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Muskelbiopsien mit der Biopsiestanze -
Entnahmetechnik, Versand und Beurteilungsfahigkeit

T. Bley', T. Bilzer?, J. Neumann?, A. Jaggy'

1 Abteilung fiir Neurologie, Departement fiir klinische Veterinarmedizin der Universitat Bern
2 Neuropathologisches Institut der Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf, Deutschland

Zusammenfassung

In der Diagnostik von neuromuskuliren Er-
krankungen ist die Gewinnung der Muskel-
biopsie und ihre histopathologische Begutach-
tung die sensitivste der speziellen Untersuchun-
gen. Trotzdem wird sie in der Privatpraxis eher
selten genutzt. Es gibt unterschiedliche Mog-
lichkeiten, eine Skelettmuskelprobe zu gewin-
nen. Die Technik mit Hilfe der Biopsiestanze hat
sich in vielen Punkten als vorteilhaft erwiesen.
Das wenig invasive und rasche Prozedere ver-
spricht eine Probenmenge, die im Labor gut
histologisch zu verarbeiten und zu beurteilen
ist. Dieser Artikel geht auf die praktische Vor-
gehensweise ein und soll dazu anregen, diese
spezielle Untersuchung haufiger zu wihlen und
sicher durchzuftihren. Besonders bei Serien-
biopsien zur Untersuchung ganzer Wiirfe auf
eventuelle Erbschiden sollten die Vorteile der
Stanze deutlich werden.

Schlisselworter: Muskelbiopsietechniken -
Biopsiestanze — Histopathologie — Proben-
grosse — Artefakte

Einleitung

Es gibt beim Hund eine Fiille an muskuldren Er-
krankungen unterschiedlicher Genese, die sich
hiufig mit Ghnlichem Krankheitsbild prisentieren.
Sie kénnen entziindlich (Polymyositis, eosinophile
Myositis, Toxoplasmose, Neosporose, Clostridiose)
degenerativ (vererbt, metabolisch, endokrin, vas-
kulir, nutritiv) oder neurogen sein. Therapie und
Prognose sind von Erkrankung zu Erkrankung sehr
verschieden. Daher ist es notwendig, nach klinisch-
neurologischer Untersuchung, durch zusitzliche
spezielle Untersuchungen die Diagnose abzu-

sichern.

Striated muscle punch biopsy technique -
dispatch and judgement ability

Histopathological striated muscle examination
is one of the most important and sensitive tests
in diagnosis of muscle and/or nerve diseases.
Although muscle biopsy is a relatively easy pro-
cedure, it is not frequently performed in small
animal practice conditions. Different biopsy
techniques have been described in veterinary
literature. Punch biopsy of striated muscle ap-
pears to be a less invasive and quicker method in
comparison with traditional surgical excision
technique. Additionally, punch biopsy provide
good quality and adequate amount of muscle
tissue for diagnostic histopathological evalua-
tion.The aim of this study is to describe striated
muscle punch biopsy technique and to encour-
age use of it under the conditions of small ani-
mal practice. The described biopsy method can
be specially advantageous in screening of inher-
ited muscle diseases in affected litters or even
wider animal population.

Key words: muscle biopsy techniques — biopsy
punch — histopathology — sample size — arte-
facts

Eine wichtige Technik, die in Verbindung mit an-
deren diagnostischen Hilfsmitteln wie Blutunter-
suchung oder Elektrodiagnostik genutzt wird, ist
die Muskelbiopsie. Die chirurgische Probenent-
nahme von Skelettmuskelgewebe und der Versand
an ein Labor, das die histologische und histochemi-
sche Aufarbeitung und Begutachtung der Proben
iibernimmt, ist inzwischen ein hiufig beschrittener
Diagnoseweg und gut etabliert.

