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Zpusob identifikace osob se zvysenym genetickym rizikem vyskytu infarktu myokardu

Oblast techniky

Ptedkladany vynalez se tyka zpusobu identifikace osob v &eské populaci, které¢ vykazuji
zvySené genetické riziko vyskytu akutniho infarktu myokardu, se zfetelem k jejich pfeziti
v kratkodobém &asovém horizontu od doby vyskytu srde¢éni udalosti. Identifikace je

provadéna na zakladé stanoveni profilu genové exprese vybranych gent lidského genomu.

Dosavadni stav techniky

by

Infarkt myokardu a cévni mozkova pfihoda jsou dvéma nejzdvaznéjsimi klinickymi projevy
ateroskler6zy. Riziko rozvoje téchto onemocnéni se odhaduje na zaklad& znamych rizikovych
faktori. Rozsah onemocnéni je v soudasnosti zjiStovan fadou vy3etfeni, jakymi jsou napf.
scintigrafie, magnetickd rezonance, katetrizadni vySetfeni. Kazdé z téchto vysetfeni ma viak
t svd omezeni, napf. radiaéni zatéz nebo invazivitu vySetfeni. Aterosklerotické platy jsou
zkoumany na bun&né i molekularni Grovni, véetné sledovani bunék v cirkulaci jako odpovedi

na zanétlivy proces v cévach.

Identifikace gend pomoci molekuldrng biologickych metod znamenala v poslednich letech
vyrazny posun nejen v odhaleni pficin nékterych zavaznych, zivot ohrozujicich, onemocnéni
¢lovéka (napf. n&které onkologické diagnézy, zavazné dédiéné poruchy metabolismu &loveka
¢i daldi poruchy neuromuskularniho, gastromtestindlniho a ob&hového systému, veetns
aterosklerdzy atd.), ale v neposledni fadé také vyznamné rozsitila nage znalosti o vzniku a
rozvoji akutniho infarktu myokardu (AIM) (Yukihiro Hojo, Uichi lkeda, Yun Zhu, Motoi
Okada, Shuichi Ueno, Hiroshi Arakawa, Hideyuki Fujikawa, Taka-aki Katsuki, and Kazuyuki
Shimada. Expression of vascular endothelial growth factor in patients with acute myocardial
infarction. J Am Coll Cardiol, 35(4); 968*973 March 2000; Merry L. Lmdsey MMP
Induction and Inhibition in Myocardial Infarction. Heart Failure Reviews, 9(1).7+ 19 January
2004). Detailn€jdim pochopenim jednotlivych stadii IM se dostavaji do popfedi i otazky
moznostt prevence a G¢innéjsi lécby onemocnéni. S rozvojem modernich technologii se
molekulamé biologicky vyzkum obecné posouva od klasického modelu odhalovani

konkrétnich genetickych lokusi, resp. genetickych polymorfismti, ptisobicich poruchu
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Jednoho genu ke snaze monitorovat polygenni a multifaktoridlni poruchy ¢&lovéka pomoci
genomickych a expresnich &ipd, jejichZ analyza v soudasnosti poskytuje komplexngjii obraz
onemocnéni (Joseph S. Verducci, Vincent F. Melfi, Shili Lin, Zailong Wang, Sashwati Roy,
and Chandan K. Sen. Microarray analysis of gene expression: c?nsiderations in data mining
and statistical treatment. Physiological Genomics, 25(3):355:363, May 2006). Pfedev$im
studium tzv. expresnich &ipt zaZiva v lékaiskych védach velky rozvoj, protoZze umoziuje
posoudit mnoho genovych transkripti a jejich expresnich variant najednou v kritickém stadiu
onemocnéni (multivariantni analyza, randomizaéni studie) (Lawrence W. Stanton, Lisa J.
Garrard, Deborah Damm, Brett L. Garrick, Andrew Lam, Ann M. Kapoun, Qiang Zheng,
Andrew A. Protter, George F. Schreiner, and R. Tyler White. Altered Patterns of Gene
Expression in Response to Myocardial Infarction. Circ Res, 86(9):939::@345, May 2000;
Matthew B. Lanktree and Robert A. Hegele. Gene-gene and gene-environment interactions:
new insights into the prevention, detection and management of coronary artery disease.
Genome medicine, 1(2):28, February 2009),

Recentni prace poslednich 5 let se intenzivné zabyvaji zmnoha ahli pohledu nejen
expresnimi profily osob s aterosklerdzou, ale také osob s ischemickou chorobou srdedni ve
vztahu ke vznikajicim zanétlivym procesim v cévach (Gemma Satterthwaite, Sheila E.
Francis, Kim Suvamna, Stephen Blakemore, Chantelle Ward, Don Wallace, Martin Braddock,
and David Crossman. Differential gene expression in coronary arteries from patients
presenting with ischemic heart disease: further evidenc’e for the inflammatory basis of
atherosclerosis. American heart journal, 150(3):488;.-‘499, September 2005), osob s
ischemickou a neischemickou kardiomyopatii pfi srde¢nim selhani (Michelle M. Kittleson,
Khalid M. Minhas, Rafael A. Irizarry, Shui Q. Ye, Gina Edness, Elayne Breton, John V.
Conte, Gordon Tomaselli, Joe G. Garcia, and Joshua M. Hare. Gene expression analysis of
ischemic and nonischemic cardiomyopathy: shared and distinct genes in the development of
heart failure. Physiological genomics, 21(3):299;3'07, May 2005; Michelle M. Kittleson,
Shui Q. Ye, Rafael A. Irizarry, Khalid M. Minhas, Gina Edness, John V. Conte, Giovanni
Parmigiani, Leslie W. Miller, Yingjie Chen, Jennifer L. Hall, Joe G. Garcia, and Joshua M.
Hare. ldentification of a gene expression profile that differentiates between ischemic and
nonischemic cardiomyopathy. Circulation, 110(22):34444.‘;:’:451, November 2004) a dale také
0s0b s poskozenim korondrnich cév (James A. Wingrove, Susan E. Daniels, Amy J. Sehnert,
Whittemore Tingley, Michael R. Elashoff, Steven Rosenberg, Lutz Buellesfeld, Eberhard
Grube, L. Kristin Newby, Geoffrey S. Ginsburg, and William E. Kraus. Correlation of
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Peripheral-Blood Gene Expression With the Extent of Coronary Artery Stenosis / CLINICAL
PERSPECTIVE. Circulation: Cardiovascular Genetics, 1(1):31::?:8, October 2008,
Ramachandran 8. Vasan and Calum A. MacRae. A dream, a journey, and a promise: the
inauguration of Circulation: Cardiovascular Genetics. Circulation. Cardiovascular genetics,
1(1):1:2', October 2008; Daphne, Maroeska M. Rovers, Diederick E. Grobbee, Joannes J.
Marx, Jill Waalen, Christina Ellervik, Borge G. Nordestgaard, John K. Olynyk, Peter R.
Mills, James Shepherd, Bernard Grandchamp, Jolanda M. Boer, Calogero Caruso, Marcello
Arca, BeatJ. Meyer, and Yvonne T. vander Schouw. Mutations in the HFE gene and
cardiovascular disease risk: an individual patient data meta-analysis of 53 880 subjects.

l,1'
Circulation. Cardiovascular genetics, 1(1):43x50, October 2008).

Narist ¢etnosti védeckych praci v roce 2009, zabyvajicich se akutnim infarktem myokardu,
ukazuje nejen narGstajici zajem o tuto problematiku, ale také zdvaznost studovaného tématu
(Kahraman Tanriverdi and Jane E. Freedrqan. Blood and Cardiovascular Disease.
Circulation: Cardiovascular Genetics, 1(1):7:9, October 2008). Také daldi védecké prace
hiedaji v posledni dob& pfitinné vztahy mezi projevy nékterych gent a vznikem akutniho
infarktu myokardu (AIM). To, Ze se jedna o komplexni proces, zahrnujici celou fadu gend ¢&i
pouze jejich &asti (polymorfni mista), je vieobecnd zniamo. Jsou popsany polymorfismy ve
struktufe endotelidlniho riistového faktoru, diskriminujici pacienty s AIM, u nich se vyvinulo
srdeCni selhani (Panagiotis Douvaras, Dionisios G. Antonatos, Kiriaki Kekou, Sotirios
Patsilinakos, George Chouliaras, Apostolos Christou, Anastasios Andrikou, and Emmanuel
Kanavakis. Association of VEGF gene polymorphisms with the development of heart failure

in patients after myocardial infarction. Cardiology, 114(1):1 1;:1 8, 2009).

Je popsan vliv akutni koronarni okluze na uvolfiovani aterialntho natriuretického peptidu,
ktery puisobi na vasodilataci, natriurézu a zanétlivou odpovéd, ¢imz zvy3uje rozsah infarktu
myokardu a mortalitu (Aiilyan K. Houng, Rachel A. McNamee, Attila Kemer, Pailavi
Sharma, Almois Mohamad, Jonathan Tronolone, and Guy L. Reed. Atrial natriuretic peptide
increases inflammation, infarct size, and mortality after experimental coronary occlusion.
American journal of physiology. Heart and circulatory physiology, 296(3):H655:P'I661,
March 2009). Popisovana je rovnéZ exprese kininovych a jinych receptora (June Yun,
Michael J. Zuscik, Pedro Gonzalez-Cabrera, Dan F. McCune, Sean A. Ross, Robert Gaivin,
Michael T. Piascik, and Dianne M. Perez. Gene expression profiling of alpha(ib)-adrenergic

receptor-induced cardiac hypertrophy by oligonucleotide arrays. Cardiovascular research,
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57(2):4434455, February 2003), které podporuji aktivaci cirkulujicich mononukledrd u

pacientil s akutnim koronarnfm syndromem (AKS).

Zmény nalézané v extraceluldrni matrix jsou uréujici pro myokardialni remodelaci po IM.
Mohou byt vyznamnym faktorem pro zanétlivou odpoveéd’ a mohou piispivat ke stabilizaci a
kompenzatornim mechanizmim pro udrfeni srde¢niho vydeje. Ovliviiuji téZ angiogenezi,
proliferaci a diferenciaci bun¢k (Fabio D’Aguiar D. Mataveli, Sang Won W. Han, Helena
Bonciani B. Nader, Aline Mendes, Rose Kanishiro, Paulo Tucci, Antonio Carlos C. Lopes,
Jose Carlos Costa C. Baptista-Silva, Ana Paula Cleto P. Marolla, Leonardo Pinto P.
de Carvalho, Priscila Martins Andrade M. Denapoli, and Maria Aparecida da Silva A. Pinhal.
Long-term effects for acute phase myocardial infarct VEGF165 gene tran§fer cardiac
extracellular matrix remodeling. Growth factors (Chur, Switzerland), 27(1):22::31, February
2009). Objevuji se i studie zaméfené na hledani konkrétnich polymorfisma ve struktufe DNA,
které by mohly mit pfimou souvislost s vyvojem ischemické choroby srdeéni (C. Federici,
N. Botto, S.Manfredi, A.Rizza, M. Fiandra, and M. Andreassi. Relation of Increased
Chromosomal Damage to Future Adverse Cardiac Events in Patients With Known Coronary
Artery Disease. The American Journal of Cardiology, 102(10): 12964?]'300, November 2008).

Recentni molekularng genetické (expresni) studie jsou provadény napi. na desitkach osob
s chronickym srde¢nim selhanim (Cappuzzello C., Napolitano M., Arcelli D., Melillo G.,
Melchionna R., DiVito L., Karlini D., Silvestri L., Brugaletta S., Liuzzo G., Crea F.

Capogrosso M.C.: Gene expression profiles in perlpheral blood mononuclear cells of chronic
heart failure patients, Physiol. Genomics, 2009, 38: 233-1240), na pacientech s onemocnénim
korondrnich artérii (Meier P., Antonov J., Zbinden R., Kun A., Zbinden S., Gloekler S.,
Delorenzi M., Maggi R., Seiler C.: Non-invasive gene-expression-based detection of well-
developed co[lateral function in individuals with and without coronary artery disease, Heart,
2009, 95: 900-908 Erdmann J., Grosshennig A., Braund P.S., ef al.: New susceptibility locus
for coronary artery disease on chromosome 3q22.3, Nat. Genet., 2009, DOI:10.1038/ng.307;
Tregouet D.A., Konig LR., Erdmann J., et a/.: Genome-wide haplotype association study
identifies the SLC22A3-LPAL2-1.PA gene cluster as a risk locus for coronary artery disease,
Nat Genet, 2009, DOI:10.1038/ng.314) &i na sekreénim materialu osob s chronickou ischémii
(Jozeta Dabek, Aleksander Owczarek, Zbigniew Gasior, Rafal Ulezok, Mariusz Skowerski,
Andrzej Kulach, Urszula Mazurek, and Andrzej Bochenek. Oligonucleotide microarray
analysis of genes regulating apoptosis in f:hronically ischemic and postinfarction

1z
myocardium. Biochemical genetics, 46(5-6):241+247, June 2008).
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Nekolik védeckych tymii v éele s mezindrodnim konsorciem pro genetiku infarktu myokardu
(Myocardial Infarction Genetics Consortium, http://www.nature.com/ng; David Seo,
Geoftrey S. Ginsburg, and Pascal J. Goldschmidt-Clermont. Gene Expression Analysis of
Cardiovascular Dlseases Novel Insights Into Biology and Clinical Applications. J Am Coll
Cardiol, 48(2): 227#235 July 2006; David Seo, Tao Wang, Holly Dressman, Edward E.
Herderick, Edwin 8. Iversen, Chunming Dong, Korkut Vata, Carmelo A. Milano, Fabio Rigat,
Jennifer Pittman, Joseph R. Nevins, Mike West, and Pascal J. Goldschmidt-Clermont. Gene

Expression Phenotypes of Atherosclerosis. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 24(]0):19221:?"

1927, October 2004) se zabyva genetickymi asociaénimi studiemi ve vztahu k infarktu
myokardu (Iris M. Heid, Eva Boes, Martina Miiller, Barbara Kollerits, Claudia Lamina,
Stefan Coassin, Christian Gieger, Angela Déring, Norman Klopp, Ruth Frikke-Schmidt, Anne
Tybjerg-Hansen, Anita Brandstitter, Andreas Luchner, Thomas Meitinger, Wichmann, and
Florian Kronenberg. Genome-Wide Association Analysis of High-Density Lipoprotein
Cholesterol in the Population-Based KORA Study Sheds New Light on Intergemc Regions /
CLINICAL PERSPECTIVE. Circulation: Cardiovascular Genetics, I(1): 10+20 October
2008; Gudbjartsson D.F., Bjornsdittir U.S., Halapi E., et al.: Sequence variants affecting
eosinophil numbers associate with astma and myocardial infarction, Nat.Genet., 2009, DOI:
10.1038/ng.323; Ozaki K., Sato H., Inoue K., et al.; SNPs in BRAP associated with risk of
myocardial infarction in Asian population, Nat. Genet., 2009, DOI:10.103 8/ng.326).

Snaha vias predikovat nastupujici ptiznaky infarktu myokardu (postupné nastupujici stres
vyvijejici se aZ do 3oku) je dnes Fesena klinickou diferencialni diagnostikou, funkénimi testy,
resp. statimovym meéfenim zéakladnich biochemickych markert pro AIM. Toto uZivané
schéma diagnostiky je pouZivano (u pacienta pfi prvni uddlosti) bez jakékoliv moZnosti
monitorovat (predikovat) celkovy stav organismu v obdobi pfed AIM. Pfesnéjsim
charakterizovanim zakladniho expresniho profilu pacienta pieZivajiciho i nepfezivajiciho
akutni stadium infarktu myokardu a jeho porovnanim s vybranymi osobami kontrolniho
souboru Ceské populace, se otevira do budoucna realna moZnost prﬁbezn::ho ekonomicky
dostupného sledovani osob pieZivajicich infarkt myokardu (obdobi do 318 mésict po prvni
a dalsi udalosti).

Pokusy o expresni analyzu a prib&’né monitorovani nejruzngjdich, piedeviim ale
nadorovych, onemocnéni ¢lovéka byly jiz uginény. Jsou dnes pfipravovany nejrizngjsi
selektivni expresni sady geni, které charakterizuji nejen aktualni stay organismu, ale také

mohou monitorovat Gsp&$nost a adekvatnost lé¢by (David T. Miller, Paul M. Ridker, Peter
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Libby, and David J. Kwiatkowski. Atheroscler051s The Path From Genomics to Therapeutics.
J Am Coll Cardiol, 49(15): 1589&1599 April 2007). Tyto snahy jsou zfejmé v poslednich
letech i v oblasti diagnostiky nékterych kardiovaskularnich poruch ¢lovéka (P. Meier,
J. Antonov, R.Zbinden, A.Kuhn, S.Zbinden, §. Gloekler, M. Delorenzi, R. Jaggi, and
C. Seiler. Non-invasive gene-expression-based detection of well-developed collateral function
in individuals with and without coronary artery disease. Heart, 95(1 1):900:39'08, June 2009;
Jozefa Dabek, Aleksander Owczarek, Zbigniew Gasior, Rafal Ulczok, Mariusz Skowerski,
Andrzej Kulach, Urszula Mazurek, and Andrzej Bochenek. Oligonucleotide microarray
analysis of genes regulating apoptosis in chronically ischemic and postinfarction
myocardium. Biochemical genetics, 46(5-6):24f§:§47, June 2008; Claudia Cappuzzello,
Monica Napolitano, Diego Arcelli, Guido Melillo, Roberta Melchionna, Luca Di Vito,
Daniele Carlini, Lorena Silvestri, Salvatore Brugaletta, Giovanna Liuzzo, Filippo Crea, and
Maurizio C. Capogrossi. Gene expression profiles in peripheral blood mononuclear cells of
chronic heart failure patients. Physiological genomics, 38(3): 233;:»240 August 2009), dosud

viak neni znama studie snaZici se predikovat prognézu pacienta s AIM.

V poslednich letech celosvétové vzristajici prevalence kardiovaskularnich chorob ¢lovika
motivuje stale intenzivngji védeckou vefejnost k hled4ni novych strategii diagnostiky a lé¢by
(James A. Wingrove, Susan E. Daniels, Amy J. Sehnert, Whittemore Tingley, Michael R.
Elashoff, Steven Rosenberg, Lutz Buellesfeld, Eberhard Grube, L. Kristin Newby,
Geoffrey S. Ginsburg, and William E. Kraus. Correlation of Peripheral-Blood Gene
Expression With the Extent of Coronary Artery Stenosis / CLINICAL PERSPECTIVE.
Circulation: Cardiovascular Genetics, 1(1): 31*38 October 2008; Peter R. Sinnaeve, Mark P.
Donahue, Peter Grass, David Seo, Jacky Vonderscher, Salah-Dine D. Chibout, William E.
Kraus, Michael Sketch, Charlotte Nelson, Geoffrey S. Ginsburg, Pascal J. Goldschmidt-
Clermont, and Christopher B. Granger. Gene expression patterns in peripheral blood correlate
with the extent of coronary artery discase. PloS one, 49), 2009; Ruby C. Y. Lin, Kate L.
Weeks, Xiao-Ming Gao, Rohan B.H. Williams, Bianca C. Bernardo, Helen Kirlazis,
Vance B. Matthews, Elizabeth A. Woodcock, Russell D. Bouwman, Janelle P. Mollica,
Helen J. Speirs, Jan W. Dawes, Roger J. Daly, Tetsuo Shioi, Seigo lzumo, Mark A. Febbraio,
Xiao-Jun Du, and Julie R. McMullen. Pi3k(p110alpha) protects against myocardial infarction-
induced heart failure: Identlﬁcatlon of pi3k-regulated mirna and mrna. Arterioscler Thromb
Vasc Biol, 30(4): 724&732 April 2010; Orfeas Liangos, Sophie Domhan, Christian Schwager,
Martin Zeier, Peter E. Huber, Francesco Addabbo, Michael S. Goligorsky, Lynn Hlatky,
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Bertrand L. Jaber, and Amir Abdollahi. Whole blood transcriptomics in cardiac surgery
identifies a gene regulatory network connecting ischemia reperfusion with systemic
inflammation. PloS one, 5(10), 2010) a vyuZivani novych technologif, jakymi jsou na ptiklad
meta-analyzy velkych souborii studovanych osob &i tzv. GWAS (Genome-wide association
studies) studii (John P. A. Ioannidis. Prediction of Cardiovascular Disease Outcomes and
Established Cardiovascular Risk Factors by Genome-Wide Association Markers / CLINICAL
PERSPECTIVE. Circulation: Cardiovascular Genetics, 2( 1):73{5, February 2009; Jeanette
Erdmann, Patrick Linsel-Nitschke, and Heribert Schunkert. Genetic causes of myocardial
infarction: new insights from genome-wide association studies. Deutsches Arzteblatt

international, 107(40):694:&—2699, October 2010).
Vysledky rozsahié GWAS studie (Myocardial Infarction Genetics Consortium, Sekar

Kathiresan, Benjamin F. Voight, Shaun Purcell, Kiran Musunuru e al. Genome-wide
association of early-onset myocardial infarction with single nucleotide polymorphisms and
copy number variants. Nature genetics, 41(3):334f3l41, March 2009) potvrdily asociaci
nékolika gend s rannym vyskytem akutniho infarktu myokardu, znichz n&které byly téz
potvrzeny analyzami naSich dat. Jedna se pfedeviim o gen PHACTRI (fosfataza a regulator
aktinu 1), ktery se ve srovnani s obecnou deskou populaci ukazuje na zkladg nagich dat jako
prediktivni u pacientdl, ktefi z kardiovaskularnich pfitin zemieli v pribéhu 6-mési¢niho
sledovani po primami srdeéni piihods, dale té2 gen MRPS6 (mitochondridlni ribozomaln{
protein), jehoZ varianty MRPL9, MRPL39, MRPL48, MRPS33 a MRPS30 byly statisticky
vyznamné také v naich datech, nikoliv vsak klinicky a neprosadily se do mnozin geni
s prediktivnimi vlastnostmi. Nejsou proto uvidény v nasich kone¢nych vysledcich. Varianty
WDR57, WDR61 a WDR75 genu WDR12 identifikovaného v této publikaci byly podobng
statisticky, nikoliv vsak klinicky vyznamné v nagich datech. Naopak geny CDKN2A,
CDKNZB identifikované v souvislosti sincidenci akutniho infarktu myokardu ve vyie
zminéné publikaci a dale napt. v publikaci autord Anna Helgadottir, Gudmar Thorleifsson,
Andrei Manolescu, Solveig Gretarsdottir, Thorarinn Blondal, Aslaug Jonasdottir, Adalbjorg
Jonasdottir, Asgeir Sigurdsson, Adam Baker, Amar Palsson, Gisli Masson, Daniel F.
Gudbjartsson, Kristinn P. Magnusson, Karl Andersen, Allan L Levey, Valgerdur M.
Backman, Sigurborg Matthiasdottir, Thorbjorg Jonsdottir, Stefan Palsson, Helga Einarsdottir,
Steinunn Gunnarsdottir, Arnaldur Gylfason, Viola Vaccarino, W, Craig Hooper, Muredach P.
Reilly, Christopher B. Granger, Harland Austin, Daniel J. Rader, Svati H. Shah, Arshed A.

