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exprese, pfiemzZ odchylka od referenéni hodnoty rovna
alespoft minimalni odchylee u viech uvedenych genila
genetickych lokust znadi zvy3ené riziko.
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Zpisob identifikace osob se zvy$enym genetickym rizikem umrti po infarktu myokardu

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka zpiisobu identifikace osob v Zeské populaci, které vykazuji zvySené
genetické riziko umrti v disledku kardiovaskularnich komplikaci do 6 mésich od okamziku
vyskytu akutniho infarktu myokardu. Identifikace je provadéna na zakladé stanoveni profilu
genové exprese vybranych genti lidského genomu.

Dosavadni stav techniky

wtoar s

Infarkt myokardu a cévni mozkova piihoda jsou dvéma nejzavazngj$imi klinickymi projevy
13 aterosklerozy. Riziko rozvoje téchto onemocnéni se odhaduje na zékladé znamych rizikovych

faktori. Rozsah onemocnéni je v sougasnosti zjistovan fadou vyetfeni, jakymi jsou napf. scinti-

grafie, magnetickd rezonance, katetriza¢ni vysetfeni. KaZdé z téchto vyZetfeni ma vak i sva

omezeni, napf. radiadni zatéz nebo invazivitu vySetfeni. Aterosklerotické platy jsou zkoumany na

bunééné i molekularni Grovni, véetnd sledovani bunék v cirkulaci jako odpovédi na zanétlivy
20 proces v cévach.

[dentifikace gend pomoci molekularng biologickych metod znamenala v poslednich letech
vyrazny posun nejen v odhaleni pfi¢in nékterych zavaznych, Zivot ohrozujicich, onemocnéni
¢lovéka (napt. nékieré onkologické diagnézy, zavazné dédicné poruchy metabolismu ¢loveka &i
25 dal3i poruchy neuromuskularniho, gastrointestinalniho a ob&hového systému, véetné aterosklero-
zy atd.), ale v neposledni fad¢ také vyznamng rozsifila nase znalosti o vzniku a rozvoji akutniho
infarktu myokardu (AIM) (Yukihiro Hojo, Uich Ikeda, 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. JAm. Coll
30 Cardiol, 35(4): 968 az 973, March 2000; Merry L. Lindsey, NMP Induction and Inhibition in
Myocardial Infarction. Heart Failure Reviews, 9(1).7 az 19, January 2004). Detailngj$im pocho-
penim jednotlivych stadii IM se dostavaji do popfedi i otazky moznosti prevence a uginngjsi
1é&by onemocnéni. S rozvojem modernich technologii se molekularné biologicky vyzkum obecng
posouva od klasického modelu odhalovani konkrétnich genetickych lokust, resp. genetickych
35 polymorfisma, piisobicich poruchu jednoho genu ke snaze monitorovat polygenni a multifakto-
rialni poruchy &lovéka pomoci genomickych a expresnich Cipd, jejichz analyza v soufasnosti
poskytuje komplexng&j$i obraz onemocnéni (Joseph S. Verduce, Vincent F. Meifi, Shili Lin,
Zailong Wang, Sashwati Roy, and Chandan K. Sen. Microarray analysis of gene expression:
considerations in data mining and statistical treatment. Physiological Genomics, 25(3):355 aZ
40 363, May 2006). Predevsim studium tzv. expresnich &ipi zaZiva v lékaiskych védach velky roz-
voj. protoZe umoziiuje posoudit mnoho genovych transkriptd a jejich expresnich variant najednou
v kritickém stadiu onemocnéni (multivarianéni analyza, randomizaéni studie) (Lawrence W,
Stanton, Lisa J. Garrard, Deborah Damm, Breit L. Garrick, Andrew Lam, Ann M. Kapoun, Qiang
Zheng, Andrew A. Protter, George F. Schreiner, and R. Tyler White. Altered Patterns of Gene
45 Expression in Response to Myocardial Infarction. Circ Res, 86(9):939 az 945, 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).

50 Recentni prace poslednich 5 let se intenzivné zabyvaji z mnoha Ghld pohledu nejen expresnimi
profily osob s aterosklerézou, ale také osob s ischemickou chorobou srdeéni ve vztahu ke vznika-
jicim zanétlivym procesim v cévach (Gemma Satterthwaite, Sheila E. Francis, Kim Suvarna,
Stephen Blakemore, Chantelle Ward, Don Wallace, Martin Braddock, and David Crossman.
Differential gene expression in coronary arteries from patients presenting with ischemic heart

55 disease: further evidence for the inflammatory basis of atherosclerosis. American heart Journal,,
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150(3):488 az 499, September 2005), osob s ischemickou & 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. Physiclogical genomics, 21(3):299 az 307, May 2005;
Michelle M. Kittleson, Shui Q. Ye, Rafael A: Irizarry, Khalid M. Minhas, Gina Edness, John V.
Conte, Giovanni Parmigiani, Leslie W. Miller, Yingie Chen, Jennifer L. Hall, Joe G. Garcia, and
Joshua M. Hare. Identification of a gene expression profile that differentiates between ischemic
and nonischemic cardiomyopathy. Circulation, 110(22):3444 az 3451, November 2004) a dale
také osob 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. Ginsberg, 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 az 38, October 2008; Ramachandran S. Vasan and
Calum A. MacRae. A dream, ajourney, 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, Cristina Ellervik,
Berge G. Nordestgaard, John K. Olynyk, Peter R. Mills, James Shepherd, Bernard Grandchamp,
Jolanda M. Boer, Calogero Caruso, Marcello Arca, Beta J. Meyer, and Yvonne T. van der
Schopuw. Mutations in the HFE gene and cardiovascular disease risk: an individual patient data
meta—analysis of 53 880 subjects. Circulation. Cardiovascular genetics, 1(1):43 a% 50, October
2008).

Nariist cetnosti védeckych praci v roce 2009, zabyvajicich se akutnim infarktem myokardu, uka-
zuje nejen naristajici zdjem o toto problematiku, ale také zavaznost studovaného tématu
(Kahraman Tanriverdi and Jane E. Freedman. Blood and Cardiovascular Disease. Circulation:
Cardiovascular Genetics, 1(1).7 a2 9, October 2008). Také daldi védecké prace hledaji v posledni
dob& pfitinné vztahy mezi projevy n&kterych gend a vznikem akutniho infarktu myokardu
(AIM). To, ze se jedna o komplexni proces, zahrnujici celou fadu gen@i &i pouze jejich &asti
(polymorfni mista), je vieobecn& znamo. Jsou popsany polymorfismy ve struktufe endotelialniho
ristového faktoru, diskriminujici pacienty s AIM, u nichZ se vyvinulo srdeéni selhani (Panagiotis
Douvaras, Dionisios G. Antonatos, Kiriaki Kekou, Sotirios Patsillinakos, 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):11 az 18, 2009).

Je popsan vliv akutni koronarni okluze na uvolfiovani arterialniho natriuretického peptidu, ktery
pusobi na vasodilataci, natriurézu a zanétlivou odpovéd’, &imz zvysuje rozsah infarktu myokardu
a mortalitu (Aiilyan K. Houng, Rachel A. McNamee, Attila Kerner, Pallawi 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 az H661, March 2009).
Popisovana je rovnéz exprese kininovych a jinych receptori (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(1b)-adrenergic receptor—induced cardiac
hypertrophy by oligonucleotide arrays. Cardiovascular research, 57(2):443 a2 455, February
2003), které podporuji aktivaci cirkulujicich mononuklearé u pacienti s akutnim koronarnim
syndromem {(AKS).

Zmény nalézané v extracelularni matrix jsou uréujici pro myokardialni remodelaci po IM. Mohou
byt vyznamnym faktorem pro zanétlivou odpovéd’ a mohou prispivat ke stabilizaci a kompenza-
tornim mechanizmm pro udrzeni srde&niho vydeje. Ovliviiuji té7 angiogenezi, proliferaci a dife-
renciaci bunék (Fabio D’Aguiar D. Mataveli, Sang Won W. Han, Helena Bnciani 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.




20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 303458 Be

Denapoli, and Maria Aparecida da Silva A. Pinhal. Long—term effects for acute phase myocardial
infarct VEGF165 gene transfer cardiac extracellular matrix remodeling. Growth factors (Chur,
Switzerland), 27(1):22 az 31, February 2009). Objevuji se i studie zaméfené na hledani
konkrétnich polymorfismi ve struktuie DNA, které by mohly mit pfimou souvislost s vyvojem
ischemické choroby srdeéni (C. Federici, N. Botto, 8. 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):1269 a% 1300, November 2008). Recentni molekularné genetické (expresni) studie jsou
provadény napt. na desitkach osob s chronickym srde¢nim selhénim (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 peripheral blood mononueclar
cells of chronic heart failure patients, Physiol. Genomics, 2009, 38:233 az 240}, na pacientech
s onemocnénim korondamnich artérii (Meier P., Antonov J., Zbinden, R., Kun A., Zbinden S.,
Glekler S., Delorenzi M., Maggi R., Seiler C.: Non—inasive gene—expression—based detection of
well-developed collateral funcion in individuals with and without coronary artery disease, Heart,
2009, 95:900 az 908; Erdmann J., Grosshennig A., Braund P. S, er al.: New susceptibility locus
for coronary artery disease on chromosome 3q22.3, Nat. Genet., 2009, DOI:10.1038/ng.307;
Tregouet D. A., Koning 1. R., Erdmann J., et al..: Genome-wide haplotype association study
identifies the SLC22A3—LPAL2-LPA gene cluster as a risk locus for coronary artery disease,
Nat Genet, 2009, DOI:10.1038/ng.314) ¢&i na sekreénim materidlu osob s chronickou ischémii
(Jozefa Dabek, Aleksander Owczarek, Zbigniew Gasior, Rafal Ulczok, Mariusz Skowerski,
Adnrzej Kulach, Urszula Mazurek, and Andrzej Bochenek. Oligonucleotide microarray analysis
of genes regulating apoptosis in chronically ischemic and postinfarction myocardium.
Biochemical genetics, 45(5 aZ 6):241 az 247, June 2008).