Wir beschreiben eine Biopsietechnik mit Hilfe
des «biopsy punch» (Biopsiestanze) als Alternative
zu den bereits bekannten und allgemein akzep-
tierten Techniken und diskutieren Vor- und Nach-
teile.
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Etablierte Techniken der Skelett-
muskelbiopsie

Die am hiufigsten gewihlte invasivchirurgische
Methode, eine Muskelprobe zu gewinnen, ist aus-
fiihrlich beschrieben (Bojrab, 1990; Wheeler,
1995). Es handelt sich hierbei um die sogenannte
«offene Biopsie». Benotigt wird eine Grundausstat-
tung an chirurgischem Besteck; die Prozedur lisst
sich wie folgt kurz zusammenfassen:

Die fiir den chirurgischen Eingrift vorbereitete
dussere Haut wird mit dem Skalpell auf einer Linge
von ca. 4 cm erdffnet. Corium und Subcutis wer-
den eingeschnitten und die Muskelfaszie wird
durch Abpriparieren des Unterhautfettgewebes
sichtbar. Das Muskelgewebe wird nach Durchtren-
nen der Faszie auf einer Linge von 3 cm freipripa-
riert, und Haltefiden werden im Abstand von 1-2
cm in den Muskel gesetzt. Sie dienen zur vorsich-
tigen Manipulation am Biopsiestiick, das als Zylin-
der von 1 cm Durchmesser in Faserlingsrichtung
herausprapariert werden soll. Nach der Biopsie-
nahme empfiehlt sich eine Faszien-Unterhautnaht.
Zum Schliessen der dusseren Haut werden 4-5
Einzelhifte bendtigt.

Eine andere, seltener praktizierte Methode ist die
perkutane Nadelbiopsie, bei der eine modifizierte
11- (Reynolds et al., 1995) bzw. 14-gauge Nadel
(Magistris et al., 1998) Verwendung findet. Die
Muskelprobengewinnung unter Lokalanisthesie mit
subkutaner Lidocain 2% — und Epinephrin-Injek-
tion ist bekannt (Reynolds et al., 1995). Die dussere
Haut und die Muskelfaszie werden auf ca. 0,5 cm
mit dem Skalpell eingeschnitten und die Biopsie-
nadel soweit in das Muskelgewebe eingestochen,
dass das seitliche schneidende «Fenster» der Nadel
in einer Tiefe von 0,5-0,75 cm in der gewihlten
Muskulatur positioniert ist. Durch erzeugten
Unterdruck wird Muskelgewebe seitlich in das Lu-
men angesaugt, und das Aspirat wird durch ein nach
vorne gestossenes Stilett vom iibrigen Gewebe ab-
getrennt.

Nach der Rotation der Nadel um 90° wird diese
Prozedur wiederholt. Man erhilt so zwei Proben

mit einem jeweiligen Gewicht von ca.24 mg.

Biopsie mit Hilfe des «punch»

Das wesentliche Element des steril verpackten,
zum einmaligen Gebrauch bestimmten, «punchb ist
sein schneidender metallener Hohlzylinder, der
sich am Ende eines Plastikstiftes befindet.

Wir haben «biopsy punches» mit 0,8 cm Durch-
messer, die fiir Hautbiopsien genutzt werden, zur
Gewinnung von Muskelgewebeproben am Ober-
schenkel mittelgrosser Hunde verwendet und die

gute histopathologische Beurteilungsfihigkeit be-
legen konnen. Auf die Durchfiihrung soll im Fol-
genden ausfiihrlicher eingegangen werden:

Der Eingriff wird in Kurzzeitvollnarkose durchge-
fihrt. Die Anisthesie kann mit Diazepam (0,05—1
mg/kg V) eingeleitet und mit Propofol (3-7
mg/kg IV) aufrecht erhalten werden. Die dussere
Haut wird mit Rasur, Waschen und Desinfektion
vorbereitet. Die rasierte Fliche muss nicht mehr als
5X%5 cm betragen, denn die longitudinal gefiihrte
Inzision mit dem Skalpell durch die Hautschichten
wird mit ca. 1,5 cm klein ausfallen. Nach dem
Hautschnitt werden kleine Blutungen durch kurze
Kompression mit Gaze-Tupfern gestillt, dann wird
bis zur Muskelfaszie freipripariert und diese dem
Skalpell eingeschnitten (etwa 1 cm). Durch zur
Seite hin gefiihrte Ziige der Faszienrander mit Ar-
terienklemmen wird der direkte Zugang zur Mu-
skulatur offengehalten (Abb. 1). Der biopsy punch