Quyyumi, Jeffrey R. Guicher, Gudmundur Thorgeirsson, Unnur T horsteinsdottir, Augustine
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Kong, and Kari Stefansson. A common variant on chromosome 9p21 affects the risk of
myocardial infarction. Science (New York, N.Y.), 316(5830):1491:1493, June 2007, nebyly

v nadich datech v souvislosti s vyskytem akutniho infarktu myokardu zjistény.

Recentni publikace z roku 2010 naznaduji stoupajici zajem o aplikaci modermich metod pro
studium kardiovaskularniho systému ¢&lovéka, mezi néz se zafazuje 1 technologie
celogenomové expresni analyzy. Tato technologie umoziinje ziskavat informace o okamzité
odpovédi organismu na akutni stadia zavaznych, Zivot ohrozujicich, onemocnéni, jakymi jsou
napf. mrtvice &i infarkt myokardu. Dovoluje ndm sou¢asné i novy pohled na desetileti znamy
proces. VyuZitim mononukledrnich bun&k periferni krve jako zkoumaného materidlu se
naskyta redlnd moZnost ziskat expresni profily ze snadno a rutinné dostupného biologického
materialu a z t&chto profilti poté vytipovat ty signiftkantni hladiny genové exprese, které by
mohly charakterizovat urgita stadia onemocnéni. Takto z{skana data se daji v budoucnu pouzit
jako zaklad pro zlepseni diagnostického komfortu pacienta. Ze studif publikovanych na konci
roku 2009 a v prabéhu roku 2010 lze zminit prace, zabyvajici se (lohou hladin HDL a LDL
frakci cholesterolu &i celkového cholesterolu ve vztahu ke genetické predispozici
kardiovaskuldrnich chorob (Anna C. Calkin and Peter Tontonoz. Genome- Wide Association
Studies Identlfy New Targets in Cardiovascular Disease. Science Translational Medicine,
2(48): 48:-94 2010; Rong Yang, Lin Li, Sara Bretschger B. Seidelmann, Gong-Qing Q. Shen,
Sonia Sharma, Shaogi Rao, Kalil G. Abdullah, Kenneth G. Mackinlay, Robert C. Elston,
Qiuyun Chen, EricJ. Topol, and Qing Kenneth K. Wang. A genome-wide linkage scan
identifies multiple quantitative trait loci for HDL- cholesterol levels in families with premature
CAD and ML Journal of lipid research, 51(6): 14421-1451 June 2010), nebo prace snaZici se
predikovat vyznamné geny exprimujici se v aktunim stadiu mrtvice (Boryana Stamova,
Huichun Xu, Glen Jickling, Chery! Bushnell, Yingfang Tian, Bradley P. Ander, Xinhua Zhan,
DaZhi Liu, Renee Turner, Peter Adamczyk, Jane C. Khoury, Arthur Pancioli, Edward Jauch,
Joseph P. Broderick, and Frank R. Sharp. Gene Expression Profiling of Blood for the
Prediction of Ischemic Stroke. Stroke, 41(10):2171?2177, October 2010).

Nekolik praci se v roce 2010 zabyvalo hledanim genetickych pficin ¢i nejriznéjsich novych
biomarkerli  ventrikularni fibrilace, kterd byva pozorovana v akt'iml'm stadiu infarktu
myokardu a miZe mit vliv na pteziti pacienta (Connie R. Bezzina, Raha Pazoki, Abdennasser
Bardai, RoosF. Marsman, JonasS. de Jong, Marieke T. Blom, Brendon P. Scicluna,
J. Wouter Jukema, Navin R. Bindraban, Peter Lichtner, Arne Pfeufer, Nanctte H. Bishopric,
Dan M. Roden, Thomas Meitinger, Sumeet S. Chugh, Robert J. Myerburg, Xavier Jouven,
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Stefan Kadb, Lukas R. Dekker, Hanno L. Tan, Michael W. Tanck, and Arthur A. Wilde.
Genome-wide association study identifies a susceptibility locus at 21921 for ventricular
fibrillation in acute myocardial infarction. Nature genetics, 42(8):688%91, August 2010,
Feng Dong, Mazen Khalil, Matt Kiedrowski, Caitlin O’Connor, Erin Petrovic, Xiaorong
Zhou, and Marc S. Penn. Critical role for leukocyte hypoxia inducible factor- lalpha
expression m post-myocardial infarction left ventricular remodeling. Circulation research,
106(3): 601*610 February 2010; Yvan Devaux, Francisco Azuaje, Mélanie Vausort, Céline
Yvorra, and Daniel R. Wagner. Integrated protein network and microarray analysis to identify
potential biomarkers after myocardial infarction. Functional & integrative genomics,

r

10(3):329¢337, August 2010),

Do popfedi zdjmu se v poslednim roce dostava i otdzka, zda celkovy stres organismu pii
akutni fazi infarktu myokardu nezhorsuje vlastni prognozu pieZiti (Jessica M. Berthiaume,
Molly 8. Bray, Tracy A. McElfresh, Xiaoqin Chen, Salman Azam, Martin E. Young, Brian D.
Hoit, and Margaret P. Chandler. The myocardial contractile response to physiological stress
improves with high saturated fat feeding in heart failure. American Journal of physiology.
Heart and circulatory physiology, 299(2), August 2010). Jsou hledany souvislosti mezi
genetickymi pfi¢inami infarktu myokardu a chronickym onemocnenim ledvin (Tetsuo
Fujimaki, Kimihiko Kato, Kiyoshi Yokoi, Mitsutoshi Oguri, Tetsuro Yoshida, Sachiro
Watanabe, Norifumi Metoki, Hidemi Yoshida, Kei Satoh, Yukitoshi Aoyagi, Yoshinori
Nozawa, Genjiro Kimura, and Yoshiji Yamada. Association of genetic variants in SEMA3F,
CLEC16A, LAMA3, and PCSKZ with myocardial infarction in Japanese individuals.
Atherosclerosis, 210(2): 468*473 June 2010) ¢i atherotrombézou (Luca Andrea A. Lotta.
Genome-wide association studies in atherothrombosis. European journal of internal
medicine, 21(2): 74278, April 2010).

Studovan byl rovnéz vliv microRNA-molekul, které jsou popisovany jako negativni
regulatory genové exprese a recentni studie naznaduji, ze mohou hrat vyznamnou roli nejen
v rozvoji infarktu myokardu, ale i u dalfich kardiovaskularnich poruch ¢lovéka (Emanuela
Bostjancic, Nina Zidar, and Damjan Glavac. MicroRNA mlcroarray expression profiling in
human myocardial infarction. Disease markers, 27(6): 255#268 2009). Stale je diskutovana
biologicka role interleukinu 1 ve vztahu k dyslipidémii a riziku vzniku infarktu myokardu
(Bernard Keavney. The interleukin-1 cluster, dyslipidaemia and risk of myocardial infarction.

BMC medicine, 8(1):6+, January 2010).
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Populatng charakteristicky obraz rizikovych genetickych marker je diskutovan v fadé
recentnich publikaci (Paul M. Ridker, Guillaume Paré, Alex N. Parker, Robert Y. Zee,
Joseph P. Miletich, and Daniel I. Chasman. Polymorphism in the CETP gene region, HDL
cholesterol, and risk of future myocardial infarction: Genomewide analysis among 18 245
initially healthy women from the Women’s Genome Health Study. Circulation.
Cardiovascular genetics, 2(1): 26*33 February 2009; Tetsuo Fujimaki et al. Association of
genetic variants in SEMA3F, CLEC16A, LAMA3, and PCSK?2 with myocardial infarction in
Japanese individuals. Atherosclerosis, 210(2):468::;&73, June 2010). Jsou studovany i dalgi
typy genetickych variaci (SNP-single nucleotide polymorphisms a CNV-copy number
variations) ve vztahu ke vzniku a rozvoji infarktu myokardu (Myocardial Infarction Genetics
Consortium, Sekar Kathiresan, Benjamin F. Voight, Shaun Purcell, Kiran Musunuru ef .
Genome-wide association of early-onset myocardial infarction w1th single nucleotide

polymorphisms and copy number variants. Nature genetics, 41(3): 3343—341 March 2009).

V neposiedni{ fadé je nutno zminit také prace zabyvajici se infarktem myokardu na
experimentdlnim zvifeti (Jessica M. Berthiaume ef al. The myocardial contractile response to
phiysiological stress improves with high saturated fat feeding in heart failure. American
Journal of physiology. Heart and circulatory physiology, 299(2), August 2010: Dongsheng
z‘Hong, Xiaowei Zeng, Wei Xu, Jing Ma, Yinghui Tong, and Yan Chen. Altered profiles of
gene expression in curcumin-treated rats with experimentally induced myocardial infarction.
Pharmacological Research, 61(2): 142*148 February 2010; Zongjin Li, Kitchener D. Wilson,
Bryan Smith, Daniel L. Kraft, Fangjun Jia, Mei Huang, Xiaoyan Xie, Robert C. Robbins,
Sanjiv S. Gambhir, Irving L. Weissman, and Joseph C. Wu. Functional and transcriptional
characterization of human embryonic stem cell-derived endothelial cells for treatment of
myocardial infarction. PloS one, 4(12):e8443+, December 2009; Lisheng Zhang, Jessica J.
Connelly, Karsten Peppel, Leigh Brian, Svati H. Shah, Sarah Nelson, David R. Crosslin,
Tianyuan Wang, Andrew Allen, William E. Kraus, Simon G. Gregory, Elizabeth R. Hauser,
and Neil J. Freedman. Aging-related atherosclerosis is exacerbated by arterial expression of
tumor necrosis factor receptor-1: evidence frorp mouse models and human association studies.
Human Molecular Genetics, 19( 14):2754;—12766, July 2010; Lars Bochmann, Padmini
Sarathchandra, Federica Mori, Enrique Lara-Pezzi, Domenico Lazzaro, and Nadia Rosenthal.
Revealing new mouse epicardial cell markers through transcriptomics. PloS one, 5(6), 2010).

Prihlaska vynalezu PV 2009-872 navrhuje stanoveni prognézy pacienttt v akutnim stadiu

primdrniho infarktu myokardu stanovenim exprese alesponi jednoho genu ¢i genetického
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lokusu vybraného ze skupiny zahrnujici TCRA, LOC650751, LOC650761, PRR6 a TMEM98
ve vzorku periferni krve.
NiZe popsany vyndlez poskytuje sadu geni, kterd umoZiiuje stanoveni prognozy s vyssi

pfesnosti a lepsi klinickou shodou.

Podstata vynalezu

Pfedmétem pfedkliadaného vynalezu je zplisob identifikace osob v deské populaci se
zvySenym genetickym rizikem vyskytu akutniho infarktu myokardu, a popiipadé s nizkym
rizikem nasledného umrti v disledku kardiovaskularnich komplikaci do 6 meésict od

okamziku vyskytu akutniho infarktu myokardu.

Podstata vynalezu spoéiva vtom, Ze se v biologickém vzorku odebraném z téla pacienta

stanovi intenzita exprese sady genti a genetickych lokusi:

Referenéni hodnota
intenzity exprese

Nizev / SEQ ID (nizké n:;l;:)vyskytu Min. odchylka od ref.

Lokus RefSeq_ID No. stanovens na hodnoty exprese,

genu celogenomoveém / znadici zvysené riziko

oligonukleotidovém
cipu

OLIG2 NM_005806.2 1 6,88 -0,891
VNN3 NM 001024460.1 2 9,69 0,498
MS4A3 NM 006138.4 3 8,17 -0,635
CEBPE NM_001805.2 4 7,13 -0,447
FOS NM 005252.2 5 10,04 0,388
LIPA NM_000235.2 6 10,35 -0,373
LOC645649 | XM 928663.1 7 7,85 0,286
(M97723) M97723 8 6,92 0,382
EPASI1 NM_001430.3 9 6,75 -0,314
CLINT1 NM_014666.2 10 9,52 -0,246
MYCT1 NM 025107.1 11 5,43 -0,150
VPS29 NM 016226.2 12 10,64 -0,145
LOC130951 | NM 138804.2 13 5,20 -0,125

Postup stanoveni miry genetického rizika spoéiva v tom, Ze se zmé&fi intenzita genové exprese
v biologickém vzorku a jeji logaritmovana hodnota pii zakladu 2 se srovna s referenéni
hodnotou intenzity exprese uvedenou pro jednotlivé geny a genetické lokusy. V poslednim

sloupci tabulky je pro kazdy gen/lokus uvedena minimalni odchylka od referenéni hodnoty
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exprese, znacici zvySené tiziko. Je tfeba mit na paméti, Ze vypovidaci hodnotu ma sada jako
celek, nikoliv jednotlivé geny/lokusy, a tedy pro naplnéni kritéria zvyseného genetického
rizika je nutné, aby se u sledovaného pacienta hodnoty genové exprese lisily od hodnot

referencnich alesporn o pozadovanou hodnotu u viech genivlokusti v sadé.

Biologickym vzorkem odebranym z téla pacienta mohou byt napiiklad buriky periferni krve,

které jsou vyhodné predev8im pro minimalni invazivitu ziskéni potfebného materialu.

V ptipadé viech zde uvadénych geni a genetickych lokusti jsou min&ny geny a genetické
lokusy hybridizujici s odpovidajicimi sondami na celogenomovych &ipech Illumina. Sekvence
DNA kodujici mRNA uvadéné v pfedkladané prihlasce jsou uvadény podle dostupnych

katalogd pouze pro informaci.

Exprese genit a genetickych lokusii miiZe byt stanovena jakymkoliv zptisobem znamym
odbornikovi v daném oboru, napfiklad na celogenomovém nebo oligonukleotidovém ¢&ipu
(¢ipova microarray analyza, napf. i tiling &ipy), RT-PCR a gqPCR, Northern blot, RNA-Seq
(RNA  sekvenni zpracovani, Whole Transcriptome Shotgun Sequencing), SAGE
(mnohondsobna analyza genové exprese, serial analysis of gene expression), FISH
(fluorescenéni in-situ hybridizace), vyuzitim reportérovych geni, analyzou ribonukleasové
ochrany (Ribonuclease Protection Assay) & na firovni exprese translatovanych proteinti
metodou western blot, ELISA (enzymovad imunoanalyza, enzyme-linked immunosorbent
assay), vyuzitim GFP (zeleny fluorescenéni protein, green fluorescent protein), priatokovou

cytometrii ¢i imunohistologicky.

Pfedmétem pfedkladaného vynalezu je dale oligonukleotidovy &ip pro identifikaci osob se
zvydenym genetickym  rizikem vyskytu infarktu myokardu, obsahujici pravé sondy
hybridizujici s DNA ¢i RNA uvedené sady genit & genetickych lokusi. Oligonukleotidovy
¢ip muZe byt pfipraven napf. spotovanim & jakymkoliv jinym zplsobem znamym

odbornikovi v daném oboru.

Predkladany vynalez pfind3i moZnost identifikovat v €eské populaci jedince, ktefi maji
zvySené genetické riziko vyskytu akutniho infarktu myokardu, coZ umozni zacilit prevenéni a

sledovaci programy na jedince, kterym to piinese nejvétsi benefit, a moznost identifikovat
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jedince s nizkym rizikem dmrti v disledku kardiovaskuldrnich komplikaci v kratkodobém
horizontu po vyskytu akutniho infarktu myokardu umoZni efektivni vyuZiti lazkovych

kapacit.

Vyndlez je dale osvétlen na nasledujicich ptikladech provedeni, aniz Je jimi jeho rozsah
jakkoliv omezen.

A o0 !
CoraIku 1 veAr2szZch

Prehled

Obr. 1 ukazuje teplotni mapu gent identifikovanych v ramci experimentu genové exprese pro
kontrast AIM vs Kontroly.

Obr. 2 ukazuje kvantilovou diagnostiku linedrniho modelu pro logaritmovana data intenzit
genove exprese pfi zdkladu 2 (Q-Q grafy) a dale vulkanové grafy, které charakterizuji data na
zakladé logaritmu podild intenzit genové exprese ve studované a srovnavaci populaci (viz
dany kontrast) a na zakladé logaritmu $ance na diferencialni expresi pro dany gen &i

transkript. Dava komplexni pfedstavu o povaze diferencialni exprese pro dany kontrast,

Seznam sekvenci

SEQ ID No. 1: sekvence DNA kddujici mRNA genu OLIG2

SEQ ID No. 2: sekvence DNA kodujici mRNA genu VNN3

SEQ ID No. 3: sekvence DNA kodujici mRNA genu MS4A3

SEQ ID No. 4: sekvence DNA kédujici mRNA genu CEBPE

SEQ ID No. 5: sekvence DNA kédujici mRNA genu FOS

SEQ ID No. 6: sekvence DNA koédujici mRNA genu LIPA

SEQ ID Ne. 7: sekvence DNA kédujici mRNA genového lokusu LOC645649
SEQ ID No. 8: sekvence DNA odpovidajici RefSeq_[D M97723

SEQ ID No. 9: sekvence DNA kddujici mRNA genu EPASI

SEQ ID No. 10: sekvence DNA kédujici mRNA genu CLINT1

SEQ ID No. 11: sekvence DNA kodujici mRNA genu MYCTI

SEQ ID No. 12: sekvence DNA kodujici mRNA genu VPS29

SEQ ID No. 13: sekvence DNA kédujici mRNA genového lokusu LOC130951
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Ptiklady provedeni vynalezu

Ptiklad 1: Cipova analyza buné€k periferni krve pacientii smichané s RNA later na lidském

celogenomovém ¢ipu Human WG6-v2 Expression BeadChip firmy [llumina

Pozn. Kurzivou jsou oznadeny presné obchodni nazvy produktii ¢i specifické komponenty
produktii, které nemaji odpovidajici jednoznacné ceské ekvivalenty.

