retinovanou RNA v jadrech jednotli-
vych bunék a tkani u postizenych pacientd,
a tim i mechanizmus rozvoje klinické mani-
festace. Je nutné doresit i metodické as-
pekty jako prezervace i fixace tkani, upfes-
nit vyhodnoceni pozitivnich nalezl a vztah
k vysledkim DNA analyzy. Nejsou dosud
znamy rozdily v expanzi DNA v jednotlivych
tkanich a orgadnech postizenych pacientd;
ziejmé vsak takové variace existuji [28]. Také
zmapovani RNA inkluzi v tkanich pacientd
s MD a jejich pfipadny vztah k velikosti ex-
panze nejsou v soucasné dobé dostatecné
prozkoumany.
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