Abbildung 1: Direkter Zugang zur Muskulatur durch seitwirts
gerichteten Zug der Faszienrinder mit Arterienklemmen.

wird zwischen Daumen, Zeige- und Mittelfinger
einer Hand mit dem schneidenden Hohlzylinder
nach unten gehalten und senkrecht zum Muskel-
bauch aufgesetzt. Mit einer fliessenden Drehbewe-
gung in nur eine Richtung um ungefihr 360° wird
die metallene Schneide unter entsprechendem
Druck um 0.8 cm in das Gewebe vorgestossen bis
der weisse Plastikschaft gerade Muskelkontakt hat
(Abb. 2). Die zirkulir ausgeschnittene Probe muss

Abbildung 2: Der biopsy punch wird mit fliessender Drehbewegung in das Gewebe

voigestossen.
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danach nahe der Basis von der iibrigen Muskulatur ~ fineingebettetem Muskel ist nicht lege artis, da die
schneidend abgetrennt werden. Um zu verhindern,  fiir die diagnostischen unumginglichen histoche-
dass der kleine Gewebezylinder nach Entfernendes ~ mischen Verfahren nicht durchgefiihrt werden
punches vorerst im Blut und dem ihn noch ein-  koénnen. Nativ eingegangenes Material wird im
schliessenden Gewebe verloren geht und blut-  histopathologischen Labor auf ein Trigermedium
stillende Massnahmen diesen negativ beeinflus-  (z.B. Tragant) gebettet, in Isopentan bei —135°C
sen, wird er sofort nach Abheben der Stanze mit  eingefroren und bei —=70°C gelagert. Anschliessend
Hilfe der Pinzette an seinem dusseren Ende ge-  werden fiir histochemische und immunhistoche-
halten und unter leichtem Zug vorgelagert. Mit ~ mische Untersuchungen Kryostatschnitte herge-
dem Skalpell wird die Biopsieprobe vollstindig  stellt (Bilzer, 2001).
vom iibrigen Gewebe getrennt. Thr ungefihres
Gewicht betrigt 160 mg, die Grosse ungefihr 1 auf
0,5 cm (Abb. 3). Histopathologische Beurteilungs-
B fahigkeit

Im mikroskopischen Bild sollen die Muskelfasern
nebeneinander liegend im Quer- und Lingsschnitt
zu erkennen sein. Es ist wichtig, dass ein reprisen-
tativ grosses Spektrum an miteinander vergleichba-
ren Fasern dargestellt wird. Durch Fixation (s.0.),
unkontrolliertes Frieren oder Autolyse entstehen
Artefakte, welche die Beurteilbarkeit der Muskel-
probe einschrinken oder unmdoglich machen.
Schon durch Entnahmefehler konnen Quetschar-
tefakte entstehen. So hat das Durchtrennen des Ge-
webes mit einer scharfen Klinge kaum Auswirkung
auf die angrenzenden Zellen, eine Schere hingegen

Abbildung 3: Biopsy punch und Muskelbioptat im Grossenvergleich.

quetscht. Starker Zug oder Kompression kénnen
Nach einer Faszien-Unterhautnaht wird die dus-  die Beurteilbarkeit von Zellen und Bindegewebe
sere Haut mit bis zu drei Einzelheften von re-  beeintrichtigen. Daher sollte die Probe mit grosser
sorbierbarem Faden (z.B. Vicryl 2-0 metric) ge-  Sorgfalt gehandhabt werden.
schlossen. Die beschriebene Stanzbiopsie erweist sich als gut
beurteilbare Muskelgewebeprobe. Sie ist fiir die
histologische Aufarbeitung mit Anfertigung des er-
Aufbereiten und Versand des forderlichen Schnittquantums geniigend gross und
Probenmaterials gut beurteilbar. Die Stanze trifft die Faserzellen im-
mer quer, der Neuropathologe sollte tiber die Tech-
Generell sollte die Muskelprobe nativ verschickt  nik informiert werden.
werden (Bilzer, 2001). Um das Eintrocknen der
Probe zu verhindern, sollte das Gewebestiick sofort
in ein luftdicht verschlossenes steriles Plastikbe-  Diskussion
haltnis von hochstens Reagenzglas-Grosse ver-
bracht und verschickt werden. Die Probe wird  Aufder Suche nach einer wenig invasiven Muskel-