Sbér vzorku plné krve do RNAlater® (kat. & AM7024, Ambion, Applied Biosystems) byl
provadén tak, Ze vzorek nesrazlivé plné krve (2,4 m]) byl nejpozdeéji do 15 min od odbéry
smichan s RNAlater® Tissue Collection: RNA Stabilization Solution (7,6 ml). Vzorek byl
fadné promichan a poté pfesunut do mraziciho boxu -70 °C k dlouhodobému skladovani.
Izolace RNA pomoci kitu RiboPure™ -. Blood, Ambion Inc. (kat. &. AM1928, Ambion,
Applied Biosystems) byla provadéna tak, e vzorky byly vyndany zmraziciho boxu
a ponechany na ledu rozmrazit. Snazili jsme se vzdy Sestice vzorkfi jdouci na jeden éip
pfipravovat najednou. Pro izolaci RNA bylo pipetovéno 1,8 ml vzorku krve s RNAlater® do
2 ml zkumavky bez RNase. Vzorek krve v roztoku RNAlater®™ byl centrifugovan na 16 100 g
{13 200 rpm) 1 min. Supernatant byl odstranén véetné bilé faze tdsné nad peletem. Bunky
byly lyzoviny v 800 pl lyza¢niho roztoku a 50 ul roztoku acetatu sodného. Smés byla radnég
promichana na vortexu. Lyzat bungk byl extrahovan s 500 ul kyselého fenol:chloroformu.
Smés byla promichana 30 s na vortexu a ponechdna stat 5 min pfi laboratorni teploté. Smeés
byla centrifugovana na 16 100 g 1 min. Celd vodna faze, které bylo kolem 1,2 ml, byla
pienesena do nové 2 ml zkumavky bez RNase, znovu centrifugovana a vodna fize bez
jakékoli pelety odebrana do <isté zkumavky bez RNase. Bylo pfidano 600 ul 100% etanolu
a promich4no na vortexu. .
700 pl vzorku bylo pfeneseno na dodanou kolonku umisténou v kolekéni zkumavce a 5:210 S
centrifugovdno na 16 100 g. Kolekéni zkumavky byly vyprazdnény a znovu do nich byly
nasazeny kolonky. Do kolonek bylo naneseno dalsich 700 pl a poté zbytek vzorku a vidy 5¢°
10 s centrifugovéno na 16 100 g. Na filtry kolonek bylo naneseno 700 ul promyvaciho
roztoku 1 a 5-10 s centrifugovano na 16 100 g. Kolekéni zkumavky byly vyprazdnény
a znovu do nich byly vsazeny kolonky. Do kolonek bylo 2x naneseno 700 ul promyvaciho
roztoku 2/3 (ldhev musi byt doplnéna o 56 ml 100% etanolu) a 5:]'0 s centrifugovano na
16 100 g. Kolekéni zkumavky byly vyprazdnény a znovu do nich byly vsazeny kolonky,

centrifugovany, aby byla odstranéna veikera kapalina. Kolonky byly pfeneseny na oznacenou
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kolekéni zkumavku a naneseno 50 ul elucmho roztoku (ptedehfitého na 75|°C) 20 s
ponechano stit pfi laboratorni teplots a 2060 s centrifugovano na maximum. Pfi druhé eluci
dal$imi 50 pl eluéniho roztoku centrifugovano 1 min.
K RNA ve 100 pl elu¢niho pufru bylo ptidano 5 pl DNase pufru a 1 ul DNase I a ponechano
30 min inkubovat pri 37EC. KRNA po odstranéni DNA bylo ptidano 20 pul DNase
inaktiva¢ni reagencie. Smés byla jemné promichana na vortexu a ponechana 2 min stat pft
laboratorni teploté. B&hem této doby jests byla smés dvakrat promichdna.
Vzorek byl centrifugovan 1 min na 16 100 g V peleté byla DNase inaktivagni reagencie.
Roztok RNA byl ptenesen do nové zkumavky bez RNase.
Byla zméfena koncentrace RNA na Nanodropu, Thermo Scientific (1 pl), pfipadné ponechan
alikvot pro analyzu na Bioanalyzeru 2100, Agilent Technologies.
Po provedeni ¢ipové analyzy s takto oetfenymi vzorky RNA bylo zjisténo, ze diky pouziti
plné krve dochazi k preferenéni amplifikaci globinovych RNA a nedostateéné intenzite
stgndlu ostatnich genf. Proto byly vzorky RNA pietistény pomoci GLOBINclear™ Kitu
firmy Ambion (kat. & AM1980, Applied Biosystems):
Kcca 110 pl vzorku RNA isolované pomoci RiboPure™ Blood Kit, Ambion z plné krve
s RNAlater® bylo pfiddno 11 pl octanu sodného (RiboPure™), pfipadné 0,35 pl GlycoBlue
(AM9515, Ambion, Applied Biosystems) a 300 upl 100% ethanolu, vie bylo #adné
promichano. Vzorky byly uskladnény na 1 hpd v mrazicim boxu pii teplots —ZG°C Pak byly
centrifugovany pfi 16 100 g 30 min, 4{’C a supernatant byl opatrn& odstranén. Bylo prldano
0,7 ml ledového 70% ethanolu, vzorek vortexovan, centrifugovan 10 min pii 4ﬁC
a supernatant opatrné odstranén. Peleta byla rozpuiténa ve 14 pl vody bez nukleas (v 15 pl
pokud chceme v tomto kroku méfit koncentraci na Nanodropu).

V pritb&€hu to¢eni byly pfipraveny potfebné roztoky:
RNA vazebny puft: Byly ptidany 2 ml 100% isopropanolu do koncentrdtu vazebného pufru,
promichano a skladovano pti laboratorni teploté,
RNA promyvaci roztok: Byly pfidany 4 ml 100% etanolu do koncentratu promyvaciho
roztoku, promichano a skladovano p#i laboratorni teploté.
Kuli¢ky resuspendujici smés (! reakce / 6 reakci): 10 pt / 60 pul RNA vazebné kulicky, 4 ul/
24 pl pufru pro RNA kuli¢ky, 6 pl/ 36 ul 100% isopropanolu. Smés byla homogenizovana a
skladovana pfi laboratorni teploté.
Streptavidinové magnetické kulicky (30 ul / vzorek): do inkubatoru (SOP:C) byly vloZeny

zkumavky s 2x hybridiza¢nim pufrem a pufrem pro streptavidinové kulicky minimélné na
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I5 min, pfed pouZitim fadn& vortexovany. 6x 30 pl (180 pl) homogenizovanych
streptavidinovych magnetickych kuligek bylo pipetovino do ¢&isté 1,5 ml zkumavky,
centrifugovdno cca 2 sna meén€ nez 1000 g a zkumavka byla umisténa do magnetického
stojanku na dobu 3;5 minut (dokud neni roztok prisvitny). Supernatant byl opatrné odstranen
a pfiddno 6 x 30 pl (180 ul) pufru pro streptavidinové kuli¢ky pfedehtatého na 50 C, tadné
vortexovano a ponechano 1nkubovat po dobu nejméné 15 min pti 50 °C pied dal§im pouZitim.
Ke vzorkim RNA ve 14 pl (1*10 ng) byl pfidan 1 pl Caprure Oligo Mix. Ke smési bylo
pfidano 15 ul 2x hybridizagniho pufru predehatého na SOEC. Vzorky byly krétce vortexovany
a rychle centrifugovany pti max. 1000 g a ponechany inkubovat pfi S(jizC po dobu 15 minut
(dojde k hybridizaci s globinovou mRNA).

Pripravené streptavidinové magnetické kulitcky umisténé v inkubatoru byly jemné¢
vortexovany a centrifugovany méné nez 2 s na max. 1000 g. Ke kazdému vzorku RNA bylo
ptidéno 30 pl pfipravenych streptavidinovych magnetickych kulidek, smési tadné proml'chz'my
vortexovanim, sto¢eny cca 2 sna 1000 g a ponechany inkubovat 30 min pii teploté 50{’C Po
vyjmuti z inkubatoru jemné vortexovany, centrrfugovany cca 2 s na max. 1000 g a zkumavky
umistény do magnetického stojanku na 3;5 min (dokud neni roztok priisvitny). Supernatanty
obsahujici celkovou RNA bez globinové mRNA opatrn¢ odstranény a preneseny do &istych
1 é?ml zkumavek.

Byl predehrat elu¢ni pufr na SS_EC. Ke kaZzdému RNA vzorku bylo ptidano 100 ul RNA
vazebného pufru. Kulitky res".uspendujici smeés fadné homogenizovana vortexovinim
a nasledné pfidano 20 ul smési ke kazdému vzorku. Smés 10 s fadns vortexovdna, aby doslo
k navazani RNA na kuhcky, centrlfugovana cca 2 s na 1000 g. Zkumavky byly umistény do
magnetického stojanku na 3x5 minut (dokud neni roztok prisvitny). Opatrné byly odstranény
vedkeré supernatanty. Zkumavky byly vyjmuty z magnetického stojanku. AZ poté bylo ke
kazdému vzorku pfidano 200 ul RNA promyvaciho roztoku, fadné 10 s vortexovano, kratce
a jemné sto¢eno (viz vysde). Zkumavky se vzorky umistény do magnetického stojanku na 3125'
minut nez doslo k usazeni magnetickych kuli¢ek s navézanou RNA, opatmé byl odstranén
veSkery supernatant a zkumavky vyjmuty ze stojanku. Zkumavky kratce a jemné stoceny,
umistény zpét do magnetického stojanku a malou Spickou byla odstranéna veskera kapalina.
Zkumavky se vzorky vyndany z magnetického stojanku a oteviené nechany 5 min na vzduchu
oschnout. Ke kazdému vzorku ptidano 30 pl elu¢niho pufru piedehfatého na 5&_‘_"C, fadné 10 s
vortexovano a smés inkubovina 5 min pfi 5&‘?(3. Radné 10 s vortexovano a kratce a jemné

centrifugovano (cca 2 s na 1000 g). Vzorky byly umistény do magnetického stojanku na 3 az




17

5 minut nez doslo k usazeni magnetickych kuli¢ek. Supernatant obsahujici pfe¢isténou
celkovou RNA byl opatrné odebran do &stych 1,5 ml zkumavek.
Kritickym parametrem se stal pomér absorbanci u 260 nm ku 230 nm, ktery ma byt pro
¢ipovou analyzu vy$si nez 1,5. Pro zajiSténi dostatedné kvality musela byt provadéna finalni
ctanolova precipitace. K cca 30 ul vzorku RNA isolované pomoci RiboPure™ Blood Kit,
Ambion zplné krve s RNAlater® precisténé kitem GLOBINclear™ Whole Blood Kit byly
pfidany 3 pl octanu sodného (RiboPure™ a 85 ul 100% etanolu. Radné promichano a vzorky
uskladnény pfes noc v mrazicim boxu pii teplote —Z(fC. Rano centrifugovano pti 16 100 g
30 min, 4{’.C, Supernatant opatrné odstranén, peleta promyta 0,7 ml vychlazeného 70%
etanolu, vzorek vortexovan, centrifugovan 15 min pii 41§C a pot¢ veskery supernatant opatrné
odstranén. Pelety rozpustény ve 14 Hl vody bez nukleas ¢i dle velikosti pelety a vstupni
koncentrace ve vétsim objemu. Byla zméfena koncentrace pregistené a pfesrazené RNA na
Nanodropu (1 pl), integrita stanovena pomoci Bioanalyzeru 2100, Agilent Technologies
(L pl) - Agilent RNA 6000 Nano/Pico Kit (kat, &. 5067-151 1/5067-1513).
Pokud to bylo =z hlediska vychoziho materidlu mozné, aby kvantitativni i kvalitativni
parametry byly v pofadku (RIN > 7: Az60n280nm > 1,85 Assorzzonm > 1,5), byla pfipravena RNA
dale amplifikovana pomoci Hluming® TotalPrep RNA Amplification Kit, Ambion (kat. ¢&.
IL1791). Systém biotinem oznagi amplifikovanou RNA k hybridizaci na ¢ipech. Protokol se
skladd z reversni transkripce s vyuZitim oligo(dT) primeru pro syntésu cDNA obsahujici T7
promotorovou sekvenci. K ziskané cDNA je syntetizovan druhy fetézec pii vyuziti DNA
polymerasy a RNasy H. Pre¢istény cDNA produkt vstupuje do in-vitro transkripce s T7 RNA
polymerasou. Vysledna cRNA Jje nésledné predisténa od neinkorporovanych nukleotidi, soli,
enzymi a anorganického fosfatu. Vstupni mnozstvi RNA, které Jsme vyuZivali pro
amplifikaci, bylo 150 ng v maximalng 11 pl. Pro jednotlivé kroky byl vyuzit DNA Engine
Dyad Peltier Thermal Cycler, Bio-Rad Laboratories.
RNA vzorky o objemu 11 pl (150 ng RNA) byly umistény do sterilnich 0,2 ml zkumavek bez
RNas. Ptipadné¢ byly do daného objemu nafedény vodou bez nukleas. Pfi laboratomni teploté
byl pfipraven master mix pro reversni transkripci - syntézu jednoretézcové DNA:

1ul  T7 oligo(dT) primer

2ul  10x pufr pro prvni fetézec (objemy jsou udany na jednu 20 ul reakei)

4ul smeés dNTP (slozky byly pfidavany v daném pofadi)

[ pl  inhibitor RNas

I'ul ArrayScript (enzym).
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Master mix byl jemné vortexovan a kratce centrifugovan (5s). Bylo ptidano 9 ul master mixu
do kazdého vzorku RNA, ditkladn& promichéno pipetovanim (21:3')() a 3¢4x cvinknuto do
zkumavek. Kritce centrifugovano a umisténo do bloku cykleru (42°C) Reakce byly
inkubovany 2 hbd pii 42°C poté kritce stodeny a dany na led (41°C)
Na ledu byl pfipraven master mix pro syntézu druhého fetézce cDNA:
63 pl  voda bez nukleas
10 ul - 10x pufr pro druhy fet&zec (objemy jsou udany na jednu 100 pl reakei)

4l smés dNTP (slozky byly pfiddvany v daném potadi)

2yl DNA polymerasy

1 ul RNasy H.
Master mix byl jemné& vortexovan a kratce stoden (5s). Bylo pfidanc 80 ul master mixu ke
kazdému vzorku, dikladng promichano pipetovanim (2:2‘;:() a 3:§x cvimknuto do zkumavek.
Kratce centrifugovéno, umisténo do predem vychlazeného bloku cykleru na I6fC Reakce
byly inkubovany 2 hpd pti 16°C poté 41°
Ziskana cDNA byla piediténa. Centrifugace byly provadény pii 10 000 g a laboratorni
teploté (otaCky nesmi piekrocit 16 000 g, doslo by k poskozeni sklenéného filtru a vlakna
filtru by mohla kontaminovat eluat). Bylo predehfato dostatetné mnozstvi vody bez nukleas
pro eluci na 55i°C (pfi teploté > 585 C dochazi k &astedné denaturaci ¢DNA) nejméné 10 min
pfed pouzitim. Do promyvaciho pufru bylo pfidano 24 ml etanolu.
Ke vzorkiim CDNA bylo pfidano 250 pl ¢DNA vazebného pufru, dikladné promichéno
pipetovanim (2!3)() 3»\4x poklepano na zkumavky a kratce stogeno. Kolonky byly umistény
do dodanych promyvacich zkumavek a na Jejich stfed naneseny vzorky (cDNA s cDNA
vazebnym pufrem). Centrifugovano 1 min 10 000 g, eluat byl zlikvidovan. Na kazdou
kolonku bylo aplikovano 500 ul promyvaciho pufru, centrifugovano 1 min 10 000 g a ecluat
byl zlikvidovan. Vzorky na kolonkéch byly opétovné 1 min centrifugovany 10 000 g
(odstraneéni veskerého promyvaciho pufru). Kolonky s cDNA byly ptendany do eluénich
zkumavek. Na stfed kolonek bylo naneseno 10 ul vody bez nukleas vytemperované na SSfC,
nechano 2 min stat pfi laboratorni teploté a pot¢ centrifugovano 1,5 min 10 000 g. Na stred
kolonek byl nanesen druhy alikvot predehiaté vody bez nukleas - 9 pl, centrifugovano 2 min
10 000 g.
Ziskana dvouretézcova DNA v cca 17,5 1l vody z vysledného eludtu byla pouzita pro in-vitro
transkripei. Pfi laboratorni teploté byl ptipraven master mix pro syntézu cRNA:

25ul T710x reakﬁm;pufr {objemy jsou udafly na jednu 25 ul reakei)
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25ul smés T7 enzymu (slozky byly ptidavany v daném potadi)

2,5ul  smés biotinem zna¢enych NTP.
Master mix byl jemné vortexovan a kratce stocen (3s). Bylo pfidano 7,5 pul master mixu ke
kazdému vzorku cDNA, dikladng promichdno pipetovanim (2?5)() a 3:21'x cvrnknuto do
zkumavek Vzorky krétce centrifugovany a umistény do bloku cykleru, kde byly inkubovany
pii 37'°C po dobu 14 hpq, poté 4?C Reakce byly ukoné&eny ptidanim 75 ul vody bez nukleas
ke kazdému vzorku cRNA a dikladng, ale jemne, vortexovany.
Pii nasledném pie¢idténi doslo k odstranéni enzymil, soli a neinkorporovanych nukleotidq.
Centrifugace byly provadény pi 10 000 g pii laboratorni teploté (ota&ky nesmi prekro¢it
16 000 g, do3lo by k poskozeni sklenéného filtru a viikna filtru by mohla kontaminovat
eluat). Bylo pfedehiato dostateéné mnozstvi vody bez nukleas pro eluci na 6@C nejméné
10 min pfed pouZitim a byly ptipraveny kolonky do sbémych zkumavek. Ke kazdému vzorku
ve 100 pl byle pfidano 350 ul ¢cRNA vazebného pufru. Thned bylo pfiddno 250 pl 100%
etanolu, vzorky 3x promichany pipetovanim, ale nevortexoviany a necentrifugovany. Po
smiseni etanolu se vzorkem byla smés pfenesena na stfed pfipravenych kolonek,
centrifugovano ! min 10 000 g, eluat byl zlikvidovén. Na stied kazdé ¢cRNA kolonky bylo
aplikovano 650 pl promyvaciho pufru, centrifugovano 1 min 10 000 g a eluat byl zlikvidovan,
Zkumavky
s kolonkami byly centrifugovany dalsi 1 min 10 000 g (odstranéni vedkerého promyvaciho
pufru) a kolonky poté byly umistény do novych sbémych zkumavek. Na stied kolonky bylo
naneseno 100 pl vody bez nukleas vytemperované na GQSC, nechdno 2 min stat pii laboratorni
teploté a centrifugovano 1,5 min 10 000 g.
Byla zméfena koncentrace amplifikované cRNA na Nanodropu (1 ul). Pokud byla nizsi nez
150 ng/pl &i byl nizky pomér absorbanci u 260 nm ku 230 nm, tak byly vzorky precipitovany.
Ke vzorku pfecisténé cRNA byla pridana 1/10 objemu 3M CH;COONa, pH 5,2, RiboPure™
(10 pl) a 2,5 nasobek objemu 100% etanolu (275 ul), dikladné promichano a ponechéano
60 min v mrazicim boxu pfi —20°C Vzorky byly centrifugovany na 16 100 g po dobu 30 az
60 min pfi 4-°C a opatrn€ byl odstranén supernatant. Pelety byly promyty 500 ul 70% etanolu,
zkumavky centrifugovany na 16 100 g po dobu 15 min pri 4°C, supernatant opatrné
odstranén, pfipadné byly znovu rychle centrifugovany a odstranény i zbytky etanolu. Pelety
cRNA byly ponechany cca 2 min na vzduchu, aby oschly. Poté byly suspendovany

v poZadovaném objemu vody bez nukleas (> 12 ul).
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Vytézek zavisel na mnostvi a kvalite poly(A)RNA v celkové RNA. Byla zmeéfena
koncentrace na NanoDropu (1 pl) a stanoven profil délek cRNA pomoci Bloanalyzeru 2100,
Agilent (1 pl), ktery ma byt mezi 250n5500 nt s vétSinou cRNA mezi IOOO-I 500 nt.

Pokud byla finalni koncentrace cRNA > 150 ng/ul a profil v potadku, byly vzorky pouzity pro
hybridizaci na Human WG6-v2 Expression BeadChip firmy Illumlna

Byla pfedehfata hybridiza¢ni pec s vykyvnou ploinou na 58§°C alespoti 1 hpd pfed pouzitim.
Vzorky byly pfipraveny tak, aby vstupni mnozstvi cRNA do hybridizace bylo 1,5 pg.
Maximalni mozny objem je 10 pl, pfipadné vzorky na tento objem byly doplnény vodou bez
nukleas a promichany. Po dobu 10 min nechdny stat pii laboratorni teploté, aby doslo
k fAdnému rozpusténi. Do hybridizaéni pece vytemperované na S&EC byly na 10 min viozeny
zkumavky s GEX-HYB a GEX-HCB (pro rozpusténi skladovanim precipitovanych soli). Ke
kaZdému vzorku 1,5 pg cRNA v 10 gl vody bez nukleas bylo ptidano 20 ul GEX-HYB, byly
Jemné vortexovany a rychle centrifugovany.

HMllumina Hyb Chamber Basket byl umistén do BeadChip Hyb Chamber. Bylo pipetovano
200 pl GEX-HCB do kazdého ze dvou reservoart pro zvlh&ujici pufr v kazdé Hyb Chamber.
Pufr byl davén pouze do komor, kterd byly pouzZity. Hyb Chamber byl utésnén vikem
a nechén pfi laboratorni teploté (~2£.§C) nez byly ¢ipy dany do Hyb Chamber. Na laboratorni
teplotu vytemperované ¢ipy byly vyndany zjejich obald (Human WGE-v2 Expression
BeadChip). Byly pouzivany vyhradné rukavice bez pudru. Cipy byly pinzetou drzeny za kryci
fdlii v oblasti barkédu, viozeny do Hyb Chamber Insert tak, aby jejich smér souhlasil se
symbolem barkodu na /nsertu.

Analyzované vzorky ¢cRNA smichané s GEX-HVB byly zahfaty na 6§-¢f’.C po dobu 5 min.
Jemné vortexovany a rychle centrifugovany, aby byla kapalina shromé?déna na dne
zkumavky. Pfed dal$im pouZitim vzorky ponechany p#i laboratorni teploté¢ vychladnout
a ihned poté byly pipetovany na &ipy.

Hyb Chamber Inserts obsahujici ¢ipy byly umistény do Hyb Chamber a bylo pipetovano
30 ul analyzovaného vzorku na vstupni otvor kazdé¢ho pole. Hyb Chamber opatmé uzavien
vikem a inkubovan v hybridiza¢ni peci pti 5855(1 po dobu 16 hodin s rychlosti kyvi plosiny
nastavenou na 5. Pred ukondenim prace v dany den byl jesté pfipraven 1x vysokoteplotni
promyvaci pufr ptidanim 50 ml 10x koncentrovaného zasobniho roztoku ke 450 ml vody bez
RNas. Teplota zahrlvamho bloku napinéného 500 ml 1x vysokoteplotniho promyvaciho pufru

byla nastavena na 55 °C viko bylo zavieno a ponechano hiat pfes noc.
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DalSi den byl ptipraven promyvaci roztok E1BC pfidanim 3 ml E1BC pufru do 1 1 vody bez
RNas. Na laboratorni teplotu byl predehiat blokovaci pufr EI (4 ml/&ip). Bylo pfipraveno
odpovidajici mnozstvi blokovaciho pufru E1 (2 ml/€ip) se streptavidin-Cy3 (2 ul zésobniho
roztoku o koncentraci 1 mg/ml na jeden ¢&ip). Byla pouZita jedna konickd zkumavka pro
viechny aktudln& zpracovavané Cipy a pred detekei byl tento roztok uchovavan v temnu.