Nekolik védeckych tymil v Zele s mezinarodnim konsorciem pro genetiku infarktu myokardu
(Myocardial Infarction Genetics Consortium, http:/www.nature.com/ng; David Seo, Geoffrey
S. Ginsburg, and Pascal J. Goldschmidt-Clermont. Gene Expression Analysis of Cardiovascular
Diseases: Novel Insights Into Biology and CLinical Applications. ./ Am Coll Cardiol, 48(2):227
az 235, July 2006; David Seo, Tao Wang, Holly Dressman, Edward E. Herderick, Edwin
S. Iversen, Chunming Dong, Korkut Vata, Carmelo A. Milano, Fabio Rigat, Jennifer Pittman,
Joseph R. Nevins, Mike West, and Pascal J. Goldschmidi—Clermont. Gene Expression
Phenotypes of Atherosclerosis, Arterioscler Thromb Vasc Biol, 24(10):1922 az 1927, October
2004) se zabyvé genetickymi asociatnimi 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 Tybjaerg—Hansen, Anita
Brandstitter, Andreas Luchner, Thomas Meitinger, Wichmann, and Florian Kronenberg.
Genome—Wide Association Analysis of High—Densite Lipoprotein Cholesterol in the Population—
Based Kora Study Sheds New Light on Intergenic Regions / CLINICAL PERSPECTIVE.
Circulation: Cardiovascular Genetics, 1(1):10 az 20, October 2008; Gudbjartsson D. F.
Bjornsdittir, U.S., Halapi E., ef al.; Sequence variants affecting cosinophil numbes associate with
astma and myo cardial infarction, Nat. Genet., 2009, DOI: 10.1038/ng.323; Ozaki K., Sato H.,
fnoue K., et al.: SNPs in BRAP associated with risk of myocardial infarction in Asian population,
Nat. Genet., 2009, DOI:10.1038/ng.326).

Snaha v&as predikovat nastupujici ptiznaky infarktu myokardu (postupné nastupujici stres vyvi-
jejici se az do Soku) je dnes fedena klinickou diferencialni diagnostikou, funk&nimi testy, resp.
statimovym méfenim zikladnich biochemickych markeri pro AIM. Toto uzivané schéma diag-
nostiky je pouzivano (u pacienta pfi prvni udalosti) bez jakéekoliv moZnosti monitorovat (prediko-
vat) celkovy stav organismu v obdobi pied AIM. Ptesn&j3im charakterizovanim zékladniho
expresniho profilu pacienta piezivajiciho i nepfezivajiciho akutni stadium infarktu myokardu a
jeho porovnanim s vybranymi osobami kontrolniho souberu Seské populace, se otevira do
budoucna realnd moznost prib&zného, ekonomicky dostupného sledovéani osob ptezivajicich
infarkt myokardu (obdobi do 3 a# 6 mésici po prvni a dalsi udalosti).
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Pokusy o expresni analyzu a pribézné monitorovani nejrizngjsich, predeviim ale nadorovych,
onemocneni Clovéka byly jiz uinény. Jsou dnes pfipravovany nejriznéjsi selektivni expresni
sady gen(, které charakterizuji nejen aktualni stav organismu, ale také mohou monitorovat
uspélnost a adekvétnost 1é¢by (David T. Miller, Paul M. Ridker, Peter Libby, and David J.
Kwiatkowski. Atherosclersis: The Path From Genomics to Therapeutics. J Am Coll Cardiol,
49(15):1589 aZ 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, S. 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(11):900 az 908, June 2009; Jézefa Dabek, Aleksander
Owczarek, Zbigniew Gasior, Rafal Ulczok, Mariusz Skowerski, Adnrzej Kulach, Urszula
Mazurek, and Andrzej Bochenek. Oligonucleotide microarray analysis of genes regulationg
apoptosis in chronically ischemic and postinfarction myocardium. Biochemical genetics,
46(5-6):241 az 247, June 2008; Claudia Cappuzzello, Monica Napolitano, Diego Arcelli, Guido
Melillo, Roberta Melchionna, Luca Di Vitto, 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
genontics, 38(3):233 az 240, August 2009), dosud viak neni znama studie snazici se predikovat
prognozu pacienta s AIM.

V poslednich letech celosvétové vzristajici prevalence kardiovaskularnich chorob &lovéka
motivuje stile intenzivn&ji védeckou vefejnost k hledani novych strategii diagnostiky a 1é&by
(James A. Wingrove, Susan E. Daniels, Amy J. Sehnert, Whittemore Tingley, Michal
R. Elashoff, Steven Rosenberg, Lutz Buellesfeld, Eberhard Grube, 1.. 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 az 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.
Giene expression patterns in perihpheral blood correlate with the extent of coronary artery
disease. PloS one, 4(9), 2009; Ruby C. Y. Lin, Kate L. Weeks, Xiao—Ming Gao, Rohan
B. H. Williams, Bianca C. Bernardo, Helen Kiriazis, Vance B. Matthews, Elizabeth
A. Woodcock, Russel D. Bouwman, Janelle P. Mollica, Helen J. Speirs, lan W. Dawes, Roger
J. Daly, Tetsuo Shioi, Seigo [zumo, Mark A. Febbraio, Xiao—Jun Du, and Julier R. McMullen.
Pi3k(pl10alpha) protects against myocardial infarction—induced heart failure: Identification
of pi3k-regulated mirna and mrna. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 30(4):724 az 732, April 2010;
Orfeas Liangos, Sophie Domhan, Christian Schwager, Martin Zeier, Peter E. Huber, Francesco
Addabbo, Michael S. Goligorsky, Lynn Hlatky, Bertrand L. Jaber, and Amir Abdollahi. Whole
blood transcriptions in cardiac surgery identifies a gene regulatory network connecting ischemia
reperfusion with systemic inflammation. PloS one, 5(10), 2010) a vyuzivani novych technologii,
jakymi jsou napfiklad meta—analyzy velkych soubordi studovanych osob & tzv. GWAS
{Genome—wide association studies) studii (John P. A. loannidis. Prediction of Cardiovascular
Disease Outcomes and Established Cardiovascular Risk Factors by Genome-Wide Association
Markers / CLINICAL PERSPECTIVE. Circulation: Cardiovascular Genetics, 2(1):. 7 a2z 18,
February 2009; Jeanette Erdmann, Patrick Linsel-Nitschke, and Heribert Schunkert. Genetic
causes of myocardial infarction: new insight from genome—wide association studies. Deutsches
Arztablati international, 107(40): 694 az 699, October 2010).

Vysledky rozsahlé GWAS studie (Myocardial Infarction Genetics Consortium, Sekar Kathiresan,
Benjamin F. Voight, Shaun Purcell, Kiran Musunuru e/ o/ Genome-wide association of
early—Onset myocardial infarction with single nucleatide polymorphisms and copy number
variants. Nature genetics, 41(3): 334 az 341, March 2009) potvrdily asociaci nékolika gend
s rannym vyskytem akutniho infarktu myokardu, z nichz n&které byly té# potvrzeny analyzami
naSich dat. Jedna se predeviim o gen PHACTRI (fosfatdza a regulator aktinu 1), ktery se ve
srovnani s obecnou ¢eskou populaci ukazuje na zdklade nasich dat jako prediktivni u pacientd,
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kteti z kardiovaskularnich pfigin zemieli v prib&hu 6-mési¢niho sledovani po primarni srdecni
pfihodé, dale téz gen MRPS6T (mitochondrialni ribozomalni protein), jehoZ varianty MRPLO,
MRPL39, MRPL48, MRPL48, MRPS33 a MRPS30 byly statisticky vyznamné také v nasich
datech, nikoliv v&ak klinicky a neprosadily se do mnoZin geni s prediktivnimi vlastnostmi.
Nejsou proto uvadény v nasich koneénych vysledcich. Varianty WDR57, WDR61 a WDR75
genu WDR12 identifikovaného v této publikaci byly podobné statisticky, nikoliv v8ak klinicky
vyznamné v naSich datech. Naopak geny CDKN2A, CDKN2B identifikované v souvislosti s inci-
denci akutniho infarktu myokardu ve vyie zmin&né publikaci a déle napf. v publikaci autorii
Anna Helgadottir, Gudmar Thorleifsson, Andrei Manolescu, Solveig Gretarsdottir, Thorarinn
Blondal, Aslaug Jonasdottir, Adalbjorg Jonasdoitir, Asgeir Sigurdsson, Adam Baker, Amar
Pallson, Gisli Masson, Daniel F. Gudbjartsson, Kristinn P. Magnusson, Karl Andersen, Allan 1.
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. Gulcher, Gudmundur Thorgeirsson, Unnur
Thorsteinsdottir, Augustine Kong, and Kari Stefansson. A common variant on chromosome 9p21
affects the risk of myocardial infarction. Science (New York, N.Y,), 316 (5830):. 1491 az 1493,
June 2007, Nebyly v nasich datech v souvislosti s vyskytem akutniho infarktu myokardu zjistény.