weder befeuchtet noch aufgespannt oder ander-  biopsiemethode haben wir die Biopsiestanze mit
weitig manipuliert. Der Versand per Express-Ser- 0,8 cm an der Oberschenkelmuskulatur von Hun-
vice innerhalb von 24 Stunden ist bei nicht fixier-  den unterschiedlicher Rassen verwendet. Unser
tem Material zwingend, da rasch einsetzende auto-  Ziel war, {iber ein klein ausrasiertes Hautfeld und

lytische Vorginge und Gewebeeintrocknung zu  eine minimale Hautinzision eine beurteilbare
Artefakten flihren. Eine Transporttemperatur von ~ Muskelgewebeprobe zu gewinnen. Diese Vorge-
4 °C wire ideal. Gerade bei schwiil-warmen Wet-  hensweise bietet viele Vorteile. Zum einen ist die
terverhiltnissen ist die Verpackung im Styropor-  Arbeitszeit und somit die Narkosezeit verkiirzt; der
Behiltnis und Beigabe von Kiihlaggregaten er-  eigentliche Eingriff dauert etwa 5 Minuten, es
forderlich. Allerdings kann es durch tiefgefrorene  werden gegentiber anderen Methoden Handgriffe
Akkus zu unkontrolliertem Einfrieren der Muskel-  eingespart und die Wundnaht fillt kleiner aus. Eine
probe wihrend des Transportes kommen, was  kleine chirurgische Wunde bedeutet gute Adapta-
wiederum zu Einfrierartefakten fiihrt. tion der Wundrinder und reduziertes Risiko von

Die Untersuchung von formalinfixiertem, paraf-  Heilungsstorungen wie Serom oder Infektion mit
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eventueller Narbenbildung. Dies birgt nicht zu-
letzt, wie auch die reduzierte Rasur an der Ein-
griffstelle, kosmetische Vorteile, z.B. bei Schau-
hunden oder «ensiblen» Patientenbesitzern. Eine
priventiv antibiotische Versorgung ist grundsitz-
lich nicht n6tig; nur selten wird die Wunde im Hei-
lungsverlauf durch Belecken beeintrichtigt. Nie
haben wir schmerzbedingte Lahmheiten bei den
betroffenen Hunden beobachtet. Bei Verwendung
von resorbierbarem Faden benotigt dieser diagnos-
tische Eingrift keine Nachbehandlung.

Der Histopathologe muss fiir seine Arbeit tiber den
Muskelfaserverlauf im Bilde sein. Bei der her-
kommlichen chirurgischen Methode ist die
Orientierung gut moglich, letzte Klarheit bringt
die kurze schriftliche Beschreibung der gewihlten
Technik und des eingesandten Muskeltyps. Das
Gewebe kann entsprechend der Schnittfiihrung auf
den Triger gelagert werden. Bei der mit der Stanze
gewonnenen Probe ist es moglich, Kryostatschnitte
vom profund im Gewebe positionierten Zylinder-
ende anzufertigen, und damit in der Tiefe des Mus-
kelbauches gelegenes Gewebe zu begutachten.
Bei der Biopsie sollte allerdings nicht mit stump-
fem Schneidwerkzeug gearbeitet werden, da Zer-
reissungsartefakte entstehen und das Ergebnis ver-
filschen konnen. Bei einer Nadelbiopsie entstehen
fast immer Probleme mit dem Umfang der Probe
und der Anfilligkeit auf Artefakte, da durch das Ar-
beiten mit dem Stilett Quetschungen entstehen
und die Gefahr der Austrocknung erhoht ist. Hau-

fig wird auch das Muskelmaterial, wenn Umlage-

Biopsia del muscolo con la punzonatrice da
~ biopsia — Tecnica di prelievo, spedizione e
 qualita dell'analisi