Z hybridizaéni pece byla vyndana Hyb Chamber a rozebrana. Cipy byly ponotfeny do 250 ml
promyvaciho roztoku EIBC a byla z nich opatrng oddélana kryci foliec. Rozebrani a umisténi
v EIBC promyvacim roztoku bylo opakovano pro viechny aktualns zpracovavané gipy. Cipy
byly nasledné umistény do drziku, ktery byl za rukojet’ pfemistén do Hybex Waterbath Insert
obsahujiciho 1x vysokoteplotni promyvaci pufr pfes noc predehiaty na 55°C. Se zavienym
vikem byly ¢ipy bez trepani inkubovany 10 min. B&hem této inkubace bylo ptipraveno
250 ml promyvaciho roztoku E1BC v &isté barvici nadobé. Ihned po 10 min inkubaci
s vysokoteplotnim promyvacim pufrem byl drzak s ¢ipy pfesunut do ptipraveného &erstvého
promyvaciho roztoku E1BC. Drzak kratce a intenzivné v nadobé protfepan pohybem nahoru
a dold, poté na 5 min umistén na rotaéni tfepaCku na maximalni rychlost, pfi které
nedochéazelo k vydplichnuti roztoku z nidoby (120 rpm). Pfemistén do &isté barvici nadoby
5§ 250 ml 100% etanolu. Krétce a dislednd pomoci rukojeti drzaku byly ¢ipy proprény a poté
10 min tfepany na orbitalni tfepaéce p¥ maximalni rychlosti. Cipy byly pfemistény do &isté
barvici nadoby s250 ml promyvaciho roztoku EIBC, kritce a intenzivnd promichany
a tfepany na orbitalni tfepaéce po dobu 2 min. Cipy byly ptemistény do ptipravenych Wash
Tray se 4 ml blokovaciho pufru E1, diny na vykyvnou desku (analyzovana plocha se vzorky
musi vZdy sméfovat nahoru) a kyvany na stfedni rychlost po dobu 10 min. Cipy byly
ptendany do ¢isté Wash Tray se 2 ml blokovaciho pufru El + streptavidin-Cy3, prikryty
vikem a kyvany na stfedni rychlost dalsich 10 min. Cipy byly pfesunuty do piipravené &isté
barvici nadoby s 250 ml promyvaciho roztoku E1BC, kritce proprany a poté 5 min rotaéng
tiepany pii laboratorni teploté. Cipy v drzéku byly pfesunuty do centrifugy s rotorem na
mikrodesti¢ky a toéeny pii laboratorni teploté na 270 ref po dobu 4 min. Ususené &ipy byly
ihned skenovany pomoci Hlumina® BeadArray Readeru na skenovani faktor 1,0 a 1,5

a ziskana data jsou uchovivana na DVD a webovém GloZiti dat.

Ptiklad 2: Statistické vyhodnoceni expresniho profilu
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Predkladany vyndlez je dolozen vysledky, které Jsme obdrZeli na zakladé celogenomové
analyzy vzorkd periferni krve ziskanych od Jedincd hospitalizovanych v letech 20061:2'009
v Méstské nemocnici Caslav & kardiologické klinice v Pardubicich s diagnozou primarmniho
akutniho infarktu myokardu a parovych kontrolnich osob hospitalizovanych v Méstské
nemocnici v Caslavi ve stejném obdobi z divodu komplikaci pohybového ustroji. Vek
pfipadi byl omezen hranici 80 let. Parové kontrolni osoby nesmély mit pozitivni historii
vyskytu zivaznych kardiovaskuldrnich onemocnéni a byly k odpovidajicim p¥ipadim
vybirany tak, aby dochézelo k podstatné shods v rizikovych faktorech vyskytu akutniho
infarktu myokardu. Zejména byla pozadovana shoda v pohlavi, véku (kontroly mohly byt o
maximalng 5 let star3{ nez p¥ipady) a shodny musel byt té status diabetu mellitu a kufacky
status. Vzorky byly analyzovany pomoci technologie firmy [llumina, pficems? byly pouzity
Lipy verze 2 (Human WG6-v2 Expression BeadChip).

Ke genetickému vy3etfeni pacientd s akutnim infarktem myokardu byly zafazovany osoby,
které byly pfijaty &¢i ambulantné osetieny s diagnosou akutniho infarktu myokardu (AIM) na
pfijmové ambulanci Interniho oddéleni MN Céaslav. Do souboru byli rovnéZ zatazovani
pacienti, ktefi byli vezeni posadkou rychlé zachranné sluzby pfimo na Kardiologickou kliniku
v Pardubicich, kde byl na korondrni jednotce proveden odbé&r krevniho vzorku. Odbér byl
vZdy proveden po podepsani ,,Informovaného souhlasu® pacientem. Smichani vzork{ venézni
keve s RNAlater®, jejich uskladnéni a transport krevnich vzorkt byly provadény dle
pracovnich protokold v souladu s platnymi pravnimi pedpisy a veSkera data ke vzorkiim jsou
uloZena v pfisludnych databazich.

Akutni infarkt myokardu byl diagnostikovén na zakladé anamnestickych Gdaji, EKG kfivky a
laboratorniho prikazu nekrosy myokardu. Byl definovan jako bolest na hrudi nebo jeji
ekvivalent trvajici alespofi 10 min v poslednich 24-ti hodinach s elevaci useku ST na EKG
kiivce (STEMI), & bez elevaci ST (NONSTEMI). Biochemicky prikaz nekrozy byl
stanovovan v nasi laboratofi vy3etfenim Troponinu I. Jako pozitivni hodnotu Troponinu |
bylo povazovano ptekrogeni horniho limitu normalni hodnoty v ¢aslavské laboratofi, t. 0,3
ng/l. Jako pomocnd diagnostickdi metoda byla pouZivana echokardiografie k prikazu
regionalni poruchy kinetiky levé komory v povodi ,infarktové tepny*, Jako standardni panel
vysetrem pacientl s podezfenim na AIM byl vysetfovan T roponin [ okamzité pii pfijeti a dale
ve 4a6 hodinovém intervalu v prvnich 24 hodindch, AST, ALT, KO, koagulace (QT, APTT),
glykémie, iontogram, urea, kyselina mocova, lipidogram, CRP, u diabetikii HBA lc. VySetieni

CK a CK-MB mass a LD bylo provadéno nepravidelné dle uvazeni lékare.
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Studie zahrovala 3estim&sicéni sledovéni pacientdl s akutnim infarktem myokardu od
okamZiku jeho vyskytu. V navaznosti na zvoleny statisticky design byla skupina pacienti
s vyskytem akutniho infarktu myokardu rozd&lena na osoby, které z kardiovaskularnich pti¢in
zemiely v prib&hu Sestimési¢niho sledovani (AIMD6, 4 osoby) a na osoby, které prezivaly
déle (AIM, 41 osob), parové kontroly ¢italy dalich 45 osob. Tabulka 1 ukazuje vybrana data

osob v analyzovaném souboru a zakladni data ke Zpracovanym vzorktm.

Tabulka 1: Zakladni data k osobam z analyzovaného souboru a k analyzovanym krevnim
vzorkim odebranym z téla téchto pacienti

. C
D Vzorek | Pohlavi | Roénik | Exitus Dlab‘e tes Koufeni | (ng/ul) | RIN He

mellitus RNA cRNA
C129 AIM Muz 1948 Ne Ne Ano (20) | 24368 | 7,8 | 8522
C184 AIM Muz 1947 Ne Ne Ano (10) | 163,76 | 88 | 8813
C056 AIM Muz 1953 Ne Ne Ano(15) | 1092 | 74 | 13,577
P08 AIM Zena 1949 Ne Ne Ne 41,9 8.1 8,752
P009 AIM Muz 1951 Ne Ne Ano(2) | 286 7.1 5,108
C029 AIM Muz 1955 Ne Ne Ne 43,3 7,1 | 9,496
C048 AIM Zena 1960 Ne Ne Ne 1703 | 8,5 | 16,748
€099 AIM Muz 1951 Ne Ne Ne 2612 | 80 | 10,146
C170 AIM Zena 1929 Ne Ne Ne 404,7 | 6,1 | 2390
C172 AIM Zena 1931 Ne Ano Ne 353,0 | 7,7 | 8093
C181 AIM Zena 1934 Ne Ano Ne 1952 | 8.1 8,633
C069 AIM Muz 1941 Ne Ne Ne 1853 | 8,7 | 6,997
PO1L1 AIM Muz 1947 Ne Ne Ne 2452 | 69 | 4,194
Cl147 AIM Muz 1945 Ne Ne Ne 317,5 | 6,7 | 5,176
C005 | AIMD6 Muz 1939 Ano Ne Ne 89,5 8,1 7,351
C053 | AIMD6 | Zena 1935 Ano Ne Ne 3271 7,7 | 8,389
PO10 | AIMD6 | Zena 1928 Ano Ano Ne 1883 | 8.1 8,248
C185 AIM Muz 1937 Ne Ano Ne 191,54 | 82 | 7.695
C195 AIM Muz 1946 Ne Ano Ne 293,41 | 82 | 13,269
C284 AIM Muz 1953 Ne Ne Ano (20) | 210,06 | 7.4 | 8364
C194 AIM Muz 1933 Ne Ne Ne 160,62 | 8,0 [ 15856
C238 AIM Muz 1934 Ne Ano Ne 20488 | 7,8 | 8,750
C078 | AIMD6 Muz 1937 Ano Ano Ne 170,38 | 8,2 | 15901
C016 AIM Muz 1944 Ne Ne Ne 84 7,1 6,802
C074 AIM Muz 1943 Ne Ne Ne 2092 | 69 | 7.509
Po03 AIM Zena 1936 Ne Ne Ano(10) ] 113,8 | 68 { 7505
C037 AIM Zena 1933 Ne Ano Ne 2262 | 85 3,76
C036 AIM Zena 1934 Ne Ne Ne 31,4 6,2 | 2,986
C030 AIM Muz 1951 Ne Ne Ne 1522 1 87 | 3.186
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. C
1D Vzorek { Pohlavi | Roénik | Exitus lz::::;t:: Koureni | {ng/pl) | RIN cl{ll\gl A
RNA

C108 AIM Muz 1955 Ne Ne Ano(15) | 1979 | 7,5 | 10,566
Cl19 AIM Muz 1948 Ne Ne Ano (2) 365 7.1 | 6,499
C065 AIM Zena 1933 Ne Ano Ne 79,7 76 | 2,536
C039 AIM Zena 1959 Ne Ano Ne 4342 | 6,5 | 7,939
Cl125 AIM Muz 1928 Ne Ano Ne 1847 | 84 | 4,120
Cl139 AIM Muz 1939 Ne Ne Ne 126,5 | 84 | 7.674
C120 AIM Muz 1949 Ne Ne Ne 1036 | 87 | 4,480
C063 AIM Zena 1941 Ne Ne Ne 2829 | 8,5 | 4,526
C205 AIM Muz 1944 Ne Ano Ano (10) | 85,7 8.4 | 7,141
C174 AIM Muz 1950 Ne Ne Ne 12797 | 8,0 | 6,820
C182 AIM Muz 1954 Ne Ne Ano(40) | 9747 | 81 | 12,236
C289 AIM Muz 1957 Ne Ne Ne 213421 80 | 9,322
C019 AIM Zena 1930 Ne Ne Ne 36,59 | 7,7 | 3,043
Co13 AIM Muz 1939 Ne Ano Ne 194,74 | 7.9 | 4,813
C269 AIM Muz 1938 Ne Ne Ne 32041 | 82 | 4974
PO19 AIM Zena 1931 Ne Ano Ne 86,65 | 7,9 | 4,535
083 CTRL Muz 1947 Ne Ne Ano(5) | 186,6 | 8.4 | 15,045
€250 | CTRL Muz 1946 Ne Ne Ano(25) { 1004 | 7,7 | 1,907
C138 | CTRL Muz 1950 Ne Ne Ano(15) | 2909 | 7,1 | 6,189
€081 CTRL Zena 1949 Ne Ne Ne 58,4 6,7 | 9,044
Cl149 | CTRL Muz 1949 Ne Ne Ano(20) | 4739 | 7.6 | 5758
C014 | CTRL Muz 1955 Ne Ne Ne 51,74 | 7,2 | 2,403
Cl133 CTRL Zena 1960 Ne Ne Ne 177,2 8,6 9,447
C101 CTRL Muz 1951 Ne Ne Ne 23738 | 8,7 | 10,019
C109 | CTRL Zena 1928 Ne Ne Ne 302,8 | 85 | 9,941
Co22 CTRL Zena 1929 Ne Ano Ne 232,48 7.6 8,534
023 CTRL Zena 1931 Ne Ano Ne 223,54 | 8,1 | 4,486
C213 CTRL Muz 1941 Ne Ne Ne 12424 | 7.8 7,42
C282 CTRL Muz 1948 Ne Ne Ne 29768 1 7,0 | 3,988
C260 | CTRL Muz 1946 Ne Ne Ne 147,18 | 85 | 8,003
Co10 | CTRL Muz 1938 Ne Ne Ne 301,91 | 8,0 7.3
C163 CTRL Zena 1934 Ne Ne Ne 112,15 7.9 6,127
C208 CTRL Zena 1928 Ne Ano Ne 246,12 | 7.8 4,79
C348 CTRL Muz 1937 Ne Ano Ne 94,68 | 7.8 | 14.11
C304 CTRL Muz 1946 Ne Ano Ne 213,16 | 8,5 | 17,068
C302 CTRL Muz 1952 Ne Ne Ano (10) | 80,07 | 82 | 15,571
C098 | CTRL Muz 1932 Ne Ne Ne 2005 | 7.3 | 8272
€272 | CTRL Muz 1930 Ne Ano Ne 91,86 { 83 | 8,709
C287 | CTRL Muz 1936 Ne Ano Ne 1456 | 83 | 8272
C198 CTRL Mu? 1944 Ne Ne Ne 2703 | 72 732
C204 | CTRL Muz 1943 Ne Ne Ne 2498 | 6,6 | 8,982
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. C
1D Vzorek | Pohlavi | Ro¢nik | Exitus g::::;f: Koureni | (ng/pl) | RIN clill\gi A
RNA

C209 CTRL Zena 1937 Ne Ne Ano (10) 191 7.4 13,377
C124 CTRL Zena 1933 Ne Ano Ne 6491 | 86 | 2,198
C110 CTRL Zena 1934 Ne Ne Ne 207,59 | 8,0 437
C150 | CTRL Muz 1952 Ne Ne Ne 130,5 | 84 | 2,566
C058 CTRL Muz 1954 Ne Ne Ano(8) | 3274 | 92 | 6,875
C066 | CTRL Muz 1947 Ne Ne Ano(10y | 3454 | 62 | 8219
C118 CTRL Zena 1934 Ne Ano Ne 79,4 6,0 | 9,242
C210 | CTRL Zena 1960 Ne Ano Ne 5773 | 74 | 3,562
C310 | CTRL Muz 1929 Ne Ano Ne 127,05 | 8,5 | 6,859
C294 | CTRL Muz 1939 Ne Ne Ne 120,56 | 7,0 | 7.361
C187 CTRL Muz 1949 Ne Ne Ne 123,56 | 7,5 | 3,689
Col11 CTRL Zena 1940 Ne Ne Ne 28,12 | 7,3 | 2,632
Cl16 | CTRL Muz 1941 Ne Ano Ano(20) | 111,211 7.9 | 10,515
C274 | CTRL Muz 1950 Ne Ne Ne 209,68 | 7,8 | 4,306
Cl68 | CTRL Muz 1953 Ne Ne Ano(20) | 69,67 | 85 | 10,008
Co61 CTRL Muz 1955 Ne Ne Ne 164,27 | 83 8,27
C106 CTRL Zena 1928 Ne Ne Ne 27,9 8,3 5,31
C207 { CTRL Musz 1937 Ne Ano Ne 82,02 | 87 | 10,79
C206 | CTRL Muz 1934 Ne Ne Ne 1429t | 7.8 | 4,888
C221 CTRL Zena 1929 Ne Ano Ne 210,16 | 8,0 43

Tabulky 2 a 3 shrnuji popisné charakteristiky relevantnich klinickych a demografickych
idaji. Kompletni datovy soubor obsahoval zdznamy o 45 pacientech s primamnim vyskytem
akutniho infarktu, z toho 41 ve skupiné AIM a 4 ve skupiné AIMD6, a dale zaznamy o 45
kontrolnich pacientech. V datovém souboru bylo 60 muzi a 30 Zen. Ve skupiné AIM bylo 13
zen a 28 muzi, ve skupiné AIMD6 2 muzi a 2 Zeny a ve skupiné CTRL bylo 15 Zen a 30
muzi. Ve skupiné AIM bylo 10 kufiki a 31 nekufdkd, ve skupiné AIMD6 byly vSechny
osoby nekufaci a ve skupiné CTRL bylo 10 kufaka a 35 nekufakd. Co se ty¢e diabetu mellitu
I1. typu, ve skupiné AIM bylo 12 oscb s touto diagndzou a 29 bez ni, ve skupiné AIMD6 byly
2 osoby s touto diagnézou a 2 bez ni a koneéné ve skuping CTRL (Kontroly) bylo 14 pacient(

s touto diagndzou a 31 bez ni.

Tabulka 2: Poéty pacienti a procentudlni vyjadfeni zastoupeni popisnych charakteristik
kategorickych veli¢in

Proménna

IR ¥ d - ror .
TUOUCLY
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ve skupinach
AIM AIMDé6 Kontroly
Muzi 28 (68 %) 2 (50 %) 30 (67 %)
Pohlavi -
Zeny 13 (32 %) 2(50%) 15 (33 %)
Kufaci 10 (24 %) 0(0 %) 10 (22 %)
Koufeni
Nekufaci 31 (76 %) 4 (100 %) 35(78 %)
Diabetes ANO 12 (29 %) 2(50%) 14 (31 %)
mellitus II,
typu NE 29 (71 %) 2(50%) 31 (69 %)
Tabulka 3: Popisné charakteristiky spojitych veligin
Vék pacienta
Skupina N Primérna Smérodatni
hodnota odchylka
AIM 41 63,6 9,18
AIMD6 4 72,3 4,73
Kontroly 45 65,5 9,42

-
R
-

Vzorky venézni krve odebrané od pacientl byly zpracovavany postupem podle l:ﬁkladu 1.
Data genové exprese byla analyzovina pomoci linearnich modeld pro analyzu dat
z microarray experimentd ,,limma“ (Smyth, G. K.: Linear models and empirical Bayes
methods for assessing differential expression in microarray experiments, 2004, Statistical
Applications in Genetics and Molecular Biology 3, No. 1, Article 3, doi:10.2202/1544+*
6115.1027), navrZenych pro statisticky a graficky systém R (http://www.r-project.org)
vramci projektu Bioconductor (http://www.bioconductor.org). Data byla normalizovana
pomoci kvantilové normalizace (Smyth G.K. and Speed T.P.: Normalization of cDNA
microarray data, 2003, Methods 31, 265:5'73, doi:lO.1016/j.physletb.2()03.10.071). Sum
signalu na pozadi &ipu, u kterého se pfedpokladd normaini rozloZeni, byl odstranén pomoci
konvoluéniho modelu. Tento model piedpokladd, ze signdl z ¢ipi ¢teny pomoci skeneru je
smesi normélné rozdéleného Sumu a exponencialné rozdéleného signalu intenzit genové
exprese (Ritchie MLE., Silver J., Oshlack A., Holmes M., Diyagama D., Holloway A., Smyth
G.K.: A comparison of background correction methods for two-colour microarrays, 2007,
Bioinformatics 23, 2700::;3707, PMID:17720982).