Recentni publikace zroku 2010 naznauji stoupajici zdjem o aplikaci modernich metod pro
studium kardiovaskularniho systému &lovéka, mezi n&Z se zatazuje i technologie celogenomové
expresni analyzy. Tato technologie umoZfiuje ziskani informace o okamzité odpovédi organismu
na akutni stadia zavaznych, zivot ohrozujicich, onemocnéni, jakymi jsou napf. mrtvice ¢i infarkt
myokardu. Dovoluje nam soucasné i novy pohled na desetileti znamy proces. VyuZzitim mono-
nuklearnich bundk periferni krve jako zkoumaného materidlu se naskyta realna moZnost ziskat
expresni profily ze snadno a rutinné dostupného biologického materialu a z téchto profilu poté
vytipovat ty signifikantni hladiny genové exprese, které by mohly charakterizovat ur¢itd stadia
onemocnéni. Takto ziskana data se daji v budoucnu pouzit jako zaklad pro zlepSeni diagnostic-
kého komfortu pacienta. Ze studii publikovanych na konci roku 2009 a v prib&hu roku 2010 1ze
zminit prace, zabyvajici se Gichou hladin HDL a LDL frakei cholesterolu &i celkového choleste-
rolu ve vztahu ke genetické predispozici kardiovaskularnich chorob (Anna C. Calkin and Peter
Tontonoz. Genome—Wide Association Studie Identify New Targets in Carciovascular Disease.
Science Translational Medicine 2(48):48 a? 94, 2010; Rong Yang, Lin Li, Sara Bretschger B.
Seidelmann, Gong—Qing Q. Shen, Soni Sharma, Shaogi Rao, Kalil G. Abdullah, Kenneth G.
Mackinlay, Robert C. Elston, Qiuyun Chen, Eric J. Topol, and Qing Kenneth K. Wang. A
genome-wide linkage scan identifies multiple quantitative train loct for HDL—cholesterol levels
in families with premature CAD and M. Journal of lipid research, 51(6):1442 ai 1451, june
2010), nebo price snaZici se predikovat vyznamné geny exprimujici se v akutnim stadiu mrtvice
(Boryana Stamova, Huichun Yu, Glen Jickling, Chryl Bushnel!, Yingfang Tian, Bradley P.
Ander, Xinhua Zhan, DaZhi Liu, Renee Turmer, Peter Adameczyk, 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 a 2177, October 2010).

Nékolik praci se vroce 2010 zabyvalo hledanim genetickych pficin i nejrazngjiich novych
biomarkera ventrikulamni fibrilace, ktera byva pozorovana v akutnim stadiu infarktu myokardu
a miZe mit vliv na peiti pacienta (Connie R. Bezzina, Raha Pazoki, Abdennasser Bardai, Roos
F. Marsman, Jonas S, de Jong, Marieke T. Blom, Brendon P. Scicluna, J. Wouter Jukema, Navin
R. Bindraban, Peter Lichtner, Ame Pfeufer, Nanette H. Bishopric, Dan M. Roden, Thomas
Meitinger, Summet S. Chugh, Robert J. Myerburg, Xavier Jouven, Stefan Ki#db, Lukas
R. Dekker, Hanno L. Tan, Michael W. Tanck, and Arthur A. Wilde. Genome—wide association
study identifies a susceptibility lucus and 21g21 for ventricular fibrillation in acute myocardial
infarction. Nature genetics, 42(8). 688 az 691, August 2010; Feng Dong, Mazen Khalil, Matt
Kiedrowski, Caitlin O*Connor, Erin Petrovic, Xiaorong Zhou, and Marc 8. Penn. Critical role for
leukocyte hypoxia inducible factor-1 alpha expression in post-myocardial infarction left
ventricular remodeling. Circulation research, 106(3):601 az 610, February 2010 Yvan Devaux,
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Francisco Azuaje, Mélanie Vausort, Céline Yvorra, and Daniel R. Wagner. Integrated protein
network and microarray analysis to identify potential biomarker after myocardial infarction.
Functional & integrative genomics, 10(3): 329 az 337, August 2010).

Do popiedi zijmu se v poslednim roce dostava i otazka, zda celkovy stres organismu pfi akutni
fazi infarktu myokardu nezhoriuje vlastni progndzu pfeziti (Jessica M. Berthiaume, Molly
S. Bray, Tracy A. McElfresh, Xioagin Chen, Salman Azam, Martin E. Young, Brian D. Hoit, and
Margaret P. Chandler. The myocardial contractive 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 hlediny souvislosti mezi genetickymi p#¥iginami
myokardu a chronickym onemocnénim ledvin (Tetsuo Fujimaki, Kimihiko Kato, Kiyoshi Yokoi,
Mitsutoshi Oguri, Tetsuro Yoshida, Sachiro Watanabe, Norifumi Metoki, Hidemi Youshida, Kei
Satoh, Yukitoshi Aoyagi, Yoshinori Nozawa, Genjiro Kimura, and Yoshiji Yamada. Association
of genetic variants in SEMA3F, CLECI16A, LAMA3, and PCSK2 with myocardial infarction in
Japanese individuals. Atherosclerosis, 210 (2): 468 az 473, June 2010) &i atherotrombézou (Luca
Andrea A. Lotta. Genome—wide association studie in atherothrombosis. European journal
of internal medicine, 21(2): 74 az 78, April 2010).

Studovan byl rovnéz vliv microRNA-modul, které jsou popisovany jako negativni reguldtory
genove exprese a recentni studie naznaéuji, ze mohou hrat vyznamnou roli nejen v rozvoji infark-
tu myokardu, ale i u daldich kardiovaskularnich poruch &lov&ka (Emanuella Bostjancic, Nina
Zidar, and Damjan Glavac. MicroRNA microarray expression profiling in human myocardial
infarction. Disease markers, 27 (6):255 az 268, 2009). Stile je diskutovana biologicka role
interleukinu 1 ve vztahu k dislipidémii a riziku vzniku infarktu myokardu (Bernard Keavney. The
interleukin—1 cluster, Cyslipidaemia and risk of myocardial infarction. BMC medicine, 8(1):6+,
January 2010).

Populatné charakteristicky obraz rizikovych genetickych markeri je diskutovan v fadé
recentnich publikaci (Paul M. Ridker, Guillaume Paré, Alex N. Parker, Robert Y. Zee, Joseph
P. Miletich, and Daniel 1. Chasman. Polymorphism in the CETP gene region, HDL cholestérol,
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 az 33, Fervuary 2009; Tetsuo Fujimaki er al. Association of genetic variants in SEMA3F,
CLEC16A, LAMA3, and PCSK2 with myocardial infarction in Japanese individual. Athero-
sclerosis, 210 (2): 468 a7 473, June 2010). Jsou studovany i dalii typy genetickych variaci
(SNP-single nucleotide polymorphisms a CNV—copy number variantions) ve vztahu ke vzniku
arozvoji infarktu myokardu (Myocardial Infarction Genetics Consortium, Sekar Kathiresan,
Benjamin F. Voight, Shaun Purcell, Kiran Musunuru et al. genome—wide association of
early—onset myocardial infarction with single nuclatide polymorphisms and copy number variant.
Nature genetics, 41(3):334 az 341, March 2009).

V neposledni fad¢ je nutné zminit také prace zabyvajici se infarktem myokardu na experi-
mentalnim zvifeti (Jessica M. Berthiaume er a/. The myocardical contractile response to
physiologicyl stres improves with high saturated fat feeding in heart failure. American journal of
physiology. Heart and circulatory physiology, 299(2), Augusts 2010; Dongshend Hong, Xioawei
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 az 148, February 2010; Zongjin Li, Kitchener D. Wilson Bryan, Smith,
Daniel L. Kraft, Fungjun Jia, Mei Huang, Xiaoyan Xie, Robert C. Robbins, Sanjiv S. Gambhi,
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, Williams
E. Kraus, Simon G. Gregory, Elizabeth R. Hauser, and Neil J. Freedman. Aging-related athero-
sclerosis id exacerbated by arterial expression of tumor necrosis factor receptor—1: evidence from
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mouse models and human association studies Human Molecular Genetics, 19(14): 2754 az 2766,
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 vyndlezu PV 2009-872 navrhuje stanoveni
prognézy pacienti v akutnim stadiu primarniho infarktu myokardu stanovenim exprese alespon
jednoho &i genetického lokusu vybraného ze skupiny zahrnujici TCRA, LOC650751, LOC-
650761, PRR6 a TMEM98 ve vzorku periferni krve.

NiZe popsany vynilez poskytuje sadu geni, kterd umoZziiuje stanoveni progndzy s vy3si pfesnosti
a lepi klinickou shodou.

Podstata vynalezu

Piedmétem predkladaného vynalezu je zplsob identifikace osob v &eské populaci se zvySenym
genetickym rizikem imrti v diisledku kardiovaskuldmich komplikaci do 6 mésicd od okamziku
vyskytu akutniho infarktu myokardu.

Podstata vynélezu spodiva v tom, Ze se v biologickém vzorku odebraném ztéla pacienta, do
24 hodin od vyskytu akutniho infarktu myokardu, stanovi intenzita exprese sady genil a gene-
tickych lokusi.