La biopsia del muscolo con successiva analisi -
istopatologica & I'esame piu preciso per la dia-
i g_n(i;sidi} malattie neuromuscolari. Malgrado cio
' viene utilizzata raramente nell’ambulatorio pri-
vato. Esistono vari metodi per prelevare una
biopsia del muscolo striato. La tecnica con la
punzonatrice ha molti vantaggi. La procedura &
veloce e poco invasiva e la quantita del cam-
pione prelevato ¢ sufficiente per una buona ana-
lisi istologica in laboratorio. Larticolo presente
| tratta del procedimento pratico di questo me-
todo ed ¢ un invito a scegliere e ad eseguire in
maniera sicura questa analisi. [ vantaggi della
‘punzonatrice dovrebbero diventare evidenti
soprattutto per I'esecuzione in serie di biopsie
per 'esame di danni genetici in intere figliate.
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rungen auf dem Triger oder Neufirbungen erfor-
derlich sind, nicht ausreichen. Dariiber hinaus sind
die gesetzten Muskelgewebsldsionen bei der Na-
delbiopsie am tiefsten. Das Schneidefenster der
Nadel sollte bis 0,75 cm tief eingestochen werden,
doch betrigt der Abstand zwischen dem Fenster
und der Spitze bei einer 14 — gauge Nadel weitere
0,7 cm. Somit betrigt die Einstichtiefe in den Mus-
kel 1,45 cm. Die Eindringtiefe einer Stanze betrigt
dagegen etwas mehr als die Hilfte. Generell ist eine
Lokalanisthesie nicht empfehlenswert, da intra-
muskuldre Injektionen das histologische Bild durch
mit Druck injizierte Andsthetika und durch mit
der Injektionsnadel gesetzte Traumata verfilschen
konnen.

Die hier beschriebene Technik mit dem biopsy
punch ist eine einfache, das Tier schonende, Zeit
sparende und sehr effiziente Alternative zu den ge-
liufigen Vorgehensweisen. Der Einsatz des Stanz-
werkzeuges ist aus der klinischen Dermatologie
nicht fremd, daher sollte eine routinemassige Um-
stellung auf diese Methode leicht fallen. Soll gleich-
zeitig ein peripherer Nerv biopsiert werden, muss
allerdings der Zugang erweitert werden, um zu ge-
wihrleisten, dass Nervengewebe und nicht etwa
Fett- oder Bindegewebe entnommen wird.
Vorteile der beschriebenen Methode sind be-
sonders bei Serienbiopsien zu erwarten, mit denen
ganze Wiirfe oder gar Zuchten auf mogliche erb-
liche Schidigungen des neuromuskuliren Systems
zu testen sind.

Bfopsies du muscle au moyen d’un poincon
- Technique de prélévement, envoi et
qualité de I'examen

Pour le diagnostic des maladies neuromuscu-
laires, la biopsie musculaire et son évaluation
histopathologique est I'examen le plus sensible.
Pourtant cette technique est peu utilisée en pra-
tique. Il y a plusieurs possibilités de prélever un
échantillon de muscle squelettique. La tech-
nique 2 'aide du poingon s’est avérée avanta-
geuse sur plusieurs points. La procédure peu in-
vasive et rapide permet de prélever un échan-
tillon qm est facile 4 analyser au laboratoire. Cet
article décrit les aspects pratiques et devrait in-
citer 2 effectuer cet examen specifique plus sou-
vent. Les avantages de Vinstrument devraient
étre mis en évidence, surtout lors de séries de
biopsies pour examiner des portées pour
d’éventuels dommages génétiques.
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