Medicinskd hypotéza predpoklddala monost genetické determinace (predispozice) vyskytu

akutniho infarktu myokardu vzhledem k obecné Ceské populaci jak v populaci pacientt
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prezivajicich obdobi Sestimési¢niho sledovani (kontrast AIM vs Kontroly), tak téZ u pacientt
v tomto obdobi zemfelych (kontrast AIMD6 vs Kontroly). Podobné byla predpokladina vy&si
geneticka zatéZz u pacientt s vyskytem infarktu, ktefi zemieli v obdobi Sestimési¢niho
sledovani, v porovnani s populaci pacientd pieZivajici srdeéni piihodu dlouhodobéji (kontrast
AIMD6 vs AIM). Parovy statisticky design byl zvolen s cilem sni%it pocty odhadovanych
parametri, které by jinak bylo nutné zohlednit jako mozné zavidgjici faktory (pohlavi, vek,
vyskyt koufeni a diabetu mellitu) a dale odligit klinickou a genetickou komponentu
komplexniho rizika vyskytu akutni srdegni pfihody. Sila statistickych testd je navic v
parovém designu v porovnani s dvou- a vicevyb&rovymi plany statistickych studii typicky
vy§Si.
Vzhledem k tomu, Ze o Illumina ¢ipech je zndmo, Ze aktudlni naméfené hodnoty intenzit
genove exprese byvaji na jednotlivych Eipech plodné posunuty o neznamou konstantu, je tuto
skute¢nost nutné zohlednit v ramci statistické analyzy a odpovidajici korekéni konstanty je
tieba odhadnout v linedrnim modelu. Z tohoto ditvodu také neni vhodné uvazovat o
korelacich mezi naméfenymi hodnotami intenzit genové exprese a hodnotami klinickych
proménnych. Relevantn{ zavéry proto nutné vychdzeji pouze zvysledki obdrzenych
z linearniho modelu, kde jsou linearni efekty jednotlivych &ipi na hodnoty intenzit genové
exprese adjustovany. Linedrni statisticky model (limma) zohledfioval vliv pouzitého ¢ipu na
hodnoty intenzit genové exprese. Intenzity genové exprese vstupovaly do linearniho modelu
Jjako dvojkové logaritmy piivodnich hodnot. Obrazky 2a a 2b ukazuji diagnostiku linearniho
modelu pro logaritmovana data intenzit genove exprese pfi zakladu 2 pro viechny tii
uvaZované kontrasty pomoci Q-Q kvantilovych grafii. Ide4lni kvantilovy Q-Q graf by mél mit
shodné empirické a teoretické hodnoty kvantild, takze viechny zobrazené hodnoty by lezely
na pfimce. Q-Q grafy shodng potvrzuji, Ze pouZiti linearniho modelu je ve viech tfech
pipadech adekvatni. Linearni model maZeme schematicky popsat nasledovné:

log:(intenzita) ~ par + skupina,

piitemz proménna ,,par* identifikuje dvojici ptipadu a odpovidajici parové kontroly, ktera

byla vzdy umisténa na stejném Illumina ¢ipu. Proménna ,,skupina® kéduje pfislusnost

k populacim AIM, AIMD6 a Kontrol. Tento mode] je zobecn&nou verzi parového testu.
Mnoziny genii identifikované na zaklade vysledkll z lineamiho limma modelu byly dale
analyzoviny pomoci PAM modelu, s jehoZ pomoci byla pro kazdy kontrast zjisténa
podmnozina gend s prediktivnimi vlastnostmi v nezavislych vybérech. Linearnim modelem

dfive zji§téné mnoziny gend mohou a? ~PHIIS dobfe* vysvétlovat konkrétni data, ze kterych
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Jjsou vysledky odvozeny (tzv. »over-fitting®), oviem na dkor prediktivity v nezavislych
vybérech. K tomuto déelu byl vyuzit PAM model (-.Predictive Analysis for Microarrays*),
ktery pomoci kiizové validace a vyuZiti ,,shrinkage* principu identifikuje podmnozinu geng,
ktera by méla mit optimalni vlastnosti z hlediska ur¢ovani pravdépodobné ptislusnosti
sledovanych jedinci k nékteré ze sledovanych populaci (AIMD6, AIM a Kontroly).

Za diferencidlné exprimované byly obecné povazoviany geny, které splitovaly jak podminku
statistické vyznamnosti na hladiné 5%, tak té¥ klinické vyznamnosti, ktera pfedpoklada, Je
dvojkovy logaritmus podilu hodnot intenzjt genove exprese je v absolutni hodnot& v&ti{ nebo
roven jedné. Statisticka analyza prokazala statisticky i klinicky vyznamnou asociaci mezi
kratkodobou umrtnosti subjektil (v horizontu 6 mésict po primarni akutni srdedn{ pfihodé) a
jejich expresnim genovym profilem u 15 gend v piipadé diagnostického kontrastu AIMD6 vs
Kontroly a u 10 gend v ptipads prognostického kontrastu AIMD6 vs AIM. Prediktivni
diagnostickd mnozina genfi pro kontrast AIM vs Kontroly ¢itala 13 genii a v limma modelu
byla pouze statisticky signifikantni na hlading statistické vyznamnosti a = 0,10. Tuto mnoZinu

J1Z nebylo mo7né dale redukovat pomoci PAM modelu.

Popis vysledki

Geny resp. transkripty uvedené v nasledujicich tabulkach specifikuji  prediktivni
diagnostickou a prognostickou mno#inu genti pro kontrast AIM vs. kontroly, které byly
ziskany nasledujicim postupem: nejprve byla pomoci limma modelu (. Linear Models for
Microarray Data®, http://bioinf.wehi.edu.au/limma/) na arovni celého lidského genomu (na
[lumina ¢&ipech verze 2 bylo zmapovano celkem 25036 genii) identifikovina mnozina
statisticky (q-hodnota<0,05) i klinicky vyznamnych genii (|log,-fold change>1, tj. alespori
dvojndsobnd zména intenzity genové exprese smérem nahoru nebo dolii). Tato mnozina byla
nasledné redukovéana aplikaci prediktivniho PAM modelu (Prediction Analysis for
Microarrays, http://www—stat.stanford.edu/~tibs/PAM/), navrZzen¢ho k vyhledavani mnozin
gent s prediktivnimi vlastnostmi v nezavislych vybérech. Vyskyt opakovanych pozorovani
(Y. technickych replikati) u 7 pacientd byl na tdrovni /imma modelu ofetien pouzitim

smiSencho lineamiho modelu pro korelovana data, Sekvence sond jsou uvedeny v tabulce 5.

V Tabulce 4 je uvedena prediktivni mnoZina 13 gend identifikovana v ramci vynalezu, ktera

se vzhledem k obecné ¢eské populaci z hlediska genové exprese jevi jako diagnosticka ve
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smyslu zvySeného rizika vyskytu akutniho infarktu myokardu, bez fatalnich nasledku
v kratkodobém horizontu. Jedn4 se o sestavu gent, jejichz expresni intenzity, se ve skupinach
pacientii s vyskytem akutniho infarktu myokardu bez fatalnich nasledkd do 6 mésict od doby
vyskytu srdeéni ptihody (AIM) a pacientd kontrolnich (Kontroly) odlifovaly statisticky
vyznamné na hlading statistické vyznamnosti a=0,10. Tuto mnoZinu jiz nebylo mozné pomoci
prediktivniho modelu PAM dale redukovat.

MnoZina 13 gentl resp. lokust a transkripti byla stanovena na zakladg celogenomové analyzy
genove exprese vzorkl lidské vendzni krve odebrané z téla pacientd s primarnim vyskytem
infarktu myokardu. Primémé hodnoty logaritmované genové exprese pfi zakladu 2 v
populacich AIM a Kontrol jsou uvedeny v Tabulce 6. Simultanné sniZzen¢ hodnoty intenzit
genove exprese 9 gend/lokusti uvedenych v tabulkach (OLIG2, MS4A3, CEBPE, LIPA,
EPAS1, CLINTI, MYCT1, VPS29 a LOCI30951) a soutasné zvylené hodnoty genové
exprese u geni VNN3, FOS, LOC645649 a lidského T-buné&ného receptoru (RefSeq ID
»M97723%) vzhledem ke kontrolni obecné geské populaci, indikuji p¥islusnost pacienta
k rizikové populaci AIM. Obecng naznaCuji zvySené riziko vyskytu akutniho infarktu
myokardu bez fatalnich nasledkit v kratkodobém &asovém horizontu. Diagnéza na zakladg
exprese gend, stanovené jak je popsano v tomto vynalezu, by méla implikovat zvysenou
pozornost klinickym rizikovym faktori vyskytu akutniho infarktu myokardu (napf. vyskyt

diabetu mellitu, koufeni, nadvaha) a jejich cilené zvygené prevenci.

... _Tabulka 4: Prediktivni diagnosticka mnoZina genti pro kontrast AIM vs Kontroly

Niazev /

[llumina Primérni - Pravdépod.
ID Lokus RefSeq_ID exprese log:FC hodqnota Diff. Expr.

genu
1240136 | OLIG2 NM 005806.2 6,41 -0,891 0,0756 0,954
2810373 | VNN3 NM_001024460.1 9,98 0,498 0,0756 0,966
3400551 | MS4A3 NM 0061384 7.82 -0,635 0,0756 0,908
10332 CEBPE NM 001805.2 6,91 -0,447 1 0,0756 0,944
4250379 | FOS NM_ 0052522 10,27 0,388 ] 0,0756 0,974
1470070 | LIPA NM_000235.2 10,17 -0,373 ] 0,0756 0,978
4040148 | LOC645649 | XM 928663.1 8,01 0,286 | 0,0906 0,888
6940246 | (M97723) M97723 7,05 0,382 ] 0,0756 0,949
780243 EPASI1 NM_001430.3 6,63 -0314 1 0,0756 0,908
6370187 | CLINTI NM 014666.2 9,41 -0,246 | 0,0756 0,915
6280239 | MYCT1 NM 0251071 5,36 -0,150 ] 0,0756 0,921
3400170 | VPS29 NM _016226.2 10,57 -0,145 0,0756 0,912
4730343 | LOCI130951 | NM 138804.2 5,14 -0,125 10,0756 0,920

[llumina ID ... Illumina identifikator genu
RefSeq_ID ... NCBI Reference Sequence ID (**Accession number”)
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Primeérna exprese ... Priimérna hodnota intenzit genove exprese ve spojeném souboru

log:FC ... Dvojkovy logaritmus adjustovaného podilu intenzit ve skupinich AIMD6 a Kontrol

q-hodnota ... Storeyho adjustace dosazené hladiny vyznamnosti pro mnohonasobna porovnavini (Storey ID,
Tibshirani R. Statistical significance for genomewide studies. Proc Natl Acad Sci U S A. 2003 Aug
5;100(16):9440-5. Epub 2003 Jul 25, PubMed PMID: 12883005; PubMed Central PMCID: PMC] 70937.)
Pravdepod. Diferencidlni Exprese ... Pravdépodobnost, Ze sledovany gen je skutednd diferencialns €Xprimovan

Tabulka 5: Sekvence sond prediktivni diagnostické mnozZiny genii pro kontrast AIM vs

Kontroly

Illumina ID | Sekvence sondy Definice

1240136 CACAAATGGTAAACTCCTCC Lidsky oligodendrocytovy transkripéni faktor 2
ACGTGCTTCCTGCGTTCCGT (Homo sapiens oligodendrocyte lineage
GCAAGCCGCC transcription factor 2 (OLIG2)), mRNA.

2810373 GGCCCTGTATGGAAGAGTGT Lidsky vanin 3, transkripcni varianta 3 (Homo
TTGAGAAGGACCCTCCACGC sapiens vanin 3 (VNN3), transcript variant 3),
TTAGGGCAGG mRNA,

3400551 GTTGGCGAGTCTGAGAGCA | Lidské membranové domény 4, podrodina A,
AGCCCAAATGTGTTCTTCAA | élen 3, transkripéni varianta 1 (Homo sapiens
AGGACAATGGG membrane-spanning 4-domains, subfamily A,
member 3 (hematopoietic cell-specific)
(MS4A3), transcript variant ), mRNA.

10332 AGCAGCTCACCCAGGAGCT Lidsky CAAT/zesilovaé vazici protein, epsilon
AGACACCCTCCGCAACCTCT | (Homo sapiens CAAT/enhancer binding protein
TCCGCCAGATT (C/EBP), epsilon (CEBPE)), mRNA.

4250379 CCCAGTGACACTTCAGAGA Lidsky homolog v-fos FBJ myZiho onkogenu
GCTGGTAGTTAGTAGCATGT | virového ostaosarkomu (Homo sapiens v-fos
TGAGCCAGGCC FBJ murine osteosarcoma viral oncogene
homolog (FOS)), mRNA.

1470070 CCCGCTACTGTCGTTATTGA | Lidska lipdza A, lysosomalni kyselina,
TCACATCTGTGTGAAGCCAA | cholesterol esteraza, transkrip&ni varianta 2
AGCCCCGTGG (Homo sapiens lipase A, lysosomal acid,
cholesterol esterase (LIPA), transcript variant 2},
mRNA,

4040148 TGCAGGTCCTTTGTATGCTG Lidsky predpokladany protein LOC 645649
AGCGCCGGTCCCCTAGGCCC (PREDICTED: Homo sapiens hypothetical
ACTGTTGTTT protein LOC645649 (LOC645649)), mRNA.

6940246 GTACCGTCAGCAACCTGGAC Lidsky T-bunéény receptor (Human T-cell
AGAGCCTGACACTGATCGC receptor (V beta 4.1-variant, J beta 2.1, C beta
AACTGCAAATC 2)) mRNA.

780243 AGCTGCACGGCATTACCCCA | Lidsky endotelialni PAS doménovy protein |
CACAGGGTGGCAGAACTTG | (Homo sapiens endothelial PAS domain protein
AAGGGTTACTG 1 (EPAS1)), mRNA.

6370187 TGGCAAGGCTTCCTTCCGTG Lidsky klathrinovy interaktor 1 (Homo sapiens
TTTATCCCTGTAGCCATCAT | clathrin interactor 1 (CLINT1)), mRNA,
TTAAGTCAGG

6280239 AGTGGCTGTGAACGTCGAA Lidsky cil myc 1 (Homo sapiens myc target |
GCAACCTCAGCCTGGCCAGT (MYCT1)), mRNA.
CTCACCTTCCA

3400170 GCCCTGTTGCAGAGGCAATT Lidsky vakuolarni protein 29, transkripéni
TGATGTGGACATTCTTATCT | varianta | {Homo sapiens vacuolar protein
CGGGACACAC sorting 29 (yeast) (VPS29), transcript variant |),
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mRNA,

4730343 AATCCAAGCCTCATTTCAGA lesky pfedpokladany protein BC014602 (Homo
GCCTGTGCCCTTCCCACTAC sapiens hypothetical protein BC014602
ACCACCAGGC (LOC130951)), mRNA.

Tabulka 6: Primémé hodnoty logaritmovanych genovych expresi prediktivni diagnostické

mnoZziny gent pro kontrast AIM vs Kontroly

. Nazev / Priimérna Exprese
IHumina Lok
okus
ID Genu AIM Kontroly'”
1240136 | OLIG2 5,99 6,88
2810373 | VNN3 10,20 9.69
3400351 MS4A3 7,56 8,17
10332 CEBPE 6,68 7,13
4250379 | FOS 10,43 10,04
1470070 | LIPA 10,02 10,35
) 4040148 | LOC645649 8,15 7,85

6940246 | (M97723) 7,26 6,92
780243 EPASI1 6,45 6,75
6370187 | CLINTI 9.29 9,52
6280239 | MYCT1 5,28 5,43
3400170 | VPS29 10,50 10,64
4730343 | LOC130951 5,10 5,20

(*} Referenéni hladina intenzity genové exprese pro posouzeni zvysencho kardiovaskulamiho rizika

Porovnanim hladin genové exprese ve skupinach AIM a Kontrol bylo zjisténo celkem 13
geni s ,,up-“ resp. ,,down-regulovanou® genovou expresi. Z toho 4 geny vykazovaly zvysené
hladiny (VNN3, podobng jako v ptipadé kontrastu AIMD6 vs Kontroly), a dale FOS, M97723
a LOC645649. Zbyvajicich 9 genll demonstrovalo sni¥ené hladiny genové exprese
(OLIG2, CEBPE, LIPA, MS4A3, EPASI, CLINTI, VPS29, LOC130951 a MYCT1). U dvou
ze sedmi uvadénych genti lze biologickou funkci popsat jako enzymatickou akt1v1tu VNN3
(vanin 3) a LIPA. Dva zastupce lze popsat jako struktury blizké bunéénym teceptorum -
RefSeq ID M97723.1, T- -bunéény receptor, ktery ; je sloZen z variant podjednotek V, J, C(V,
beta 4.1-varianta, J, beta 2.1-varianta a C, beta 2-varianta, MS4A3, transmembranovy protein
s potencidlnimi fosforyla¢nimi misty na N- i C-konei, mize hrat roli v signalnf transdukci
hematopg;otick}?ch bunék. Zbylych 9 genii lze popsat jako geny kddujici struktury proteinové
povahy sregulaénimi vlastnostmi - MYCT1, up-stream transkripCni aktivator v burice,
OLIG2, transkripéni faktor ovliviiujici nékteré fize bunééného cyklu, FOS, CEBPE,
regulacni vazebné proteiny, EPASI, u néjz byla pozorovana role v odpovédi na hypoxické
stavy v placenté ¢&i plicich a jiZ v roce 1997 byl popsan jako dilezity reguiator vaskularizace,

CLINT]I, z mala informaci o biologické roli tohoto proteinu lze zminit Jeho Gcast ve zpétném
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transportu endogennich tzv. »cargo“-proteini, VPS29, gen kodujici tzv. t¥{dici® vakuolarni
protein, jehoZ biologicka funkce je lokalizovana do lysozomi LOC645649 a LOC130951,
oba dva hypotetické proteiny, jejichz funkce dosud popsana nebyla. LOC645649 byl
odstranén z NCBI databaze.

Vysledky bootstrap studie pro ovéfeni prediktivnich vlastnosti vybranych genovych sekvenci

Prediktivnf vlastnosti transkriptd byly z hlediska nezavislych vybéri posuzovany pomoci
bootstrap studie zamétené na hodnoceni senzitivity (SE) a specificity (SP) klasifikace na
zakladé PAM modelu. Bootstrap studie zahrnovala analyzu 1000 ndhodnych vybéra
pofizenych s opakovanim z odpovidajicich populaci o témze rozsahu. Vysledky studie jsou

shrnuty v Tabulce 7.

Tabulka 7: Vysledky bootstrap studie na posouzeni senzitivity a specificity PAM

klasifika¢niho testu v nezavislych vybérech.

Kontrast Vysledky PAM klasifikace
: (potet transkripti pouZitych pro klasifikaci)
k SE=0,73, SP= 0,87
ATV vs Rontroly (13 transkriptd)

Pro diagnostiku populace AIM (kontrast AIM vs Kontroly) jsou ponékud nizsi hodnoty
senzitivity i specificity klasifikaéniho testu na ziklads PAM modelu vzhledem k obecné
Ceské populaci dany obtiZnou rozlisitelnosti z hiediska klinického, a to zejména niz3imi

hodnotami log,FC, které nedosahovaly pozadované tirovné klinické vyznamnosti.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zplsob identifikace osob se zvySenym genetickym rizikem vyskytu akutniho infarktu
myokardu, a popfipadé s nizkym rizikem nasledného Gmrti v disledku kardiovaskularnich
komplikaci do 6 mésicii od okamziku vyskytu akutniho infarktu myokardu, vyznaceny tim, Ze
se v biologickém vzorku odebraném z tsla pacienta stanovi intenzita exprese sady gend a

genetickych lokusi:

Referenéni hodnota
intenzity exprese
Nazev / (nizké riziko) Min. odchylka od ref,
Lokus SEQ ID No. stanoveni na hodnoty exprese,
genu celogenomovém / znadici zvy$ené riziko
oligonukleotidovém
Cipu
OLIG2 1 6,88 -0,891
VNN3 2 9,69 0,498
MS4A3 3 8,17 -0,635
CEBPE 4 7,13 -0,447
FOS 5 10,04 0,388
LIPA 6 10,35 -0,373
LOC645649 7 7,85 0,286
(M97723) 8 6,92 0,382
EPAS1 9 6,75 -0,314
CLINT1 10 9,52 -0,246
MYCTI1 11 5,43 -0,150
VPS29 12 10,64 -0,145
LOC130951 13 5,20 -0,125

a jeji logaritmované hodnota pfi zékladu 2 se srovnd s referentni hodnotou intenzity exprese,
pfitemZ odchylka od referenéni hodnoty rovna alespofi minimalni odchylce u viech gent a

genetickych lokusi dané sady zna¢{ zvy3ené riziko.

2. Zpisob podie ndroku 1, vyznageny tim, ze biologickym vzorkem odebranym z téla pacienta

Jsou buiky periferni krve.

3. Oligonukleotidovy ¢ip pro identifikaci osob se zvySenym penetickym rizikem vyskytu
akutniho infarktu myokardu a popfipad¢ s nizkym rizikem nasledného tmrti v dasledku
kardiovaskularnich komplikaci do 6 mesica od okamZiku vyskytu akutniho infarktu
myokardu, vyznaceny tim, Ze obsahuje pravé sondy hybridizujici s DNA ¢ RNA sady genii i

genetickych lokusi:

RV 2044 - 575
_ . DSCHBZ.,



Nazev /
Lokus

genu

SEQ ID No.