Referencni hodnota
intenzity exprese

Nazev / (nizké riziko) Min. odchylka od ref.
Lokus RefSeq ID SEQ ID No. stanovens na hodnoty exprese,
genu celogenomovém / znadici zvyiend riziko
oligonukleotidovém
Eipu
ADORAJ NM 020683.5 1 6,30 +1
(M97723) M97723 2 7,26 1
ERLIN1 NM_006459.2 3 6,81 +1
TCEA3 NM_003196.] 5 7,08 -1
(BC070337) | BC070337 é 10,87 -1
CLYBL NM 206808.1 4 6,55 -1
HSD17BS8 NM 0142343 7 7,31 -1
FLT3 NM 004119.1 3 ) ) 5,99 +1
AXIN2 NM_004655.2 9 7,15 -1
(CR596519) | CR596519 10 11,57 -1

Postup stanoveni miry genetického rizika spociva v tom, Ze se zméfi genové exprese v biologic-
kém vzorku a jeji logaritmovana hodnota pti zékladu 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 exprese, znadici zvydené
riziko. Je tfeba mit na paméti, Y& vypovidaci hodnotu ma sada jako celek, nikoliv jednotlivé
geny/lokusy, a tedy pro naplnéni kritéria zvy3eného genetického rizika je nutné, aby se u sledova-
ného pacienta hodnoty genové exprese liily od hodnot referencnich alespofi o pozadovanou
hodnotu u viech geni/lokusi v sadé.

Biologickym vzorkem odebranym zt&la pacientdi mohou byt napfiklad buiiky periferni krve,
které jsou vyhodné piedeviim pro minimalni invazivitu ziskani potfebného materialu.

V pripadé viech zde uvadénych gend a genetickych lokusti jsou minény geny a genetické lokusy
hybridizujici s odpovidajicimi sondami na celogenomovych ipech Illumina. Sekvence DNA
kédujici mRNA uvadéné v piedkladané prihladce jsou uvadény podle dostupnych katalogi pouze
pro informaci.
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Exprese geni a genetickych lokusii miize byt stanovena jakymkoliv zpiisobem znamym odborni-
kovi v daném oboru, naptiklad na celogenomovém nebo oligonukieotidovém &ipu (¢ipova micro-
array analyza, napf. i tiling ¢ipy), RT-PCR a qPCR, Northern blot, RNA-Seq {RNA sekven&ni
zpracovani, Whole Transcriptome Shothgun Sequencing), SAGE (mnohon4sobné analyza genové
exprese, serial analysis of gene expression), FISH (fluorescenéni in—situ hybridizace), vyuZitim
reportérovych gendi, analyzou ribonukleazové ochrany (Ribonuclease Protection Assay) &i na
arovni exprese translatovanych proteini metodou western blot, ELISA (enzymova imunoanalyza,
enzyme—linked immunosorbent assay), vyuzitim GFP (zeleny fluorescendni protein, green
fluorescent protein), pritokovou cytometrii & imunohistologicky.

Piedmétem piedkladaného vynalezu je dale oligonukleotidovy &ip pro identifikaci osob se zvyse-
nym genetickym rizikem Gmrti v disledku kardiovaskularich komplikaci do 6 mé&sich od okam-
Zziku vyskytu akutniho infarktu myokardu, obsahujici pravé sondy hybridizujici s DNA ¢i RNA
uvedené sady gend &i genetickych lokusd. Oligonukletidovy &ip méZe byt pfipraven napf. spoto-
vanim &i jakymkoliv jinym zplsobem zndmym odbornikovi v daném oboru.

Piedkladany vynélez pfinasi moznost identifikovat v &eské populaci jedince, ktefi maji zvysené
genetické riziko umrti v disledku kardiovaskularnich komplikaci do 6 mésicd od okamziku
vyskytu akutniho infarktu myokardu, coz umozni efektivni vyuziti liZkovych kapacit a prevené-
nich a sledovacich programa.

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

Piehled obrazki na vvkresech

Obr. 1 ukazuje teplotni mapu gend identifikovanych v ramci experimentu genové exprese pro
kontrast AIMD6 vs AIM. '

Obr. 2 ukazuje kvantilovou diagnostiku linearniho modelu pro logaritmovana data intenzit geno-
vé exprese pfi zdkladu 2 (Q-Q grafy) a dale vulkanové grafy které charakterizuji data na zakladé
logaritmu podili intenzit genové exprese ve studované a srovnavaci populaci (viz dany kontrast)
a na zakladé logaritmu 3ance na diferencialni expresi pro dany gen &i transkript. Dava komplexni
ptedstavu o povaze diferencidlni exprese pro dany kontrast.

Seznam sekvenci

SEQ ID No. 1: sekvence DNA kédujici mRNA genu ADORA3J
SEQ ID No. 2: sekvence DNA odpovidajici RefSeq—I1D M97723
SEQ M No. 3: sekvence DNA kodujici mRNA genu ERLINT

SEQ ID No. 4: sekvence DNA kodujici mRNA genu CLYBL

SEQ ID No. 5: sekvence DNA kddujici mRNA genu TCEA3

SEQ ID No. 6: sekvence DNA odpovidajici RefSeq—1D BC070337

SEQ ID No. 8: sekvence DNA kddujici mRNA genu FLT3
SEQ ID No. 9: sekvence DNA kddujici mRNA genu AXIN2

4
5
6
SEQ ID No. 7: sekvence DNA kodujici m RNA genu HSD17B8
8
9
SEQ ID No. 10: sckvence DNA odpovidajici RefSeg-1D CR596519




20

25

30

35

40

45

50

CZ 303458 B6

Priklady provedeni vynélezu

Priklad 1 Cipova analyza bunék periferni krve pacienti smichané s RNA later na lidském
celogenomovém &ipu Human WG6-v2 Expression BeadChip firmy Illumina

Pozn. Kurzivou jsou oznadeny presné obchodni ndzvy produkti ¢i specifické komponenty
produktii, které nemaji odpovidajici jednoznacné deské ekvivalenty.

Sbér vzorkd plné kver do RNAlater™ (kat. &. AM7024, Ambion, Applic Biosystems) byl prova-
dén tak, Ze vzorek nesrazlivé plné krve (2.4 ml) byl nejpozdgji do 15 min od odbéru smichén
s RNAlater™ Tissue Collection: RNA Stabilization Solution (7,6 ml). Vzorek byl fadné promi-
chan a poté piesunut do mraziciho boxu -70 °C k dlouhodobému skladovéni. lzolace RNA
pomoci kitu RiboPure™ — Blood, Ambion Inc. (kat. ¢. AM1928, Ambion, Applied Biosystems)
byla provadéna tak, ze vzorky byly vyndany z mraziciho boxu a ponechéany na ledu rozmrazit.
Snazili jsme se vzdy destice vzork® jdouci na jeden &ip ptipravit najednou . Pro izolaci RNA bylo
pipetovano 1,8 ml vzorku krve s RNAlater™ do 2ml zkumavky bez RNase. Vzorek krve v rozto-
ku RNAlater™ byl centrifugovan na 16 100 g (13 200 rpm) 1 min. Supernatant byl odstranén
vEetné bilé faze t&sné nad teletem. Buiiky byly lyzovany v 800 pl lyzaéniho roztoku a 50 pl roz-
toku acetatu sodného. Smés byla fadné promichana na vortexu. Lyzat bunék byl extrahovan s
500 ul kyselého fenol:chloroformu. Smés byla promichdna 30sna vortexu a ponechana stat
5 min pfi laboratorni teploté. Smés byla centrifugovana na 16 100 g | min. Cela vodné faze, které
bylo kolem 1,2 ml, byla pfenesena do nové 2ml zkumavky bez RNase, znovu centrifugovana a
vodna faze bez jakékoli pelety odebrana do &isté zkumavky bez RNase. Bylo pfidino 600 ul
100% etanolu a promichano na vortexu.

700 pl vzorku byl pieneseno na dodanou kolonku umisténou v kolekEni zkumavce a 5 az
10 s centrifugovano na 16 100 g. Kolekéni zkumavky byly vyprazdnény a znovu do nich byly
naneseny kolonky. Do kolonek bylo naneseno dalsich 700 ul a poté zbytky vzorku a vzdy 5 aZ
10 s centrifugovano na 16 100 g. Kolek&ni zkumavky byly vyprizdnény a znovu do nich byly
vsazeny kolonky. Do kolonek bylo 2x naneseno 700 ui promyvaciho roztoku 2/3 (lahve musi byt
doplnéna o 56 ml 100% etanolu) a 5 az 10 s centrifugovéno na 16 100 g. Kolekcni zkumavky
byly vyprazdnény a znovu do nich byly vsazeny kolonky, centrifugovany, aby byla odstranéna
veskera kapalina. Kolonky byly preneseny na oznacenou kolekéni zkumavku a naneseno 50 ul
eluéniho roztoku (piedehiatého na 75 °C). 20 s ponechdno stat pfi laboratorni teplot€ a 20 az
30 s centrifugovano na maximum. Pi druhé eluci dalsimi 50 pl efuéniho roztoku centrifugovéano
1 min,

K RNA ve 100 ul eluéniho pufru bylo pfidano 5ul DNase pufru a 1 pl DNase | a ponechano
30 min inkubovat pfi 37 °C. K RNA po odstranéni DNA bylo ptiddno 20 pl DNase inaktivacni
reagencie. Smés byla jemn& promichana na vortexu a ponechina 2 min stat pfi laboratorni
teploté. B&hem této doby byla smés dvakrat promichana.

Vzorek byl centrifugovan | min na 16 100 g. V pelet& byla DNase inaktivacni reagencie. Roztok
RNA byl pienesen do nové zkumavky bez RNase.

Byla zméiena koncentrace RNA na Nanodropu, Thermo Scientific (1 pl). ptipadné ponechan
alikvot pro analyzu na Bioanalyzeru 2100, Agilent Technologies.

