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Detekce metylace promotoru MGMT genu

Do nedavné doby byla standardni IéCbou glioblastomu multiforme kombinace maximalné mozné
resekce a radioterapie. V posledni dobé v souladu s pokroky v poznani kancerogeneze se uziva
kombinace resekce, radioterapie a chemoterapie alkylaénimi Cinidly (temozolomid, TMZ).
Temozolomid je alkylacni €inidlo, které ve fyziologickém prostfedi spontanné konvertuje na
aktivni metabolit a tento indukuje alkylaci DNA na pozici O6guaninu.

Temozolomid se dobfe vstfebava a pomérné snadno prochazi blood-brain bariérou.
Temozolomid tvofi adukty v DNA, které jsou nasledné rozpoznavany a opravovany reparacnim
enzymem O¢— methylguanin- DNA methyltransferazou (MGMT). Os—methylguanin- DNA
methyltransferaza (MGMT, OMIM 156569) je reparacni enzym, ktery odstranuje poskozeni DNA
zpusobené alkylacnimi Cinidly. Gen kédujici tento enzym je lokalizovan na chromosomu 10g26.

Tento enzym prenasi metylovou skupinu z O¢ guaninu na reziduum cysteinu v akceptorové
domeéné enzymu. Takto dochazi k ireverzibilni inaktivaci enzymu a k indukci noveé syntézy
MGMT. Metylaci promotoru MGMT genu dochazi k trvalému ,umiceni“* MGMT genu, tedy po
vystaveni DNA alkylaénim ¢€inidlim neni poskozena DNA opravovana a dochazi ke spusténi
preventivnich ochrannych mechanism( bunééného cyklu, které vedou k apoptoze.

Metylace promotoru MGMT genu souvisi s vysSi efektivitou chemoterapeutické 1écby TMZ.

Metylace DNA patii mezi epigenetické procesy a zasahuje hlavné oblasti DNA s vysokym
obsahem CpG ostravku. Tyto jsou rozmistény nenahodné v genomu a nejc¢astéji se nachazeji v
regulacnich oblastech gend — v promotorech. Metylace promotor( obvykle znamena transkrip&ni
inaktivaci genu diky deacetylaci histon(, ¢imz se indukuje formovani inaktivhiho chromatinu.
Metylace promotort patfi mezi kli¢ové epigenetické procesy tumorigeneze a zasahuje
tumorsupresorové geny, DNA reparaéni geny, proapoptotické geny a geny kontrolujici bunéény
cyklus. Alterace metylac¢niho vzorce muize byt prvotni udalosti a vést k tumorigenezi.

Indikace vysetreni:
= U pacienta s glioblastomem multiforme
Strucne klinicky vyznam:

= Zzjisténi metylacniho statutu promotoru genu MGMT, kdy v pfipadé metylace promotoru
genu lze ocekavat lepsi odpovéd na [é¢bu temozolomidem
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Material pro vysetreni:

2-3 vzorky nadorové tkané o velikosti asi 3x3x3mm do roztoku RNA lateru, vzorky musi
byt v RNA lateru ponorené, odbérova zkumavka musi byt oznacena Stitkem se jménem a
datem narozeni a zaroven 5 ml ¢erstvé odebrané venézni krve do EDTA (krev s heparinem
nelze pouzit!), oznacené Stitkem se jménem a datem narozeni

pfilozend zadanka specifikujici druh pozadovaného vySetieni a obsahujici nezbytné udaje
0 pacientovi.

Detekce metylace MGMT promotoru

k detekci metylace MGMT promotoru provadime konverzi nemetylovaného cytosinu na
uracil (MethylampTM One-Step DNA modification Kit) a dale provadime metylsenzitivni
PCR se specifickymi primery k detekci metylovaného a nemetylovaného promotoru,
pfipadné real-time PCR

Transport vzorku do laboratore

Zajistén svozem CGB laboratore a.s. ihned po odbéru periferni krve (kontakt na telefonnim ¢isle
724 813 359, 725 880 733). Vice info zde...

Délka trvani vySetieni a zplsob vydani zavérecné zpravy:

pozadované vysetieni a vydani zavérecné zpravy je realizovano do 7 — 10 pracovnich dnd
po prevzeti vzorku

v pfipadé vzorku s oznacenim STATIM je vySetfeni a vydani zavérecné zprdvy provedeno
do 2-3 pracovnich dni po prevzeti vzorku

z4avérecCné zpravy o vysledku jsou z laboratofe zasilany pisemné pouze zadavateli
vySetreni — |ékafi, opravnénému indikovat molekularné genetické vysetreni.