OLIG2

VNN3

MS4A3

CEBPE

FOS

LIPA

LOC645649

(M97723)

EPAS1

CLINT1

o 2ol |n]a]u|te]—

MYCT1
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VPS29
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AIM vs Kontroly
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Obr. 2 - pokragovani
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sequence listing divisional 1.s5T25
SEQUENCE LISTING

Ustav informatiky AV CR, v.v.q.

infarktu myokardu

<130>
<160>
<170>
<210>
<211>
<212»
<213>

<400> 1
gtgcggatgc

ggcttttegg

Pl
13

DNA

ccctgcgaaa
tgtccagecg
gcagcagegg
cgccggaget
acaagctagg
cggcggetge
agctgegtct
tggatggect
agatcgccac
agatgaagcg
cctgeggegg
cagcgcacgc
cggctgetgce
tgccgteggt
cggccgeccc
ggggcggceat
cggctatggg
gccggegegt
ctgggctcgg
ggtggggatt
tgaggggatg
cagtagacat

1
2505

Homo sapiens

ttattataga
agcgagctcc
gctgcgacga
cccgtegteg
cagcgecrte
gagcgccgag
aggcagtggc
gtcgtccacc
caagatcaac
ccgcgaggtce
gctgctgcetg
actggtgagc
cctggcgeac
cgcacatcac
cgccgectgea
cggctccate
gctggggggce
gcectgecece
cgcecggeage
tctggcgaca
gagctctgtc
ccagcatctg
ttctctecgg
cgttttatga

PatentIn version 3.3

tcgacgcgac
tcaaatcgca
ctatcttcecc
ccagagccceg
actgggggca
ctgcgeggeg
ttcaagtcat
aagaaggaca
agccgegage
atgccgtacg
gcgcgcaact
gagatctacg
tcecgegeece
cccgeyggtgce
gccgeggetg
cgtccaccge
999ggcggcg
tgcagcatgt
ctgccgegec
ggggagccag
gcgaggaggyg
cgaacccaag
gacctgatcg

aaaggtaccg

accagcgccc
tccagatttt
ctggggccat
atgacctttt
ccgtgtecte
ctatgggctc
cctcgtccag
agaagcaaat
gcaagcgcat
cacacggcece
acatcctcat
ggggccacca
tgcccgeege
accaccccat
tgtccagege
acggcctact
gcagtggggc
gccaggtgcc
tcacctccga
gggccgcggg
gcgcaggacc
€aatgggggc
agcgectgtct
ctgtgtgcat

ce osob se zvySenym genetickym rizikem

ggtgccaggt
cgggtccgag
ggactcggac
tctgceggec
gtccacccecey
tgcgggegeg
cacctcgtcg
gacagageccg
gcacgaccte
ttcggtgcge
gctcaccaac
cgctggettc
caccgcgeac
cctygcegece
ctctctgecc
caagtctccg
9a9cgggggc
gcegecgcac
cgccaagtga
gaagcgagga
atggactggg
gcccacagag
ggctttaacc

tcctcactag

Stranka 1

» Centrum biomedicinske
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b5¢ 13%
vyskytu
tctceccctyga 60
ggaaggagga 120
gccagectgg 180
cggagtaagg 240
agtgactgcc 300
catcctgggg 360
tctacgtegt 420
gagctgcagc 480
aacatcgcca 540
aagctttcca 600
tcgctggagg 660
cacccgtegg 720
ccggcagcag 780
gccgcecgceag 840
ggatccggge 900
tctgctgccg 960
ttccagcact 1020
caccacgtgt 1080
gccgactgge 1140
ctggcctgeg 1200
ggtggggcat 1260
cagtggggag 1320
tgagctggtce 1380
aactcatccg 1440

RS



accccegacc
tgacttgcag
acacattggg
gcactgcaga
ggccacaagt
ctcaatatct
ttgatttggg
agcaagttta
gatttcaggg
atctttecctt
attaaaaggc
daattttctt
tgtttgctca
ttatttttge
caagccgect
cccttecrct
aacaaagtgc
gtgttgagat
<210> 2

<211>
<212> DNA
<213>

<400> 2
aatgtaaagt

ctaaatttta
tgctctgagt
attaccaaac
gaacatagat
tgtgacccca
tctagaggat
tcactaaaat
tgcaacaaag
gggacaagaa
acaacactga
atctrtttge

acactccctt

cccacctecg
actcggcttg
gccttgetec
agcaacagcc
tagttggaag
gggtcaatcc
agaatatggt
tagacattca
gcgggtgeat
Ctctaagcac
agttgctgty
ttttggatgt
cgtgactgcc
cacgtttaac
cggcgetgcece
gatcgcaccg
taaataatat

tttaaataaa

1780

Homo sapiens

ttttccagty
gttatgatta
gttggtgcac
agaacagaaa
gttttggaga
gaagatggaa
ataccagacc
atagtaagtt
actcagctgce
gccatgcaat
tgtggtgttt
acctgaaatt

tgggaagttt

sequence listing divisional 1.sT25

ggaaaagatt
ggcagcactt
tcttectect
cgaccgegec
ccggegtteg
acaccctett
tttctaataa
gagtagaacc
tgtagttatt
aaagtgattt
gaaacagttt
gtaaatttat
agccccatceg
acaaatggta
tgcgttgcaa
cccctegeag
ttattacttg

atttaaagca

aaacaaaacg
tatcacattt
tggacacttt
cacctgtttc
aagcagttaa
tctatggttg
ctggagtgaa
tgaggaaatg
ctggccaagg
gccagtgact
gattctcagg
cagtttgatt

ggcattttta

Ctaaaaactt
€gggggggga
ttcttggegg
ctccagggtce
gtatcagaag
agaactgtgg
atctgtggat
acttgtggat
attttaaaat
ggttattttg
gggttatttg
caatgatgag
gagtctaagc
aactcctcca
actgggettt
agagtgtatc
tttggttgca

daaddaaaaa

taagaatctg
tccaaaatgt
tattgctgca
daaagaagaa
gctggcageg
gatcttcacc
ctggattcca
tctattgaat
acaactctat
ctcagtgtcc
gaaaactgtt
tccccaagga

cttgctttga

ctttcectga
gggggtgtta
gtgggagact
gtccctggece
cgctgatggt
ccgttectee
gttcctrctt
tggaataacc
agaaactacc
gtacctgaga
ggggttctgt
gtaagtgcgce
cggctttect
cgtgcttect
gtagcgtctg
atctgtttta
aaaacggaat

dadaa

agtttgtttt
gtggcagttt
gtatatgagc
gctttgcteg
aagcagggtg
agggagagcea
tgtagagacc
tagattcgge
ctatgtcgtg
ccctgatggce
ggcacgctac
ttcagaactt

cattttttct

Stranka 2

gagcgtggcc
tgggaggyggg
ccgggtagece
caaggccagg
catatccaat
ctgtctctcg
caacagtatg
caaaactgcc
ccaccgactc
acgtaacaga
tggcttttta
aatgctaagce
ctéttttggt
gcgtteegtg
ccgtgtaaca
tttttgtaaa

aaatgactga

tcaaagatca
ttgccctecet
atgcggtgat
tgatgaacaa
cacatatcat
Tttaccccta
cctggagaaa
aacacaccag
gctaatattg
cgttaccaat
cataagtaca
gtgacttttg

catgacccag

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2505

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780



ctgtggtggt
cacgctgecce
caatctactt
cgccccagaa
gctatcagaa
gcatgcgtat
gatttatttt
ttgccagaaa
gatctatgcee
gatatgtgca
gtcagctttt
tttcccacag
aagagatgga
gtatggaaga
gtgatctcct
gagatcegtt
actgaagcag
<210> 3

<211>
<212>
<213>

<400> 3
ggaggcttce

DNA

cgacaaggtg
caaccccaat
gtaccccagg
atggatcacc
atgcagcaat
tccaaaagca
ttttctgtag
tacagaacag
ttctctecact
agtcaccgga
tgattctcac

caaactgctg

ggtggatgag
Ctcctcetegg
gctgcaaata
gcagtcaagyg
ctgaagtctc
gccagcagty
gatgagttta
gatctgtgtt
ctaggtgctt
ttactgaagt
accaagtttg
atcattctaa
cgcttgagga
gtgtrtgaga
ttagcagagc
agtgtctgtt

atttgaaaag

1665

Homo sapiens

gttatcggga
gacttgggag
ggcctecccac
cagtgaggcg
agattatcag
gattctggct
cttcttrttc
ttcaggaacc
ttttggaatg
aaatatagca
cctatgcaat
cttgctggaa

taattcaaga

sequence listing divisional 1.sT25

tttcaattga
ctgttcccty
cccacaacac
tgtaccacta
ggcccegecg
tcaagccatt
ccttcaccaa
gtcacttaac
ttgatggact
gtcaaaccac
aagacttctc
gtgggagtca
gccgaagtgg
aggaccctcc
ccttttagga
tagaaaagat

caaaaaaaaa

aaagatgectyg
gaaagccgtc
gaagttgata
ggaccagaag
aaagcaaaat
ttgggtgtct
ttcaccttct
ttgtctgttg
aacattgcca
gttaatatcc
tacatgggct
ttatgcgtaa

gaggaaattt

cagcattctc
ccattcagca
cagcatgcac
tgacatggaa
tgageccace
ttcctetgaa
gcttaagaga
ttacaagatg
gcacacagta
tgacctggaa
cctcagtggce
gcttgccect
agcccctttg
acgcttraggg
ttagcctggce
gttataaact

ddddaddaaaaa

tagtgatctt
tgccaaagcece
atgcagagct
agctgaatac
tacaagttct
ttctgggttc
acacaggcta
tagcagggat
gtgctacaat
agtcattaag
ccatatcaaa
ccatctrctac

cctcacctec

taccccacag
tgggccaagg
atgacaggga
acagagagtg
taccctgcag
cagtcagatt
aatacaggaa
tctgagaagce
gaaggccaat
acgtgtggag
acatttggaa
gaaagacatt
cctgtcttag
cagggatctg
taagaaagga

tacagaaaca

ttctgagtgt
tgaagcctcc
ggggtcagcc
ttctgtctac
tggggccatc
cttgcaatac
cccgatttgg
aaaacccaca
tgcactagtg
gagttgtcac
tggcatggtg
catagccatg

caattctgtg

Stranka 3

catggtacaa
ccatgggagt
gtggaatcta
gtcagctgtt
ctgttgactg
ttctggggat
attacacagc
gaacagacga
attacttaca
aacctgtggy
cgcgttatgt
atgagatttc
ttatggcect
ggaaattcca
agaaaaaaaa

datataataa

ctcctacttg
aagccataaa
tctgcccatg
cagcccatag
cagatcctga
ccataccact
ggtgctgtgt
agaacatgga
gggactgctt
tcttcatcag
tctetactygce
tggtgcaatg

taatcaagaa

840

300

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1780

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780



tacctcctta
cdacCcCdacdaa
ccaatcacaa
ctatttgtgt
tgtaacttct
tccacctact
tatatttttt
tccattacag
daattaccat
ctcagggatt
gatttatgtt
ctgtaaagta
ctgaaactgt
tttttcctea
gttaaatgaa
<210> 4

<211>
<212>
<213>

<400> 4
gagagaggcc

agatcgagag
caaggggtgc
cacgggacct
ggccgagetg
tccgcctaca
gcgcctgagg
cctgaccctce
gggcctggea
gagccecggg
taccaagtgg
ggccagcctc
ctcctgaagg
gatagccttg
gacaaggcca

aacgagcgcce

attctgagag
ctcaggagaa
gaaccttgga
gtcgtgggta
atgatcatta
ccattgcttt
ctaaaatcca
agaaatgctt
cattatcatt
ttatttcagt
ggcgagtctg
gagaactaaa
cacttattac
tctgtaaaat

aataaaaaga

1250
DNA
Homo sapiens

acacaggagt
agggcaggcc
ctcaagagca
actacgagtg
ggcccgggga
tcgagtctgg
ccagaggcct
ggccctttge
tctacagcag
ggccagaggg
cacactgtgg
tgcgegttct
cgccctececec
agtaccggct
agaggcgcat

tccgeagecy

sequence Tlisting divisional 1.sT25

catgaatatt
cataagcctg
cgtttgactg
tggaaggaca
ctccaaagtt
atgaggttta
acttctgacc
cttgacttta
aaaataaatt
gaactgctgyg
agagcaagcc
gaataaggcc
ctgtatgaac
aggtgtaata

aaatgtgaaa

gggtgacaga
caggtcagga
99tgggggcyg
tgagcecocgg
gctaggggac
ggaagagcag
caagggcccc
ctaccctcca
cccagggagce
cagccgaget
gcagacagecc
caaggcccet
ggctggcccec
gaggcgggag
tctggagacg
¢gtggagcag

tgaccttaaa
ctcgtaaage
actctatect
gatatatttc
gtttccagaa
aggaaggaag
gcccagtagg
acatcagcat
ttcactgtat
aactcacaca
caaatgtgtt
tttagaatct
atgggcaaat
ataacaacta

cagcaaaaaa

ggagactgca
ggaggtagag
gggagccgag
ggtggccagce
atgtgtgagc
cttctctccg
ggaacccctg
cataccttcg
tacgacccca
gccagccgag
atgcacctgc
ttggccactg
ttacacaagg
cgcaacaaca
cagcagaagg

ctcacccagg

tctccagtga
tcaatcctte
ttctctoccta
tttaggcatt
attggttcta
gcggtataat
aagaaaaatg
tataaaaagt
ttgagatggg
tgccctgata
cttcaaagga
gacacatctg
tatctaatct
ctttgtcggt

daaaa

gagggcaggt
agagggcagce
9g99ggcgggcec
agccactcga
atgaggcctce
atctctttge
ccttecccca
gcccagacag
gggctgtggce
gcagctacaa
ccccaactet
ccgcacceec
gcaagaaggc
tcgecgtgeg
tgctggagta

agctagacac

stranka 4

ctcagagctt
tatcatggca
actataaatc
cttggatatc
tttcttctta
ccctattcaa
agacattttt
gtcaaataaa
agggttaagg
tgtaaatgat
caatgggaaa
ggttcaaatt
ctctgatcta

tgctctgagg

ctagggcaga
cggagcaccc
ggccatgtcc
gttctcaggg
cattgacctc
cgtgaagcca
ctacttgccg
gaaggcgctg
ggtgaaggag
tccoctygeag
ggcagcaccc
ctgcagtccc
agtgaacaaa
caagagccga
catggcagag

cctcegcaac

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1665

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
960



ctcttecgec
ggctggctgg
atcctgctygg
caaagaggqgc
gaaaaaaaaa
<210> §
<211> 2158
<212> DNA
<213> Homo

<400> 5
attcataaaa

gcagcgagca
gaccgtgctc
cgcceggett
gtcatcctcce
acccgcagac
cctggccgtce
cctgcagtgg
ccctecaccet
gaagaccatg
atctccagaa
caaatgccgc
agaagatgag
actagagttc
cccagaagag
cceggagtet
agtggaacct
cctgttececa
ggacctatct
gatggggccc
cagctgcact
cagctgtgca
cagctcaccc
caagtgccac

ttcctgtaga

dgattcctga
tggattgtgg
gggcctagaa
aggacccagce

dddaaadaaa

sapiens

cgcttgttat
tctgagaagce
ctacccagct
tgcctaaccyg
cgctgcagca
tccttcteca
tccagtgecca
ctggtgcagce
ttcggagtce
acaggaggcc
gaagaagaga
aaccggagga
aagtctgcett
atcctggcag
atgtctgtgg
gaggaggcct
gtcaagagca
gcatcatcca
gggtccttct
atggccacag
gcttacacgt
gctgcecacc
acgctgctogg
tgcccgaget

cctagggagg

sequence listing divisional 1.s5T25

ggcggccaac
gcaccaggct
ccctgagaca
ataatgatta

dadadddaaddaaa

aaaagcagtg
caagactgag
ctgctccaca
ccacgatgat
gcgcgtccee
gcatgggctc
acttcattcc
ccgeecctegt
ccgececcecte
gagcgcagag
daaggagaat
gggagctgac
tgcagaccga
ctcaccgacc
cttcccttga
tcacccigee
tcagcageat
ggcccagtgg
atgcagcaga
agctggagecc
cttccttegt
gcaagggcag
ccctgtgagg
ggtgcattac

accttatctg

ctcatcaagg
ccctggeacg
tagaccatgg
tatggctgaa

daadadaaaa

gctgeggegce
ccggeggecyg
gcgeecacct
gttctcgggc
ggccggggat
gectgtcaac
cacggtcact
ctcctccgty
cgctggggcet
cattggcagg
ccgaagggaa
tgatacactc
gattgccaac
tgcctgcaag
tctgactggg
tctcctcaat
ggagctgaag
ctctgagaca
ctgggagcct
cctgtgcact
cttcacctac
cagcagcaat
gggcagggaa
agagaggaga
tgcgtgaaac

gcgtgggggg
gcctaactct

ataaatggca
taaagttgca

dddadaadaaa

ctcgtactec
cggcgcageg
gtctccgcce
ttcaacgcag
agectctett
gcgcaggact
gccatctcga
gcecccatege
tactccaggg
aggggcaagg
daggaataaga
caagcggaga
ctgctgaagg
atccctgatyg
ggcctgccag
gaccctgage
accgagccct
gcccgetecog
ctgcacagtg
ccggtggtca
cccgaggetg
gagccttect
ggggaggcag
dacacatctt

acaccaggct

Stranka 5

ttgcagctga
gcggaccecc

accggggtgg
ctgtgactgg

aaccgcatct
aacgagcagt
ctcggocect
actacgaggc
actaccactc
tctgcacgga
ccagtccgga
agaccagagc
ctggcgttgt
tggaacagtt
tggctgecagc
cagaccaact
agaaggaaaa
acctgggctt
aggttgccac
ccaagcecctce
ttgatgactt
tgccagacat
gctccetrggg
cctgtactcc
actccttecce
ctgactcgct
ccggcaccca
ccctagaggqg
gtgggcctca

1020
1080
1140
1200
1250

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500




aggacttgaa
acgcatggag
tgagccaggc
ctaatctatt
agtgcagctg
atgaccaata
gctatatcca
atgcattgtt
ttgtgttttt
ttttctacct
tgtttgctta
<210> 6

<211>
<212>
<213>

<400> 6
ttcceggtgg

DNA

cccteccgac
gagctggcac
ttcttggggt
aaactgacag
ggattcccta
cgaattcctc
caacatggct
ggcttcattce
tggtctcgga
gatgagatgg
caagaacaag
tcacagatcc
tcegtegect
daggacttat
acccacgttt
tgtggattta
cctgctggaa
tttcaagecet

cctcccacat

agcatccatg
tgtgtattgt
ctgggtctgt
gggttcatta
attttaacaa
ttatactaag
tgtactgtag
gaggtggtct
aatttattta
tgaggtcttt
ttgttccaag

2654

Homo sapiens

ctggctgctc
aaggcagacc
tgcgactcga
tggtggtctg
ctgtggatcc
gtgaggaata
atgggaggaa
tgctggcaga
ttgctgatgc
aacataagac
caaaatatga
tgtattatgt
ctgagctggce
tctgtactag
ttggagacaa
gcactcatgt
atgagagaaa
cttctgtgca
ttgactgggg
acaatgtgaa

sequence Tisting divisional 1.ST25

tgtggactca
tcccagtgac
gtctetttic
ttggaattaa
taactactgt
aaaagatacg
ttitttcttca
gaatgttctg
ttaagatgga
tgacatgtgg

acattgtcaa

tgattggctg
aggccecectg
gacagcggcc
trtggttcte
tgaaacaaac
cctagttgag
gaaccattct
ttctagtaac
tggttttgac
actctcagtt
cctaccagcet
gggtcattct
taaaaggatt
cccratggec
agaatttctt
catactgaag
tttaaatatg
aaacatgtta
aagcagtgcc

ggacatgctt

agtccttacce
acttcagaga
tctttectect
cctggtgctg
gttcctggca
actttattit
acatcaatgt
acattaacag
ttctcagata
aaagtgaatt

taaaagcatt

aaczaatagt
caggtccect
cggcaggaca
tggaccctge
atgaatgtga
acagaagatg
gacaaaggtc
tgggtcacaa
gtgtggatgg
tctcaggaty
tccattaact
caaggcacca
aaaatgtttt
daattaggac
ccccagagtg
gagctctgty
tctagagtgg
cactggagcc
dagaattatt

gtgccgactg

tcttccggag
gctggtagtt
tagtcttectce
gatattttca
atagtgtgtt
ctggtagata
tcattgtaat
ttttccatga
tttatatttt
tgaatgaaaa

taagttgaat

ccgagggtgg
atccgcaccc
gctccagaat
attctgaggg
gtgaaattat
gatatattct
ccaaaccagt
accttgccaa
gcaacagcag
aattctgggc
tcattctgaa
ctataggttt
ttgccctggg
gattaccaga
cgtttttgaa
gaaatctctg
atgtatatac
aggctgttaa
ttcattacaa

cagtctggag
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atgtagcaaa
agtagcatgt
atagcattaa
dattgtratct
ctgattagaa
gaaataaata
gttactgatc
aaacgtttta
tattttattt
atttaagcat

gcgaccaa

tgggcatccg
cggccectga
gaaaatgcgg
gtctggaggg
ctcttactgg
gtgccttaac
tgtcttectg
cagcagcctg
aggaaatacc
tttcagttat
taaaactggc
tatagcattt
tcctgtgget
tcatctcatt
gtggctgggt
ttttcttcty
aacacattct
attccaaaag

Cccagagttat

cgggggtcac

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2158

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200




gactggcttg
ttccatgaga
tggaggcetrtt
agctgtgtac
daaacacttg
ttgaagatgc
ttagggctgg
atatcactga
tgactttttg
tcattggtaa
tgccttaaag
catgttttcc
aaggatgcta
taattgctca
aaacaaaaac
tcatgagctc
tggagactat
tattgatcac
cattttcacc
tcattttgtg
atgttgggaa
cggtggacaa
gtacaatgct
tcttaaactt
daaaaaaaaa
«210= 7