Po provedeni &ipové analyzy s takto oSetfenymi vzorky RNA bylo zjisténo, ze diky pouZiti plné
krve dochazi k preferenéni aplikaci globinovych RNA a nedostateéné intenzité signalu ostatnich
geni. Proto byly vzorky RNA pfeistény pomoci GLOBINclean™ Kitu firmy Ambion (kat. &.
AMI1980, Applied Biosystems):
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Kcca 110 ul vzorku RNA isolované pomoci RiboPure™ Blood Kit, Ambion z piné krve s
RNAlater™ bylo piidano 11 pl octanu sodného (RiboPure’™), pripadné 0,35 pul GlycoBlue
(AM9616, Ambion, Applied Biosystems) a 300 pl 100% ethanolu, vie bylo ¥adné promichano.
Vzorky byly uskladnény na 1 h v mrazicim boxu pfi teploté —20 °C. Pak byly centrifugovany pfi
16 100 g 30 min, 4 °C, a supernatant byl opatrn& odstranén. Bylo pfidano 0,7 ml ledového 70%
ethanolu, vzorek vortexovan, centrifugovan 10 min pii 4 °C a supernatant opatrné odstranén.
Peleta byla rozpusténa ve 14 ul vody bez nukieaz (v 15 pl pokud chceme v tomto kroku mérit
koncentraci na Nanodropu).

V priibéhu todeni byly pfipraveny potfebné roztoky:

RNA vazebny pufr. Byly pfidany 2 ml 100% isopropanolu do koncentratu vazebného pufru,
promichano a skladovano pfi laboratorni teploté.

RNA promyvaci roztok: Byly pfidany 4 ml 100% etanolu do koncentratu promyvaciho roztoku,
promichano a skladovano pii laboratorni teploté.

Kuti¢ky resuspendujici smés (1 reakce / 6 reakei): 10 ul/60 pl RNA vazebné kulicky, 4 pl/24 pl
pufru pro RNA kuli¢ky, 6 pl/36 pl 100% isopropanoclu. Smés byla homogenizovéna a skladovéna
pfi laboratorni teploté.

Streptavidinové magnetické kuli¢ky (30 pl/vzorek):do inkubatoru (50 °C) byly vlozeny zkumav-
ky s 2x hybridizaénim pufrem a pufrem pro streptavidinové kuli¢ky minimalné na 15 min, pfed
pouzitim fadné vortexovany. 6x 30 ul (180 pl) homogenizovanych streptavidinovych magnetic-
kych kulicek bylo pipetovano do &isté 1,5 ml zkumavky, centrifugovano cca 2 s na méné nez
1000 g a zkumavka byla umisténa do magnetického stojanku na dobu 3 az 5 minut (dokud neni
roztok prisvitny). Supernatant byl opatrné odstranén a pfidano 6x 30 ul (180 ul) pufru pro
streptavidinové kuli€ky ptedehidtého na 50 °C, fadné vortexovano a ponechano inkubovat po
dobu nejméné 15 min pfi 50 °C pred dal$im pouzitim. Ke vzorkim RNA ve 14 pl (1 az 10 pg)
byl ptidan 1yl Capture Oligo Mix. Ke smé&si bylo pFidano 15 pl 2x hybridaéniho pufru
predehiatého na 50 °C. Vzorky byly kratce vortexovany a rychle centrifugovany pfi max. 1000 g
a ponechany inkubovat pii 50 °C po dobu 15 minut (dojde k hybridizaci s globinovou mRNA).

Ptipravené streptavidinové magnetické kuli¢ky umisténé v inkubatoru byly jemné vortexovany
a centrifugovany méné nez 2 s na max. 1000 g. Ke kazdému vzorku RNA bylo pfidano 30 pl
ptipravenych streptavidinovych magnetickych kulidek, smési fadné promichany vortexovénim,
stofeny cca 2sna 1000g a ponechany inkubovat 30 min pii teploté 50 °C. Po vyjmuti
z inkubatoru jemné vortexovdny, centrifugovany cca 2 s na max. 1000 g a zkumavky umistény
do magnetického stojanku na 3 az 5 min (dokud neni roztok prasvitny). Supernatanty obsahujici
celkovou RNA bez globinové mRNA opatrné odstranény a pfeneseny do &istych 1,5 ml
zkumavek.

Byl predehfat eluéni pufr na 58 °C. Ke kazdému RNA vzorku bylo pfidano 100 ul RNA
vazebného pufru. Kuli¢ky resuspendujici smés fadné homogenizovany vortexovanim a nasledné
piidano 20 pl smési ke kazdému vzorku. Smés 10 s fadné vortexovana, aby dodio k navazani
RNA na kulicky, centrifugovany cca 2 s na 1000 g. Zkumavky byly umistény do magnetického
stojanku na 3 az 5 min (dokud neni roztok priisvitny). Opatrné byly odstranény veskeré super-
natanty. Zkumavky byly vyjmuty z magnetického stojanku. Az poté bylo ke kazdému vzorku
pfiddno 200 pl RNA promyvaciho roztoku, fadné 10 s vortexovano, kratce a jemné stofeno (viz
vyse). Zkumavky se vzorky umistény do magnetického stojanku na 3 a? 5 minut nez doglo
k usazeni magnetickych kulicek s navazanou RNA, opatrné byl odstranén veskery supernatant
a zkumavky vyjmuty ze stojanku. Zkumavky kratce a jemné stodeny, umistény zp&t do magnetic-
kého stojanku a malou 3pickou byla odstranéna veskera kapalina. Zkumavky se vzorky vyndany
z magnetického stojanku a oteviené nechany 5 min na vzduchu oschnout. Ke kazdému vzorku
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piidano 30 pl eluéniho pufru predehfatého na 58 °C, fadn& 10 s vortexovino a smés inkubovana
5 minut pfi 58 °C. Radné 10 s vortexovano a kratce a jemné centrifugovano (cca 2 s na 1000 g).
Vzorky byly umistény do magnetického stojanku na 3 aZ 5 minut neZ doslo k usazeni magnetic-
kych kuli¢ek. Supernatant obsahujici pfegiiténou celkovou RNA byl opatrné odebran do Cistych
1,5ml zkumavek.

Kritickym parametrem se stal pomér absorbanci u 260 nm ku 230 nm, ktery ma byt pro ¢ipovou
analyzu vy$3i nez 1,5. Pro zaji¥t&ni dostate¢né kvality musela byt provadéna findlni etanolova
precipitace. K cca 30 ul vzorku RNA isolované pomoci RiboPure™ Blood Kit, Ambion z pIné
krve s RNAlater™ pregisténé kitem GLOBINclear'™ Whole Blood Kit byly pfidany 3 ul octanu
sodného (RiboPure’) a 85 ul 100% etanolu. Radné promichino a vzorky uskladnény pies noc
v mrazicim boxu pfi teplot® —20 °C. Rano centrifugovéano pfi 16 100 g 30 min, 4 °C, supernatant
opatrné odstranén, peleta promyta 0,7 mi vychlazeného 70% etanolu, vzorek vortexovan, centri-
fugovan 15 min pfi 4 °C, a poté veskery supernatant opatrné odstranén. Pelety rozpustény ve
14 ul vody bez nukleaz &i dle velikosti pelety a vstupni koncentrace ve vétsim objemu. Byla zmé-
Fena koncentrace pfediiténé a presrazené RNA na Nanodropu (1 pl), integrita stanovena pomoci
Bioanalyzeru 2100, Agilent Technologies (1 pl) Agilent RN4 6000 Nano/Pico Kir (kat. €. 5067 az
1511/5067 az 1513).

Pokud to bylo z hlediska vychoziho materialu moZné, aby kvantitativni i kvalitativni parametry
byly v poradku (RIN > 7; Ageonsonm > 1,8; Azeorsonm > 1,5), byla ptipravena RNA dale amplifiko-
vana pomoci Mumina®™ Total Prep RNA Amplification Kit, Ambion (kat. & IL1791). Systém
biotinem ozna¢i amplifikovanou RNA k hybridizaci na ¢ipech. Protokol se sklada z reversni
transkripce s vyuzitim oligo(dT) primeru pro syntésu c¢cDNA obsahujici T7 promotorovou
sekvenci. K ziskané cDNA je syntetizovan druhy fetézec pfi vyuziti DNA polymerazy a RNasy
H. Pieistény ¢cDNA produkt vstupuje do in—vitro transkripce s T7 RNA polymeréazou. Vysledna
cRNA je nasledn& pietisténa od neinkorporovanych nukleotidd, soli, enzymi a anorganickeho
fosfatu. Vstupni mnozstvi RNA, které jsme vyuZivali pro amplifikaci, bylo 150 ng v maximalng
11 pl. Pro jednotlivé kroky byl vyuzit DNA EngineDyad Peltier Thermal Cycler, Bio—Rad
Laboratories.

RNA vzorky o objemu 11 ul (150 ng RNA) byly umistény do sterilnich 0,2ml zkumavek bez
RNas. Pfipadné byly do daného objemu nafedény vodou bez nukledz. Pti laboratorni teplot¢ byl
pfipraven master mix pro reversni transkripci — syntézu jednofetézcové DNA:

| ut T7 oligo (dT) primer

2 ul 10x pufru pro prvni fetézec (objemy jsou udany na jednu 20 pl reakei)
4 pl smés dNTP (slozky byly pfidavany v daném pofadi)

1 pl inhibitor RNas

1 wl ArrayScript (enzym).

Master mix byl jemng& vortexovan a kratce centrifugovan (5a). Bylo ptidano 9 pl master mixu do
kazdého vzorku RNA, dikladné promichano pipetovanim (2 az 3x) a 3 az 4x cvrnknuto do
zkumavek. Kratce centrifugovano a umisténo do bloku cykleru (42 °C). Reakee byly inkubovany
2 h pii 42 °C, poté kratce stoteny a dany na led (4 °C).

Na ledu byl pfipraven master mix pro syntézu druhého fetézce cDNA:

63 ul voda bez nukleaz

10 p! 10x pufr pro druhy fetézec (objemy jsou udény na jednu 100 ul reakei)
4 ul smés dNTP (slozky byly pfidavany v daném pofadi)
2 pl DNA polymerazy
1 pl RNasy H.
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Master mix byl jemné vortexovan a kratce stocen (5s). Bylo pfiddno 80 pl master mixu ke
kazdému vzorku, dikladné promichano pipetovanim (2 aZ 3x) a 3 az 4x cvrnknuto do zkumavek.
Kratce centrifugovano, umisténo do pfedem vychlazeného bloku cykleru na 16 °C. Reakce byly
inkubovany 2 h pii 16 °C, poté 4 °C.

Ziskana cDNA byla precisténa. Centrifugace byly provadény pfi 10 000 g a laboratorni teploté
(otacky nesmi prekrodit 16 000 g, doglo by k poskozeni sklenéného filtru a viakna filtru by mohla
kontaminovat eluat). Bylo piedehtato dostateéné mnozstvi vody bez nukleaz pro eluci na 55 °C
(pfi teploté = 58 °C dochazi k &aste¢né denaturaci dDNA) nejméné 10 min pfed pouzitim. Do
promyvaciho pufru bylo pfidano 24 ml etanolu.

Ke vzorkiim ¢cDNA bylo pfidano 250ul cDNA vazebného pufru, ditkladng promichano pipetova-
nim (2 az 3x) 3 az 4x poklepano na zkumavky a kratce stofeno. Kolonky byly umistény do
dodanych promyvacich zkumavek a na jejich stied naneseny vzorky (¢cDNA s cDNA vazebnym
pufrem). Centrifugovano 1 min 10 000 g, eluat byl zlikvidovan. Kazdou kolonku bylo aplikovéano
500 pl promyvaciho pufru centrifugoviano 1 min 10 000 g a eluat byl zlikvidovan. Vzorky na
kolonkach byly opétovné | min centrifugovany 10 000 g (odstranéni veskerého promyvaciho
pufru). Kolonky s cDNA byly ptendany do elu¢nich zkumavek. Na stfed kolonek bylo naneseno
10 ul vody bez nukledz vytemperované na 55 °C, nechano 2 min stat pfi laboratomi teploté a
poté centrifugovano 1,5 min 10 000 g. Na stfed kolonek byl nanesen druhy alikvot predehfaté
vody bez nukleaz — 9 pl, centrifugovano 2 min 10 000 g.

Ziskana dvouietézcova DNA v cca 17,5 pl vody z vysledného eludtu byla pouZita pro in-vitro
transkripci. Pfi laboratorni teploté byl pFipraven master mix pro syntézu cRNA.

2,5 ul T7 10x reakéni pufru (objemy jsou udany na jednu 25ul reakei)
2,5 pl smés T7 enzymu (slozky byly pFidavany v daném poradi)
2,5 pl smés biotinem znatenym NTP.

Master mix byl jemné vortexovan a kritce stofen (5s). Bylo pfidano 7,5 pl master mixu ke
kazdému vzorku ¢cDNA, dikladné promichano pipetovanim (2 aZ 3x) a 3 aZ 4x cvrnknuto do
zkumavek. Vzorky kratce centrifugovany a umistény do bloku cyklenu, kde byly inkubovany pfi
37 °C po dobu 14 h, poté 4 °C. Reakce byly ukon&eny pfidanim 75 pl vody bez nukleaz ke kaz-
dému vzorku cRNA a diikladné, ale jemné&, vortexovany.

Pfi nasledném predisténi doslo k odstranéni enzymii, soli a neinkorporovanych nukleotidd.
Centrifugace byly provadény pfi 10000 g pfi laboratorni teploté (otatky nesmi pfekrogit
16 000 g, doslo by k poskozeni sklenéného filtru a vlakna filtru by mohla kontaminovat eluat).
Bylo piedehiato dostate¢né mnozstvi vody bez nukledz pro eluci na 60 °C nejméné 10 min pied
pouZitim a byly pfipraveny kolonky do sbérnych zkumavek. Ke kazdému vzorku ve 100 ul bylo
pridano 350 pl cRNA vazebného pufru. Ihned bylo pfidano 250 pl 100% etanolu, vzorky 3x pro-
michany pipetovanim, ale nevortexovany a necentrifugovany. Po smiseni etanolu se vzorkem
byla sm&s prenesena na stfed pripravenych kolonek, centrifugovano 1 min 10 000 g, eluat byl
zlikvidovan. Na stied kazdé cRNA kolonky bylo aplikovano 650 ul promyvaciho pufru, centrifu-
govano 1 min 10 000 g a eluat byl zlikvidovan.

Zkumavky
s kolonkami byly centrifugovany dal$i | min 10 000 g (odstranéni veskerého promyvaciho pufru)
a kolonky poté byly umistény do novych sbérych zkumavek. Na stied kolonky bylo naneseno

100 pl vody bez nukledz vytemperované na 60 °C, nechano 2 min stat pfi laboratorni teploté
a centrifugovano 1,5 min 10 000 g.
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Byla zmé&fena koncentrace amplifikované cRNA na Nanodropu (1 ul). Pokud byla niZsi nez
150 ng/ul &i byl nizky pomér absorbanci u 260 nm ku 230 nm, tak byly vzorky precipitovany. Ke
vzorku predisténé cRNA byla ptidéna 1/10 objemu 3M CH;COONa, pH 5,2, RiboPure™ (10 ul)
a 2,5 nasobek objemu 100% etanolu (275 pl), dikladng promichano a ponechano 60 min v mrazi-
cim boxu pii —20 °C. Vzorky byly centrifugovany na 16 100 g po dobu 30 aZ 60 min pfi 4 °C a
opatrné byl odstranén supernatant. Pelety byly promyty 500 ul 70% etanolu, zkumavky centrifu-
govany na 16 100 g po dobu 15 min pfi 4 °C, supernatant opatrné odstranén, pfipadné byly znovu
rychle centrifugovany a odstranény i zbytky etanolu. Pelety cRNA byly ponechéany cca 2 min na
vzduchu, aby oschly. Poté byly suspendovany v poZadovaném objemu vedy bez nukleaz

(= 12 pl).

Vytézek zavisel na mnozstvi a kvalité poly(A)RNA) v celkové RNA. Byla zméfena koncentrace
na NanoDropu (1 pl) a stanoven profil délek cRNA pomoci Bioanalyzeru 2100, Agilent (1 pl),
ktery ma byt mezi 250 az 5500 nt s vét§inou cRNA mezi 1000 az 1500 NT.

Pokud byla finalni koncentrace cRNA = 1500 ng/ul a profil v pofadku, byly vzorky pouZity pro
hybridizaci na Human WG6—v2 Expression BeadChip firmy lllumina.

Byla predehfata hybridizaéni pec s vykyvnou plosinou na 58 °C alespoii 1 h pfed pouZitim.
Vzorky byly pFipraveny tak, aby vstupni mnoZzstvi cRNA do hybridizace bylo 1,5 pg. Maximalni
mozny objem je 10 pl, pfipadné vzorky na tento objem byly doplnény vodou bez nukleaz a pro-
michany. Po dobu 10 min nechany stat pfi laboratorni teploté, aby doslo k Fadnému rozpusténi.
Do hybridizaéni pece vytemperované na 58 °C byly na 10 min vioZeny zkumavky s GEX-HYB a
GEX-HCB (pro rozpuéténi skladovanim precipitovanych soli). Ke kazdému vzorku 1.5pug a
cRNA v 10 pl vody bez nukleaz bylo pfidano 20 ul GEX-HYB, byly jemné vortexovény a rychle
centrifugovany.

HNumina Hyb Chamber Basket byl umisién do BeadChip Hyb Chamber. Bylo pipetovano 200 pl
GEX-HCB do kazdého ze dvou reservoarii pro zvihujici pufr v kazdé HybChamber. Pufr byl
davan pouze do komor, které byly pouZity. Hyb Chamber byl ut€snén vikem a nechan pfi
laboratorni teploté (~22 °C) nez byly &ipy dany do Hyb Chamber. Na laboratorni teplotu vytem-
perované &ipy byly vyndény z jejich obald (Human WG6-V2 Expression BeadChip). Byly pou-
¥ivany vyhradné rukavice bez pufru. Cipy byly pinzetou drZeny za kryci folii v oblasti barkodu,
viozeny do Hyb Chamber Insert tak, aby jejich smér souhlasil se symbolem barkédu na Insertu.

Analyzované vzorky cRNA smichané s GEX-HYB byly zahfaty na 65 °C po dobu 5 min. Jemné
vortexovany a rychle centrifugovany, aby byla kapalina shromdzdéna na dné zkumavky. Pred
dal3im pouzitim vzorky ponechany pii laboratorni teploté vychladnout a ihned poté byly pipeto-
vany na Cipy.