<211>
<212>
<213>

<400> 7
tccggectat

DNA

gcaggtgcag
ccactgctca
tggcttcaac

tcgctggaac

4846

cagatgtcta
gcattccgga
ataataaaat
caccaagtca
tttttctttc
ccagttcact
aataggaagc
tgtgtaaaaa
cccttcatag
atctgtcact
agctctctag
tgcagcaggt
acaattaatt
ggttaaatga
aaaagtatgt
tcaatttcat
accactattt
atctgtgtga
caaatgaagt
tcttagtttt
gtccatattt
aatgacaatt
tgttaatggt
ttcaataaaa

daaa

Homo sapiens

ttctctgeag
dgacaccatg
ccttggtctc
ccggggcttc
cagggctgcc

w
-
P

sequence listing divisional 1.sT25

cgacgtcaat
atgggagcat
tattaatcta
atgattatgt
ccaggtcttt
Cctagtttcaa
cagtgtctca
ggtcattata
gacaaagtaa
gacttaagcg
tctaacggtc
gcatagtcaa
ttatcaaacc
aatagttttc
tttaaatget
ggcaggccat
tttctgagat
agccaaagcc
gtgaacgtga
atatgcatcc
gtctgcttet
gatatgtttt
taatataggc

ttgagtgaga

cgcteettee
tccttaggag
tcttcocttcet
catggtttca

Ttccagcact

atcttactga
cttgacttca
atgaggaaat
catgtgaaaa
tgtttrttta
ttagaaacat
accatagtat
tccattctgt
tatatgtgtt
aggtataaaa
ttgtagttag
atccagaaat
taactgtgac
cggcgtetic
ttgaagactg
agttctactt
taatgtactc
ccgtggttgce
tgttttcgga
ttatttttaa
cttgcagcat
tctgatataa
agggcgaata

cttataggcc

ctggcccygga
gcagcatcct
ctcccttate
ggttttcctt

tcatggggca

ctcagatcac
tttggggcct
atcagtgaaa
tgtgtttgct
tatccaagaa
actagctatt
tgtctettta
ttttaaaatt
ggaattttaa
gtacgcagtt
agatctaaat
atcacagctg
agctgtgatt
aaaaacaaat
atacactcaa
atctgagaag
ttggagcccg
ccatgagaag
tgcaaactca
tacacctgct
catttcctta
ttactttagc
ctactttgta

Caaaaaaaaa

gacggaaagg
aagagtggtg
cttgttcaag
CCCttccttt

cctggtactt
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caacttggtg
ggatgcccect
gctggacttyg
tcatttctgt
aatgataact
ttttctttaa
agtcttttaa
taaaatatat
aattgtgttg
ttcatgtcct
gacattttat
tgccagtaat
tgacacgttt
tgcactgata
ccatctatat
caaatccctg
ctactgtcgt
tgtccttgtt
gctcagggat
tcacgtcect
caatactgtc
tgcactaaca
acttttaaag

adaadadaaaa

cacacggtgt
aaaaccccte
ggccccgggt
ttceccaagy

ctggccgtgt

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2654

60
120
180
240
300




ggccaaaggce
agtgagctga
agctgaataa
ttcggatacy
caaggttcca
acaggactct
cggggagaag
acagaactct
ccccacecec
atcgggcggg
tctcaccagt
ggggttttat
cacacacatg
taactccctg
cacaatgtgc
aagagtaaac
ccccaaacaa
gaagacacgg
gtgtgccacc
cttgaatcgc
agttaccttc
ttagctccag
ctgaacaaac
ccaccctrttet
tttctttteg
ttttctgtte
tgtgatcggt
ccccagggat
actttcttec
atgcagcatc
ttttatactg
ccttaattge
actctaagat

tttgaacaat

ccocgeagttt
agccacaggc
ggattccaaa
atgttcectce
aggggcacga
aagtagaaag
gtcccaagcc
ttggaatcca
accccgatac
dgagcccttyg
ctcttggece
gaccgecttt
tcgatggtta
cctgtgtggt
tgtgcgcatt
cccacctgcc
acaactgatt
tgattctatc
ctttggcagyg
tactcttgcc
ctctctaceg
cccctettta
g99gaagaag
ttccaaagtc
cattcccatc
caggaattac
ttctttcgge
tgcgtgaaag
ccaggctgge
caggacgacg
cctctggtea
aattaactta
cctgtccact

agatgttccc

P
-

sequence listing divisional 1.sT25

ttgcacttga
agcgatcccea
gaggggacac
gcaaagcccg
tggtgaagcc
ggaggttgce
acgcccacct
acccagtctc
ccaagagatc
gcccaactgg
aagatgtggg
ttcaggggtg
agcacgttgg
catgaggaga
ctcggatatt
acagggcccg
ctggagactg
tcecttgacg
tctgcttgaa
atttcattag
cactagcagg
tttattttcc
tgccatateg
cttttgccgt
ttggtcttet
tagtaacgag
ctcctttgtc
daacaattgrt
gctgagatgg
gaggaagggg
cctgacatgg
atccaattac
gctgacagac

cgtcagacat

gctgtgggtg
cgtcaacatt
cggcatgggg
tgtgacggag
gatgtcaaca
cccaagagtc
tggatgggaa
tgaggaccgt
cagggctaga
ggceccteege
gtcccgacgt
gactgttggyg
atattcacac
cctcaccace
gtgtgttcct
tggcctaggt
gacttaggtc
gacagaatga
gtcagggata
gcaacttcca
tgatggtctt
tggtatttta
tatcgacgtce
ttacccacca
cccacacgtg
aacacatcct
tcttcctecce
tcagcgaaac
gcaggtgctg
cggagaggga
aacgtaccct
atgacctgga
attctaaaac

gtaacactgg
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gaaaggaagt
gggacggatt
gccgttaagt
gaactctgaa
acgcagccaa
tctcaaggga
aagcaacctg
gggacacccc
cttaccctgg
tgcttctgga
gccatcatct
ccacctgaaa
acccacagga
agtcggtcaa
ctgccatgac
atggggggtt
tctcacgatt
tcgaagacac
agggatgctt
aacacaaatt
tcctgtteta
cgcataccac
ttacacggct
attcagcatg
gagacggata
accccaccag
ccccacceec
caacctgaaa
cagcagcccc
cctetgettt
aacctaatca
aaggtctatc
ctacttgtac

tgectgtate

8

gatgtcagtg
gtgaattcag
gctgggagag
aggaaggact
acgtggctac
cctatcggge
gctgotggtg
ctccccecgt
gatctrctte
gggtctgggc
tcgtctectg
cacacacaaa
agccacctge
atctgtagaa
tacctagtcc
gagctttcaa
cactccggta
dggycatggc
cctgtgacaa
catacagaga
tcttttgget
acgaattcat
caagggccaa
ctgcagtaca
tgttttcteg
caagccccag
cgcaaaaacc
ttacacgtct
gctggaagceg
ccaggctgec
grtacctgta
tgcacagecce
agctgcaagce

cctgtettet

360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340




Tttccatctt
cttttaattg
ctccttgaca
taagtctgtc
ttggaaacca
tttgtcctte
ggctgtaatt
tctgtggaac
atccgcacct
ggaatgatga
tctcgagett
atcttgttgg
ccctttgatt
ccctgtogcec
ttatggtcct
acggatactt
ggagcagcca
gaatcctgce
atccctgect
accatggtgt
ccaaatgtgg
ggttccttcg
ttggcatcgg
agcgtgegtyg
aggttttctt
cctcagtcaa
tcaagcectt
aggggaagac
tgagatgttg
cttggagctc
caggatgtgc
ttctctagtt

ccttgaaagce

gtgggatgag

ttttgttgtt
gaccacattt
tgcagtcacg
agcagagaac
ccgtgaattg
agtgcctgcc
ccctgggtec
tcccgtgteg
gcacgactta
accagcacac
tggaaccagt
ccctecggeg
tgcgettcat
gttctctgag
gctecctcetg
tctaggtgat
gttggtgtgt
gagagttgtt
agatctttca
cagacatccg
gagttaactt
cacatccgga
cggttgagcc
agatgcggtt
gctcctgtgg
ctctgtttcg
ggatgtaggg
ataagagact
ttcatttgtt
acaaaaacct
tttgttaacc
tcaataaacc
agggtattgt

aaagacctga

sequence listing divisional 1.sT25

trgttttgtt
tgtctctetc
gccatgatcc
cctygaccgca
gaccgcactg
tcctttttca
cattgccatg
gtgaactttt
gggtccatgt
tggggcgttt
cgcgtccect
atctccegtt
taattattca
ctttcctgtc
ctgtcagagg
ctggataatc
Ctcagaaaat
cccaggtcag
gtgagtctct
gaaagaagac
cagctttgct
agccacttca
aaatggggac
ggcgggattt
atgtatagca
gagacgtaac
taaagaaaga
ccattttgaa
gccttgcecctc
gtgttgtata
aaatgtttac
aggggcacta
ccaaggtttc

ccatcccecea

tcgttttaaa
gacgtaggce
atcttcagag
cccteatgtyg
ggaaacacag
gctcgtcttg
tctctggatt
gtgccacggce
tccttggacg
tctcatgtag
ttgacactgc
ggatgaattg
tgattcaggt
acatcgtttc
agcagagagt
aagataacga
cccactgagt
agaatggaga
acctcagcta
gggatgaatg
ggggtctatt
€ggggggccg
tcgtggtgea
tactaggtgc
agtcaaaggt
gatttggatt
gagatcagac
aaagacctgt
atccactttg
daatcgaggt
aagcagtata
tgcaccgtgyg
tccccatgty

gccegeeecce

aaatgtggta
tcagtgtcat
Cttctetttc
ttttctccec
atgaggaaag
cgactcccgg
tgcgaagatc
CCCtaattct
ggaagagaca
cccaagtgac
acceggotece
ctcctgctga
tggaaggcect
cttccacgct
tgatcttatt
ccctcaacag
tccgaggect
gagcctgtgce
ctcttaggat
ttttacctct
tggccagtga
tcgcaactgg
agcaacgctc
gtgttggtag
cctgcccage
gccaacaagt
tgtcactgtg
agtttaaaca
cecccageecc
ttaggggatc
cttggtaaaa
aaagccgcag
atagtctgaa

cgtaaagggt
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aaatagacac
caaggagact
ttccccaagg
caggaggcgce
tcaacaacgc
acgcctgtga
caccgcacct
gcccatggtce
ggcaggagtc
cccatggtct
cagtctctca
aactccagtc
gctgacgacc
ctttggttcc
cattctggat
cggcggagag
cctagatgtg
atgatgggat
cagggggaga
gaagtacatc
aactctgcct
aaccacacac
cccacgtgtt
agtggggctg
cctgeggtec
caagaaatgt
tctatgtaga
attgctttge
tttgacccaa
tagggctgtg
gtcattgcca
cgacctctac
atatggcctce

ctgtgctgag

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380



gtggattact
gcectgecect
gagatgagag
tgttattctt
cacatccagt
tgttcgttge
ddaataataa
ggtcctttgt
<210> 8

<211> 48S
<212> DNA
<213>

<400> 8
gaaggaaaga

Ccttgaagatg
catctctcaa
tcaagtcgat
gacactgatc
tgacaagttt
gagccctgaa
tgagcagttc
cccac
<210> 9
<211>
<212>
<213>

<400> 9
gctttacact

DNA

cgctcctgag
ccggectecy
tcagaaaagt
ttttcgggte
cctcccagtce
acctgactgc
gcegegggga
gtctgaacgt

agctcggaga

caaagaggaa
gggaactgaa
aaaaaccacc
tactccactg
catagtacct
tgaccttctce
aaataatagt

atgctgagcg

Homo sapiens

tgaacttgag
ctgagtcttc
aagccaagca
agccaagtca
gcaactgcaa
cccatcagece
gacagcagca

ttcgggccag

5184

Homo sapiens

cgcgagcgga
gcggccgtac
actcctrtccg
gactcctrttt
tgacagcctce
acctttctcc
gcggggcgcet
gcggacgagg
ctcaaagggc

g9gaggaagga

sequence Tisting divisional 1.sT25

agcctcttge
tgtctcggta
ctatggtgag
agatgtttgg
ttccttgaac
cttattatca
caataaaaac

ccggteecct

tttcacttct
tgctccttet
gggatatctg
ccatgatgtt
atcagggctc
gcccaaacct
tatatctctg

ggacacggct

ccgccacacg
aatcctcggce
actcccagca
ccagggaaaa
cacccactcc
acccecgecec
cgggacctgce
gccacagecce
cacagcgaca

gaagtcccgg

agttgagaga
taaaacacga
aggcgagaca
gtggagagaa
ttccttatga
ccctgtgete
taagggaact

aggcccactg

tagtgectrt
cctgggacta
tcaacgtgga
ctggtaccgt
tgaggccaca
aacattcteca
cagcgttgaa

caccgtgcta

ggtccggtgce
agtgtcctga
ttcgagecac
dggaacttgg
ttcceeggac
ccgcacctag
gcgcacctcg
cccacccgcec
atgacagctg

gatgctgege

gaggaaggece
ttgtacattt
tgtttacagc
acataaatct
agtagattct
ctactacatt
cagaggcctg
ttgtrt

tctcagggga
ggctctgtgt
acctccctga
cdgcaacctg
tatgagagtg
actctgactg
gatagggaca
gaggacctga

ccgctgeget
gactgtatgg
tttrttttet
gttceccttct
ccecgectecy
ccecgecgege
gaccttcacc
agggagccca
acaaggagaa

ggtgccggceg
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gctgtttect
gttcaattct
aatgctgect
ggcttacgta
atttctcaca
cctttttget

tgccggtgea

gaggccatca
tcagtgctgt
cgatccagtyg
gacagagcct
gatttgtcat
tgagcaacat
gagtctacaa

aaaacgtgtt

tccgecccag
tcagctcagce
ctttgaaaac
ctccgtectce
cgcgcaggtt
gccaccttec
acccgcccgg
ggtgctcgge
gaaaaggagt
gagcaaggag

4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4846

60
120
180
240
300
360
420
480
485

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600




acggaggtgt
ctggacaagg
tcctcagttt
tacctgaaag
ctgtcagaaa
atctttgact
aatggctctg
aggatgaagt
aaggtcttgc
ctgtgtggct
cacccatccc
gacatgaagt
gagctgettg
aagagtcacc
gcaaagcatg
aacctgcagce
gacgtggtgt
aacagcatct
accaagctaa
atcatctctce
atcctgeccc
gctgggagec
agtgccacca
tctttggata
gccaaggacc
ccctatatec
ctcttggegg
ttccagccac
cagctggaga
gccggaagea
atggggggca
aagtgggccg
gtctctecac

ggcccagacg

tctatgaget
cctccatcat
gctctgaaaa
ccttggaggg
acatcagcaa
tcactcatce
gttttgggaa
gcacggtcac
actgcacggg
acaaggagcc
acatggacat
tcacctactg
gccgcteage
agaacttgtg
ggggctacgt
cccagtgcat
tctccatgga
ttgatagcag
aggaggagcc
tggatttcgg
cgagccagcc
tgcctgectt
gcagcagcag
acgacctgaa
aatgcagtac
ccatggacgg
agaacccaca
tggcccctgt
gcaagaagac
dagcatccct
gatccaatac
tcggggatca
cccatgrcte

tgctgagtcc

sequence listing divisional 1.ST25

ggcccatgag
gcgactggcea
cgagtccgaa
tttcattgcc
gttcatggga
ctgcgaccat
daaaagcaaa
caacagaggc
ccaggtgaaa
cctgectgtec
cccectggat
tgatgacaga
ctatgaattc
caccaagggt
gtggctggag
catgtgtgtc
ccagactgaa
tggcaagyggqg
tgaggagctyg
gaatcagaac
atgggccacg
caccgtgece
cagctgctcce
gattgaagtg
ccagacggat
ggaagacttc
gtccaccccc
agcceegeac
agagcccgag
gccaccgtgce
ccagtggccece
gcgcacagag
caccttcaag

ggccatggta

ctgcctctgce
atcagcttcce
gccgaagetg
gtggtgaccc
cttacacagg
gaggagattc
gacatgtcca
cgtactgtca
gtctacaaca
tgcctcatca
agcaagacct
atcacagaac
taccatgegce
caggtagtaa
acccagggga
aactacgtcc
tecctgttea
gctgtgtctg
gcccagetgg
ttcgaggagt
gagttgagga
caggcagctyg
acgcccaata
attgagaagc
ttcaatgagc
cagctaagcc
cagcactgct
agtcccttcc
caccggcecca
tgtggccagg
ccagatccac
ttcttgggag
acaaggtctg

gccctctceca

cccacagtgt
tgcgaacaca
accagcagat
aagatggcga
tggagctaac
gtgagaacct
cagagcggga
acctcaagtc
actgccctec
tcatgtgtga
tcctgagecg
tgattggtta
tagactcega
gtggccagta
cggtcatcta
tgagtgagat
agcecccacct
agaagagtaa
ctccecaccecc
cctcagcecta
gccacagcac
cccegggcag
gccctgaaga
tcttcgccat
tggacttgga
ccatctgcecc
tcagtgccat
tcctggacaa
tgtcctcceat
ccagcacccec
cattacartt
cagcgceget
caaaggogttt

acaagctgaa
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gagctcccat
caagctcectc
ggacaacttg
catgatcttt
aggacatagt
gagtctcaaa
cttcttcatg
agccacctgg
tcacaatagt
accaatccag
ccacagcatg
ccaccctgag
gaacatgacc
ccggatgcetce
caaccctege
tgagaagaat
gatggccatg
cttcctatte
aggagacgcc
tggcaaggec
ccagagcgag
caccaccccce
ctattacaca
ggacacagag
gacactggca
€gaggagcgy
gacaaacatc
gtttcagcag
cttctrtgat
tCtetocttce
tgggcccaca
ggggcccect
tggggctcga
gctgaagcega

660

720

780

840

300

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640




cagctggagt
agcacctcac
atgccggaca
4ggggcctygg
cccggggaga
tacagcctgt
tttgagtect
ctgggaagcet
tgagccaggce
ctccgtctgt
tacctggcag
tatccctatt
aggatttttt
ccctecttet
ttctgtaggg
caaagagaaa
gcccttctceg
tttgtttaag
caacgtatgt
cccecgeatt
ggagaaaatt
daaacttaga
tgttaatttt
cggacactgt
tgacaatccg
ctatgtacta
gtggggtcgg
ccttcaagtg
tccagaacta
tatagtgacc
gaggaggagg
agccggcage
ctgaggtctc
gagcactttg

atgaagagca
atttgatgtg
agccactgag
gccatccect
acagcaagag
cgtcagccca
acctgctgec
ccacgctect
cttctacctg
ttttgcaact
acttgcccag
tttaaagtac
tcetceccac
ccttctcaca
agaagcttta
caaaaatgat
ttrctrtett
ctgactcttt
ggttatctgt
tggtggattt
tatatctggg
aacggaaatg
tcttagtgtt
ggaaggcctc
agcagtggag
tgtatgtatg
gg9ggtggggc
cactgagcta
ccatgagatg
ccgtecacgt
ctgcacagcg
cagatggeccc

tgggtcggtc

caactccctg

sequence listing divisional 1.sT25

agccttccag
gaaacggatg
C¢gcaaatgta
gagacatctg
caggttccce
Caaggtgtca
Ccgaactgacc
gcaaggaggg
ggcagcacct
aggtatttct
gtcaccaagc
acaattgttt
Cttcaatgac
cacaactgtc
gcttcatttt
tttgctttce
aaactaatca
gctctaattt
gaaagttgca
Tttattatta
ttaagtgttt
gaatcctgct
gtggacactg
cctctgtcgg
tcattcagcg
tattattatt
ggggaagtgc
tgtgactcgg
gtttagacgg
cctccaagcet
ggagagcagc
cgcaaggcct
agtgacatgt
ggtaagaggg

gacctgagcg
aagaacctca
cccaatgata
ccgetgcecac
ccacagtgct
ggcatggcaa
agatatgact
gacctcctca
ctgcecgacge
aacgccagca
agtggccttt
tacctgttet
ttctaattta
catactaaca
actaaaaaga
aagcttggtt
ccatattgta
tggaaaaaaa
cagcgtggcet
ttcaaaaaca
atcatatata
cacaaaatca
cagacttgtc
ctttttgcca
ggagcactgc
attgctgeca
tctaactttt
atggtcttte
gaattcatgc
cacgaccttg
tggtccagac
ccagggatgg
aggtaggaag

acgacacctc

999g9ggaccc
ggggtgggag

agttcaccca
agcctccatce
acgccaccea
gccggctget
gtgaggtgaa
gagccctgga
cgtcccacca
cactatttac
ttctgagatg
gaaatgttct
tattatccat
agtttggtgc
ttcctcgtta
tgtggcgtct
aatttcaggg
gaaatgtgaa
tttcctaaac
taactgagtt
tgggtacttt
ctttaagatc
cagtgctccc
tctgtgatat
gcgctatccc
agagggtctg
cttaaggttt
acacggcaca
daatgagggg
dgagcccegtg
cagccctgea
cccetageca
cactgaaaat

tggtttttca

stranka 12

acctggtggc
ctgccctttg
aaaccccatg
tgccatcagt
gtaccaggac
cgggccctca
cgtgccecgtg
ccaggccace
gcttcactct
dagatggact
Ctcactttat
taaattttgt
aggttictct
atgtctgttc
ttgttgttyc
ccctegeaga
TTrttttttt
gggtcaactc
tggtgttttt
ttttaaaaga
gtaatatcta
ttttcgaagce
acggcctgta
gccataggtg
ctcacattct
atggcacgtt
tgttgctage
tttggacatt
tCaaaaatqgg
gagctggact
gcccccactc
caggccctgg
agtgttccca

ataccaatta

2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680



catggaactt
ttgggccaac
aaaagaaatt
agctgcacgg
gctggtattt
tttactaaaa
atttcatgaa
cttaacttta
ccactgaaaa
<210> 10