Hyb Chamber Inserts obsahujici &ipy byly umistény do Hyb Chamber a bylo pipetovano 30 pl
analyzovaného vzorku na vstupni otvor kaidého pole. Hyb Chamber opatrné uzavien vikem
a inkubovan v hybridizaéni peci pti 58 °C po dobu 16 hodin s rychlosti kyvi plodiny nastavenou
na 5. Pred ukoncenim prace v dany den byl jesté pfipraven 1x vysokoteplotni promyvaci pufr
pfidanim 50 ml 10x koncentrovaného zasobniho roztoku ke 450 ml vody bez RNas. Teplota
zahiivaciho bloku naplnéného 500 ml 1x vysokoteplotniho promyvaciho pufru byla nastavena na
55 °C, viko bylo zavieno a ponechano hiat pies noc.

Dalsi den byl pfipraven promyvaci roztok E1BC ptiddnim 3 m! E1BC pufru do 11 vody bez
RNas. Na laboratorni teplotu byl predehiat blokovaci pufr E1 (4 ml/¢ip). Bylo pfidanc odpovida-
jici mnozstvi blokovaciho pufru E1 (2 ml/€ip) se streptavidin—Cy3 (2 pl zasobniho roztoku
o koncentraci 1 mg/ml na jeden ¢ip). Byla pouzita jedna kénicka zkumavka pro viechny aktualné
zpracovavané &ipy a pfed detekei byl tento roztok uchovavan v temnu.

.
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Z hybridizagni pece byla vyndana Hyb Chamber a rozebrana. Cipy byly ponofeny do 250 ml
promyvaciho roztoku EIBC a byla z nich opatrné oddélana kryci félie. Rozebrani a umisténi
v EIBC promyvacim roztoku bylo opakovano pro viechny aktuding zpracovavané &ipy. Cipy
byly nasledné¢ umistény do drzaku, ktery byl za rukojet’ pfemistén do Hybex waterbath Insert
obsahujiciho 1x vysokoteplotni promyvaci pufr pfes noc predehfaty na 55 °C. Se zavienym
vikem byly Cipy bez tfepani inkuboviny 10 min. Bé&hem této inkubace bylo p¥ipraveno 250 ml
promyvaciho roztoku E1BC v &isté barvici nadobg. Thned po 10min inkubaci s vysokoteplotnim
promyvacim pufrem byl drzak s Cipy pfesunut do pFipraveného Eerstvého promyvaciho roztoku
EIBC. Drzak kratce a intenzivné v niddobé protfepan pohybem nahoru a doli, poté na 5 min
umistén na rotaéni tfepadku na maximdlni rychlost, pfi které nedochézelo k vysplichnuti roztoku
z nadoby (120 rpm). Premistén do ¢&isté barvici nadoby s 250 ml 100% etanolu. Kratce a disledné
pomoci rukojeti drzéku byly &ipy proprany a poté 10 min tfepany na orbitalni tfepadce pfi
maximaln{ rychlosti. Cipy byly pfemistény do &isté barvici nadoby s 250 ml promyvaciho rozto-
ku E1BC, kratce a intenzivné promichany a tfepany na orbitalni tfepadce po dobu 2 min. Cipy
byly ptemistény do pfipravenych Wash Tray se 4 ml blokovaciho pufru El, dany na vykyvnou
desku (analyzovana plocha se vzorky musi vzdy sméfovat nahoru) a kyvéany na stfedni rychlost
po dobu 10 min. Cipy byly prendany do &isté Wash Tray se 2 ml blokovaciho pufru E1 + strepta-
vidin—Cy3, pfikryty vikem a kyvany na stfedni rychlost dal$ich 10 min. Cipy byly presunuty do
pripravené ¢ist¢ barvici nadoby s 250 ml promyvaciho roztoku E1BC, kratce proprany a poté 5
min roztecné tiepany pti laboratorni teploté. Cipy v drziku byly piesunuty do centrifugy s roto-
rem na mikrodesti¢ky a to¢eny pfi laboratorni teploté n 270 rcf po dobu 4 min, Ususené &ipy byl
ihned skenovany pomoci lumina™ BeadArray Readeru na skenovani faktoru 1,0 a 1,5 a ziskana
data jsou uchovdvana na DVD a webovém iloZisti dat,

Priklad 2: Statistické vyhodnoceni expresniho profilu

Ptedkladany vynélez je doloZen vysledky, které jsou obdrzeny na ziklad& celogenomové analyzy
vzorkl periferni krve ziskanych od jedinct hospitalizovanych v letech 2006 az 2009 a Méstské
nemocnici Caslav ¢&i kardiologické klinice v Pardubicich s diagnozou priméarniho akutniho infark-
tu myokardu a parovych kontrolnich osob hospitalizovanych v Méstské nemocnici v Caslavi ve
stejném obdobi z divodu komplikaci pohybového Ustroji. VEk piipadt byl omezen hranici 80 let.
Parové kontrolni osoby nesmély mit pozitivni historii vyskytu zdvaznych kardiovaskularnich
onemocnéni a byly k odpovidajicim pfipadiim vybirany tak, aby dochazelo k podstatné shodé
v rizikovych faktorech vyskytu akutniho infarktu myokardu. Zejména byla poZadovana shoda
v pohlavi, v€ku (kontroly mohly byt 0 maximainé 5 let star3i neZ piipady) a shodny musel byt téz
status diabetu mellitu a kufacky status. Vzorky byly analyzovany pomoci technologie firmy [llu-
mina, pfi¢emz byly pouZity Eipy verze 2 (Human W(G6-—v2 Expression BeadChip).

Ke genetickému vySetfeni pacientii s akutnim infarktem myokardu byly zafazovany osoby, které
byly ptijaty ¢i ambulantné osetfeny s diagnosou akutniho infarktu myokardu (AIM) na ptijmové
ambulanci Interniho oddéleni MN Caslav. Do souboru byli rovng2 zafazovani pacienti, ktefi byli
vezeno posadkou rychlé zachranné sluzby primo na Kardiologickou klipiku v Pardubicich, kde
byl na koronarni jednotce proveden odbér krevniho vzorku. Odbér byl vzdy proveden po pode-
psani , Informovaného souhlasu® pacientem. Smichani vzork(i vendzni krve s RNAlater™ jejich
uskladnéni a transport krevnich vzorkd byly provadény dle pracovnich protokold v souladu s
platnymi pravnimi pfedpisy a veskera data ke vzorkiim jsou uloZena v pFislunych databazich.

Akutni infarkt myokardu byl diagnostikovan na zakladé anamnestickych (daji, EKG k¥ivky
laboratorniho priikazu nekrosy myokardu. Byl definovén jako bolest na hrudi nebo jeji ekviva-
lent trvajici alespori 10 min v postednich 24-ti hodinach s elevaci dseku ST na EKG kiivee
(STEMI) &i bez elevaci ST (NONSTEMI). Biologicky prikaz nekrozy byl stanovovdn v nasi
laboratofi vySetienim Troponinu I Jako pozitivni hodnotu Troponinu I bylo povaZovano piekro-
¢eni horniho limitu normalni hodnoty v &aslavské laboratofi, tj. 0,3 pl/l. Jako pomocna diagnos-
ticki metoda byla pouzivana echokardiografie k priikazu regionalni poruchy kinetiky levé
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komory v povodi ,.infarktové tepny*. Jako standardni panel vySetfeni pacientl s podezfenim na

AIM byl vysetfovan Troponin | okamzité pii piijeti a dale ve 4 az 6 hodinovém intervalu v prv-

nich 24 hodinach, AST, ALT, KO, Koagulace (QT, APTT), glykémie, iontogram, Urea, kyselina

modova, lipidogram, CRP, u diabetiki HBAlc. Vysetfeni CK a CK-MB mass a LD bylo
5 provadéno nepravidelné dle uvazeni lékafe.

Studie zahrnovala Sestim&siéni sledovani pacienti s akutnim infarktem myokardu od okamZiku
jeho vyskytu. V navaznosti na zvoleny statisticky design byla skupina pacienti s vyskytem akut-
niho infarktu myokardu rozdélena na osoby, které z kardiovaskulamich pfidin zemfely v pribéhu

10 $estimésiéniho sledovani A(IMD6, 4 osoby) a na osoby, které preZivaly dale (AIM, 41 osob),
parové kontroly &italy dalgich 45 osob. Tabulka 1 ukazuje vybrana data osob v analyzovaném
souboru a zdkladni data ke zpracovanym vzorkim.
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Tabulka 1: Zakladni data k osob&m z analyzovaného souboru a k analyzovanym krevnim
vzork{im odebranym z téla téchto pacientti