<211>
<212>
<213>

<400> 10
acttccegete

DNA

gctgtggcaa
gcctggaact
ggcggaccgt
caaagccacc
gaacgatgat
tatgtatgaa
caaaaagaat
tggatcagag
aaattaccac
gaaggaattg
aaagaagaac
cagtgaaaga
gagtgctttt
tgatgacacc
cgacagcgat
tgaagaggag
daccagacac
ttacacaggg
agttaagact
caccagccag

agctgctgea

4007

ttctgtaatg
tatttagtaa
taagttctat
cattacccca
gatttcctgt
cactgaaaaa
cgttattata
taaggaaatg

ddaaaaaaaa

Homo sapiens

cacgcagcgce
aggaaggagc
gcccecggtac
cccgegegag
aatgttgtta
ccttggggac
caatttccag
tggagaagag
cgtgttgtta
tttgtagatg
gttgaatttg
aaagacaagt
tatgatcctg
ccattcagtg
atcagcaagt
gaggaaaaga
actgtgacga
aagcgcacag
gacaaagcaa
TCagtgccta
tcaacaggag

tcaggcagtt

sequence listing divisional 1.5T25

ggtacaatga
gcccggatag
gagaaattcc
cacagggtgg
gtgtgttgcc
tattccaagce
ttgtcgaatt
tattttgaca

ddaa

ctgtgctgcce
tgactggggg
ggaagtgttc
gcacgatgtt
tgaattattc
cttctgggea
aacttatgaa
tttataagtc
caagtgccag
agcatggtaa
cccaggatga
atgttggggt
agcccaaatc
ataaattagg
tccggaggaa
aagcgagaag
caaagcatat
caaatcctte
gtccagatca
gcagcaagtc
gatcagctga

tcccttecea

agaagtttct
acttattgee
ttagtcatgg
cagaacttga
ctggcattaa
ttcatattaa
cctactgaca

ctggtatctt

gcgtctcgac
agttcgaggc
cggggtccgt
gaacatgtgg
agagatcgag
actcatggga
catgctttgg
gttgctgctc
agaacacatt
dggatcaaggt
cgacaggctt
ttcctcagac
aaaatgggat
tgagctgagt
agatagagaa
aggcagatct
tcatatcaca
caaaaccatt
gaatgcttca
atctggtgac
tttattcgga

agtaacagca

aaaaacacac
daaaacaaaa
tgttgcgtaa
agggttactg
gggcatttta
ccctaccetgt
acattataac

attaaagtat

gtgtcaccgg
ggcgggeggce
gg9ggagcagg
aaggtgcgcg
tctaaggttce
gagattgcca
tcacgaatgt
ctagcttacc
tatgatttac
ataaatattc
cgtgaagagc
agtgttggag
gaggagtggg
gataaaattg
gactctccag
cccaaaggtg
caggccacag
gatcttggag
acccacacac
cttgttgatc
ggatttgctg
acaagtggga

sStranka 13

acaaagcaca
aatagctttc
atcatattte
acgtgtaaat
cccttgeagt
caacgtaacg
tgtatgggag
tctgatccta

cggcgccget
ggtgaccccg
agagggaggc
agctggtgga
gagaggcaac
aggctacart
taaaagacaa
tcataaggaa
gatccctgga
gacagaaggt
gaaagaaagc
gattcagata
ataaaaacaa
gaagcacaat
aaagatgcag
aattcaaaga
agaccaccac
cagcagcaca
Ctcagtcttc
tgtttgatgg
actttggctc

atggagactt

4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5184

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320

4
(3]



tggtgactgg
ctttggcagt
cccacctect
aaccatgaca
tggtttgcct
ctrgccctcet
tatgcagcct
gcagcagcct
gaacatgctt
catgcccaat
gaaccagagc
gacaggcaca
caagcaagat
agattgaatg
caactaccct
gttttataaa
gcagtcaaaa
aagcctttat
gctgaataaa
ttctgteect
ccatatatga
caagaaaaaa
atacttttgc
aaacctcttt
atcctgtgca
aaaaaaactt
aaggctrcct
tatttatttt
taaatataaa
ttggttttga
tatattgtta
ttaatgaaaa
gattctagag

aaataaatac

agtgccttca
gcctcacagce
gctgcctcaa
tcttcccaga
atgtcaagat
acttggtctg
tccaaaccece
atgaatgtga
cctgtceggce
gtgatgactg
atgatgggca
atgggaatgg
gcctttgcaa
aagaattttt
ttcttttate
agtgaaatat
tcatttttrt
caactgaaga
tgtgtttgaa
ggatcgcctt
aatcattaaa
aaaagcatac
taatgttcca
aagcaattgg
gaactaggaa
ctgtttgttt
tccgtgttta
attrerrett
tgttacaact
gtgtatataa
aaggagacct
tgrttttott
tttggaatgc

tataatatag

sequence Tisting divisional 1.sT25

accaagccce
cagcggtaga
attcttcaga
gtatgaattt
cacagaatac
accccagtgt
agcagccatc
tgactcaaag
cccaaactaa
gcaccatggg
tgaacatgaa
gcatgeccaa
atttcgccaa
agctgtgcag
aagtaattaa
ccagtatttc
ccagtgagga
gtccatttaa
tctctaattt
gtcataattg
gttggatgat
atatgtgatt
gcaacactgc
tgattgccat
gaaatttttt
ttagcagtca
tccctgtage
tgggtgtctg
caatgtttgc
tgcagcatta
gtagcagtca
tttctgctgt
aaaattaatt

atatcaaatt

atrcaggccct
acttgttagt
cctgtttgat
ctctatgatg
agatatggtc
aaacatcagc
actgaataca
ttttggagct
tgctttgata
aatggcccct
catagggatgqg
catagccatg
ttttagcaaa
ataggtgatg
aataaatcta
agagggccag
tagaccacaa
cagcataatt
tatactttct
ggtctgttcc
cagtttttta
atggctaaat
tattatacta
gggactttte
tcaggactgc
ttatttacaa
catcatttaa
Caaaggtaaa
ttttagattt
gcaatatggt
aagattttat
aattcrgcat
gttttaccct

attacctccc

gttgctteca
ggctcacaat
cttatgggct
agcactaaca
cagaaatcag
ctagacaact
atgattcagc
gtgaacctca
dggggaccca
cttggaaata
tcegetgctg
acttctggaa
taagagattg
ttgggatgga
cataaagaac
gcaagagcac
gtgggtggtg
tgtgggaaga
tttcctgagg
ttttactacg
taaaaatata
Caaaggtaac
TtCcaaatrtt
ccatgtcttc
tctatggttt
tttgcagtga
gtcaggaaca
aatccattaa
tatacagtat
tccaatagag
tgatttaatg
taagctcaca
caagctggga
catgttatgt

stranka 14

gtggcgagtt
cagctctagg
cgtcccagge
ctgtgggact
tcagcaaaac
tactacctgg
aacagaatat
gttctecate
tgcctatgag
ctccgatgat
ggatgggctt
ctgtgcaacc
taaaagaagc
daatgctaat
caaaaaggct
ttcagatgag
agaccattga
ctggaatagg
aacttgattt
actcttgagt
tatttttgtc
tggaatgtat
tattgtaaca
tgctgtaatt
cctttaaaag
ttaacttggce
gtcagaaaaa
aaccttaagt
ttgttrtgtt
gagttaaata
dcaaaggaaa
tgaaaatcat
atatttttca

tgaaaatttt

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360



tttattaaat
ttaaaatgtt
agaccatttg
aattatttaa
aagcagcaaa
aattaggcag
ataagagatg
tgtgtttaac
agccagcctc
taagtaaatt
acgaagtaaa
<210>
<211>
«212>
<213>

<400> 11
ttccttttar

11
DNA

tactacaaag
ttcttctctt
gtccatggcece
tcgggctggt
gagccagtgce
acggcctcaa
gcctggecag
gaaaatcaag
tggaaactga
cttcccacag
cdacaccgcc
ggtggctttt
aggctaaaca
ggtrgtgcaa
tgtttcaaaa
tgtgaggctt
attttaatta

gtgactaaaa

tgataaaact
cattaaaatc
Jdggaaaaaat
tgacttctct
gatatcctga
aaattcatgt
agagtgagtg
ttagtttcaa
tggtggcegce
ttttctttaa
tgtttatctg

3066

Homo sapiens

gcgaacacaa
agatagaatc
tcttetattt
agaaaacttt
acttggagga
tcccatctca
cagaactgga
tctcaccttc
tttcagagct
gagtcagctg
tctgagceccgt
cccacctgec
ggttretgtt
gaattttoag
gttggacatt
aatgtaatat
attaaaaata
aaattaaaac

agagaaaaaa

o m e

-e e
T

sequence listing divisional 1.sT25

ttatttccat
aatgttgaac
aattatagtt
attctttect
cctgctecat
acttcagcta
taattagctg
agaataggag
atagtagaat
gaagtatatc

aaccttaaaa

gtatatgagg
aaactgcttt
cttgtggata
tgggaggacc
tttatttgag
cagtggagtt
ttttaccgcec
cagcgacaag
tctactttcc
gtgactctcc
cctgactact
tatgagtcca
tctttettgt
ggcatggccc
acaatgtaaa
tttecceccaa
gtgattctaa
ttcagatatt

aatcactgtg

tatattcata
tgctttttct
tgggcaaagt
atcagactcyt
tcttgctaat
agtggtaatg
actgcggttt
ctttcaagtg
atggtccctg
ttcactttct

ddaadaaaaa

ggttgtgtaa
ttttcgacat
ttatggctaa
ttatcatgtc
ctgtgttcat
caagcaggag
acagtggctg
cttccectgga
atccctrtet
cttcttccaa
ggtccagtaa
tcatcaaggc
cttgtctttt
aaataactca
acacattttc
gcgttttata
tgtaagaatc
tgtggattac

tcactttaaa

atgttctgtt
ttcgttctgt
aatttrtata
actgttagga
gttccatcta
aaaagtgatt
ttaatctttc
ttgttactte
atatttaaaa
caaatatgta

dadadaa

aaattatttt
actggtttrtt
taacacaaca
cttcactgta
ttgtctgtct
atctaggtct
tgaacgtcga
acaagcaaat
gcaatgtcca
tatctcteec
cagtcttcga
attcccagat
attgaaagga
tgagttccaa
ttcaaacacg
tttatgtatt
agctaagaty
aatcctcatt

gaaaaatctt

Stranka 15

atacataaca
tagacatttg
dataatttaa
attaaaaatg
caacatttct
catttgctga
aacaattcaa
agagcaatca
ccgatcatct

tggttcttag

tctcttgctg
ctttctgttt
agtttaggga
tccatggcaa
cgaagaagaa
tcttacaccc
agcaacctca
tcctttecaa
ccacttrcctg
accatcagca
gtgggecttt
tcctgagtag
aatcaaaaat
gttgaaacat
tttteccttt
ttgtattcaa
cattatatat
tacttccaat

ctaagggatt

3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4007

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140



tggattttac
tttctttett
gcatgatcag
tgccccaagt
ttttagtaga
atgatcctcc
taatggaata
atcattataa
tgtttcattt
agttatctac
ttcaccgttg
aaaaacaagc
cttaaactta
tgcagacaaa
atgaagaatt
ctctacgaat
atggtctttg
ggaagaatgc
gcccttctea
ttccagtatt
ttttcagtga
tctgaacatg
ccttatatta
tctctaatta
aagaaaaagg
gaaatttagc
tttttrettt
tatggttttt
gaagagaaga
cttatcccag
tgtgaaatta
tggattgtga

dddaada

<210> 12

tttctttaga
tttcttttga
gactcactgc
agctgggact
gatgaagtgt
tgceteggec
tgtggycaca
gaagtgtggg
ttgacactaa
ttcctggagg
tcgttacatt
ctcaagttta
catctagcaa
taagtatgag
ctccttectg
Ctcaattcca
gtgcacacag
atccctaaat
tttaaggaca
gtgaatattt
aaaagtaccc
gttcaagaat
tccatcattc
aacatgccaa
gaaaaaagct
agccaagtaa
ttttacttgc
atcaagaatt
gcagaaatcc
ttataagaca
aagcaaaaac

aataaaaata

sequence listing divisional 1.sT25

atgacaagtg
gacagggtct
agcctctate
acaggggtgce
cactatgtta
tcccaaagtg
aaatgacaga
actcaagcac
ttttttctgg
caaaatecctt
gttagaaaag
aaaccaagct
cttggaaagc
tcactgggga
gattgactct
acttctctgc
ttatttaaga
gtggccacca
tgagttcact
agtttatgtg
tcrttttcat
aagagattcc
Cttaaggaca
aaggaaaaag
aaccggataa
ggtttcaagg
atgtcatcct
tgtgttggga
tctggggcat
gtcaaaatga
tggagactrtt

datttatgtc

aatcatattg
tgatccgteg
tcccaggete
actaccacac
ccaaggctgg
ctggaattag
acataggaca
aggaaactga
acaaactctt
ggatttacta
caacaggaaa
cacgttttte
actttctctg
gagagtttgt
taatcatcag
agagtctgta
atccacttcc
gagagttcca
ggagtattac
gccotttctt
ttcectattge
atgtagcatt
attattctta
taagagaaag
ccaatttgtt
gaatattaac
taatgtctaa
gtaaaaactyg
ttaaccatct
ctatttccta
taatgtattt

aagttttatt

dcattttaca
cccaggcagyg
aagtaatect
cgggttgaat
tctcaaactc
cctggcecaat
ttctaaagtt
actcttttgg
tatgtgtttt
acatgatgat
aaatccaatt
ttaagggaaa
gggatcttct
tattgaaata
gcatcattcce
cagtgattaa
acaggtggct
gtgggcagat
tcaaaaagtc
tgrttcttitg
agtggtcaca
ttctttatta
ataatgctta
agggagcaag
ataagttggt
ttggtatcag
catgaaaaat
Ctrtatagct
ggcagaattg
aatattgtga
ctttaatttg

Cdddadaaaa

Stranka 16

atcttagatt
agttgcagta
cccatcttag
ttttttttaa
Ctaaactcag
cttggatttt
ccttgatttg
tgtcattgga
tcccaagaat
ttacctrtte
catttgacct
aattttcttt
tttgtaactt
gatgttgcce
tggtttgctt
gccatgccag
gcccttgtaa
gtctgtggct
tgtggttcat
aacagtggga
gctaatagtg
Ttttcattte
tagaaaatgt
aagaaaatgg
tttcaacaaa
ggctactttt
cagcaaagag
cccaaattag
ttgctgecacc
gtgtatgaaa
daatgttttg

ddadaaadaa

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3066




1089
DNA

<211>
<212>
<213> Homo

<400> 12
gaggagcctg

atgttggtgt
aaattcaaaa
tgcaccaaag
ggagacttcg
aaaattggtc
ctgttgcaga
gcatttgagc
gccttggaaa
gtcacctatg
aaaccttaaa
tcaagtaatt
aaatataata
gaatatattt
gtcacttgtt
attccaaaag
ctccagtaat
aaaacataaa
gacctttca

13

2558
DNA

<210>
<211>
<212>
<213> Homo

<400> 13
gggcctggag

gcacggtgta
catcctggge
ccacggerttce
tgtgaggctc
tcectgttea
gtgaaaggga
gaagggtgtt

caattcaaac

sapiens

aggaagaggg
tggtattagg
aactcctggt
agagttatga
atgagaatct
tgatccatgg
ggcaatttga
atgaaaataa
caaacattat
tgtatcagcet
gccaggectg
aaacatttaa
ccatcttcte
agtttacagt
aagaaaaatt
tagtgcatgt
aaacaattac

aatgaggaac

sapiens

cttcctecge
aagaatatcc
gaactactgg
tcattgtgca
tgcagaactt
gtttatacat
actttgctag
tcagatcaca

aatacagcag

-
-
[]
reww

sequence Tisting divisional 1.sT25

cggcgacggt
agatctgcac
gccaggaaaa
ctatctcaag
gaattatcca
acatcaagtt
tgtggacatt
attctacatt
tccatcattt
aattggagat
tcttgatgat
gagccacaaa
tgttaataca
atatggattc
tatccttgta
ggagaaagaa
ctttcattta

caagtgaaac

ggggccccca
agctggtggce
taaagggccce
cattgctcta
cttctcteta
ggtacaagat
gttgcagacc
aggtgcttct

acatgtgacc

ggtggtgact
atcccacacce
attcagcaca
actctggctg
gaacagaaag
attccatggg
cttatctcgg
aatccaggtt
gtgttgatgg
gatgtgaaag
ttttggtttt
attgtatcac
taattgctcc
tatgaaaaaa
agtatcttea
tctagacttt
tactttgata

tacggatata

ggcccgaggg

tacagttccc
tctactcaca
ccgtcctggg
gcctgcaget
cagcatgagt
tgcatctcag
ctgcggcetgg

acaagggcag

gagcggagcc
ggtgcaacag
ttctctgcac
gtgatgttca
ttgtgactgt
gagatatggc
gacacacaca
ctgccactgg
atatccaggc
tagaacgaat
ttttcattgt
ttttataata
aagcttcctg
tgtccacaac
aagttgatat
cttgtataca
acctgtattt

aatattaaag

ccgggctget
cctctggttt
ctcagattga
Ctgacatcty
tgatgggccc
gcatcctecc
aactccgcat
cagtagagga

ctctgaccta

Stranka 17

cggtgacagg
tttgccaget
aggaaacctt
tattgtgaga
tggacagttc
cagcttagec
caaatttgaa
ggcatataat
ttctacagtg
cgaatacaaa
cctgttgaaa
ttttgcagta
taaactataa
acagtaattg
ttggaacttt
tttttctctt
aatttaaaaa

tggacgagat

gatccgccag
tgctgccatg
ccagcaacct
caccaacctc
cagccgcatg
ttttgtgcaa
gttacagaga
tgggctecag

tacctcccetg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1089

60
120
180
240
300
360
420
480
540




gagattacta
ttgaaagata
atcctagagc
attctgggaa
ttcttcaaag
tcttcacagt
gatctccaag
agaatggatyg
gcctctcatt
ttgacatatg
gagctggaga
tggctgetgt
agcaccttct
acgcgggaac
agccttaaga
ttgcatgttc
cggcteccace
ttgcagacca
agagcctcca
gagtgggaga
ttaaccatat
ccgcetgagce
agtgctgtcc
aggactttca
cagtaagctt
tgtaagcagg
aggttttgaa
gtgcccettcc
catgcaaagt
taaaaaaaga
ctccctccat
agtggctcac
ccaggagttc

taataaaaac

ttctgacttc
cagacctagce
acgtggactc
ctgacattga
cctggctaca
gtttcagcaa
agcgactgcet
accctaaagg
acaagctcca
gactcecegtt
caaatcagca
tagccaaggg
atgtgatcat
tgatgctgcc
atgtggagag
daaagccacct
cacactggga
accgagctcg
agatgccagc
aggatcccte
ccatgctcag
ctctgtgagt
cactcctcaa
Ttttctttag
ctaccattgt
tggatgaggt
agctcataaa
cactacacca
gtgtgtgctg
cctactccrt
Cccacagaata
acctgtaatc
gagaccagcc

ttttaaaaaa
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tcagcctgga
cagagtcagg
agcgtctect
ccttcagact
taacagtgga
catttccaga
ctgcccatce
agacttcatc
agtgatcaag
catcctcaga
acatttccat
ggaaccaccg
gccgtcacac
cagcaccttc
catgctggac
gtactcacac
gagccgagct
agctractgtg
agccagcaaa
aaggccctaa
gttcacataa
gagggctgac
gtctggaagc
aatcatttgc
taggagcatt
cagatcacct
agacaagtaa
ccaggcttca
999ggtggga
tcctgttace
atagctacca
ccaacacttt
tgagcaacac

dCdadaaaaa

aaagaggtgg
aggtttcagg
gttgaggata
atagacaatg
acagaccaag
cccagagata
ctactcgctg
acactctacc
gctttaaaat
cctacaagcet
gctttgtgtc
ggcccaggac
tccetcacac
cccetgetac
agcctggage
ctgagcagca
ccgagaaagc
gcceecetge
tcttectcag
gtcaccagca
tggctatctg
tgggaaacaa
gacacacccyg
tactgttitac
cataactcag
ttggtaaact
gattgaaatc
gcctccaaag
gggctyccca
ctctccecac
tttataaaat
gagaggctga
tgtgagaccc

ddddadaa

tcaaacagtt
tcgttgaggt
ccagcaatga
atatcgtcag
aacaaatcca
atccaatgtg
gcacagctga
agatggcttc
ctagcgggcet
gttggcagcet
acagcctgcet
acagccagag
tgctggtaaa
ctgaggaccc
tggagccceac
tctatgccaa
atccctgcaa
ctatgactcc
atgeccttctt
ccagagccca
tggtcagact
cagcctteet
agcctgtect
acaggtgaag
aatttcttct
ggacctcagg
caagcctcat
agacaagtgc
gaacagggga
atgtaccaac
gtttactctyg
ggtgggatga

ccccgecate
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ggaggaaggg

cacaaaggga
tgagagttct
catggagatt
tcttcttett
tctgaaatgt
cggctecttg
ccagtcatcg
ctgcgagtca
ggactgggat
gaaaagggaa
aattcctgee
g9gcggtggcc
acatgatgat
ctacaacccc
gcctcagggg

gactgggcag
tgtcccaggc

cctgecttea
gctgcccagce
tgctctctat
gtcctgtttc
ttctecagea
attaaacacc
tgtagctctg
adacaaggatg
ttcagagcect
ttggtaccta
gaggatggtg
cttcctgttg
ggctgggagc
tcacttgagg

tctacataaa

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2558
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