C
ID Vzorek | Pohlavi | Roénik | Exitus Diab.etes Kou¥eni | (ng/nl) | RIN HE
mellitus cRNA
RNA

c12e | AmM Muz 1048 Ne Ne Anc (20) | 24368 | 7,8 | 8,522
c184 | AM Muz 1947 Ne Ne Ano(10) | 16376 | 88 | 8.813
cos6 | AIM Muz 1653 Ne Ne Ano(15) | 1092 | 7.4 |13.577
PO0S AIM Zena 1949 Ne Ne Ne 419 | 81 | 8752
| P009 AIM Muz 1951 Ne Ne Ano(2) | 286 | 7,1 | 5108
co29 | AM Muz 1955 Ne Ne Ne 33 | 71 | 9,496
C048 | AIM Zena 1960 Ne Ne Ne 1703 | 85 | 16,748
c099 { AIM Muz 1951 Ne Ne Ne 2612 | 80 | 10,146
Cl70 | AIM Zena 1929 Ne Ne Ne 404,7 | 6,1 | 2,390
cl|2 | AM Zena | 1931 Ne Ano Ne 353,0 { 7.7 | 8,093
C181 AIM Zena | 1934 Ne Ano Ne 1952 | 8,1 | 8633 |
co69 | Amv Muz 1941 Ne Ne Ne 1853 | 8,7 | 6,997
POL] AIM Muz 1947 Ne Ne Ne 2452 | 69 | 4,194
cia7 | A Muz 1945 Ne Ne Ne 3175 | 67 | 5176
coos | AMDs | muz 1939 | Ano Ne Ne 89,5 | 81 | 7351
053 | AIMD6 | Zena | 1935 | Ano Ne Ne 327,10 | 7.7 | 8389 |
POI0 AIMD6 Zena 1928 Ano Ano Ne 188,3 8.1 8,248
c185 | AM Muz 1937 Ne Ano Ne 191,54 | 82 | 7,695
c19s | AM Muz 1946 Ne Ano Ne | 20341 ] 82 13269
C284 | AIM Muz | 1953 Ne Ne Ano(20) | 210,06 1 7.4 | 8.364
C194 | AIM Muz 1933 Ne Ne Ne 160,62 | 80 | 15,856
238 | AIM Muz 1934 Ne Ano Ne 20488 | 7,8 | 8,750
Cco78 | AIMD6 | Muz 1937 | Ano Ano Ne 17038 | 82 | 15,901
col6 | AIM Muz 1944 Ne Ne Ne 84 7.1 | 6,802
co74 | AIM Muz 1943 Ne Ne Ne 2092 | 69 | 7,509
P03 AIM Zena 1936 Ne Ne Ano (1) | 113,8 | 68 | 7,505
c037 | AIM Zena 1933 Ne Ano Ne 2262 | 85 | 3,76
Co36 | AIM Zena 1934 Ne Ne Ne 31,4 2 | 2,986
co30 | AM Muz 1951 Ne Ne Ne 1522 | 87 | 3,186
clo8 | AM Muz 1955 Ne Ne Ano(15) | 1979 | 7,5 | 10,566 |
Cl19 | AIM Mus 1948 Ne Ne Ano(2) | 365 | 7,0 | 6499
C065 | AIM Zena | 1933 Ne Ano Ne 797 | 7.6 | 2536
co39 | AIM Zena 1959 Ne Ano  Ne 4342 | 65 | 7.939
Cl25 AIM Muz 1928 Ne Ano Ne | 184,7 | 84 | 4,120
c139 | AM | Muz 1939 Ne Ne Ne 1265 | 84 | 7,674
cizo | AaM | Muz | 1949 | Ne Ne Ne 1036 | 87 | 4480
C063 AIM Zena 194] Ne Ne Ne 2829 | 85 | 4526
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A C
i) Vzorek | Pohlavi | Rodnik | Exitus ?r::ltl’;tlf: Koureni | (ng/ul) | RIN cI:ll‘gI A
RNA

[C205 | AIM Muz 1944 Ne Ano Ano (10) [ 85,7 g4 | 7141
C174 AIM Mu2 1950 | Ne Ne Ne 127,97 | 80 | 63820
C182 AIM Muz 1954 Ne Ne Ano¢40y } 9747 | 81 | 12,236
C289 AIM Muz 1957 Ne Ne Ne 21342 | 8,0 | 9322
o019 AIM Zena 1930 Ne Ne Ne 16,59 | 7,7 | 3.043
Co13 ATM Muz 1939 Ne Ano Ne 194,74 | 79 | 4813
C269 AIM Mu¥ 1938 Ne Ne Ne 32041 | 82 | 4974
P019 AIM Zena 1931 Ne Ano © Ne 86,65 | 7.9 | 4,535
c083 | CTRL Mu 1947 Ne Ne Ano(5) | 186,6 | 8,4 | 15,045
Cc250 | CTRL Muz 1946 Ne Ne Ano (25) | 10,04 | 7,7 | 1,907
C138 | CTRL Muz 1950 Ne Ne Ano(15) | 2909 | 7,1 | 6,189
Cc081 | CTRL Zena 1949 Ne Ne Ne 584 | 67 | 9,044
Cla9 | CTRL Muz 1949 Ne Ne Ano(20) | 4739 | 7.6 | 5,758
C0l4 | CTRL Muz 1955 Ne Ne Ne 51,74 | 7.2 | 2.403
C133 | CTRL Zena 1960 Ne Ne Ne 1772 | 86 | 9447
clot CTRL Muz 1951 Ne Ne Ne 237,38 | 8,7 | 10,019
C109 CTRL Zena 1928 Ne Ne Ne 302,8 | 85 | 9941
c022 | CTRL Zena 1929 Ne Ano Ne 23248 | 76 | 8,534
C023 | CTRL Zena 1931 Ne Ano Ne 22354 | 81 | 4486
€213 | CTRL §| Muz 1941 Ne Ne Ne 12424 | 7.8 | 7.42
C282 | CTRL Muz 1948 Ne Ne Ne 29768 | 7.0 | 3,988
€260 | CTRL Mus. 1946 Ne Ne Ne 147,18 | 85 | 8,003
C010 | CTRL Mu2 1938 Ne Ne Ne 301,91 | 3,0 7,3
C163 | CTRL | Zema | 1934 | Ne Ne Ne 12,05 | 7.9 | 6,127
C208 CTRL Zena 1928 Ne Ano Ne 246,12 1 7.8 4,79
C348 | CTRL Mu 1937 Ne Ano Ne 9468 | 7,8 | 14,11
C304 | CTRL Muz 1946 Ne Ano Ne 213,16 | 85 | 17,068
C302 | CTRL Muz 1952 Ne Ne ano (10) | 80,07 | 82 | 15,57t
Cco98 | CTRL Muz 1932 Ne Ne Ne 2005 | 73 | 8272
c272 | CTRL Muz 1930 Ne Ano Ne 918 | 83 | 8709
Cc287 | CTRL Muz 1936 Ne Ano Ne 1456 | 83 | 8272
C198 | CTRL Mu¥ 1944 Ne Ne Ne 2703 | 7,2 | 7.32
C204 | CTRL Mu 1943 Ne Ne Ne 2408 | 66 | 8982
Cc209 | CTRL Zena 1937 Ne Ne Ano{10) | 191 74 | 13,377
Cl24 | CTRL Zena 1933 Ne Ano Ne 6491 | 86 | 2,198
Ci10 | CTRL | Zena 1934 Ne Ne Ne 207,59 { 8,0 | 437
C150 | CTRL Muz 1952 Ne Ne Ne 130,5 | 84 | 2.566
€058 | CTRL Muz 1954 Ne Ne Ano (8) | 3274 | 92 | 6,875
C066 | CTRL Mus 1947 Ne Ne Ano(10) | 3454 | 62 ] 8219 |
C118 | CTRL Zena 1934 Ne Ano Ne 79,4 60 | 9242
C210 | CTRL | Zena 1960 Ne Ano Ne 5773 | 7,4 | 3,562

"
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. C
ID | Vzorek | Pohlavi | Rotnik | Exitus Il::::;ﬁt:: Koufenf | (ng/p) [ RIN | 2%
RNA

C310 | CTRL Muz 1929 Ne Ano Ne 127,05 | 85 | 6,859
C294 | CTRL Muz 1939 Ne Ne Ne 120,56 | 7,0 | 7361
C187 | CTRL Muz 1949 Ne Ne Ne 123,56 | 7.5 | 3,689
C01l | CTRL Zena 1940 Ne Ne Ne 28,12 | 73 | 2,632
Cl16 | CTRL Muz 1941 Ne Ano | Ano(20) | 111,21 | 7,9 | 10,515
C274 | CTRL Mu¥ 1950 Ne Ne Ne 20968 | 7.8 | 4,306
C168 | CTRL Muz 1953 Ne Ne Ano(20) | 69.67 | 8.5 | 10,008
co61 | CTRL Muz 1955 Ne Ne Ne 164,27 | 8,3 8,27
C106 | CTRL | Zena 1928 Ne Ne Ne 27,9 8,3 5,31
c207 | CTRL Muz 1937 Ne Ang Ne 82,02 | 87 | 10,79
C206 | CTRL Muz 1934 Ne Ne Ne 142,91 | 7.8 | 4,888
221 | CTRL Zena 1929 Ne Ano Ne 210,16 | 8,0 4,3

Tabulky 2 a 3 shmuji popisné charakteristiky relevantnich klinickych a demografickych adaju.
Kompletni datovy soubor obsahoval zdznamy o 45 pacientech s primarnim vyskytem akutniho
infarktu, z toho 41 ve skupiné AIM a 4 ve skupiné AIMD®, a dale zaznamy od 45 kontrolnich
pacientech. V datovém souboru bylo 60 muzu a 30 zen. Ve skupiné AIM bylo 13 Zen a 28 muzd,
ve skupiné AIMDé bylo 10 kufdki a 31 nekufaki, ve skupingé AIMD6 byly viechny osoby
nekufici a ve skupiné CTRL bylo 10 kufdkd a 35 nekufaki. Co se tyge diabetu mellitu II. typu,
ve skupin€ AIM bylo 12 osob s touto diagnézou a 29 bez ni, ve skuping AIMD6 byly 2 osoby
s touto diagnozou a 2 bez ni a kone¢né ve skupiné CTRL (Kontroly) bylo 14 pacientd s touto
diagnozou a 31 bez ni.

Tabulka 2: Polty pacienti a procentualni vyjadieni zastoupeni popisnych charakteristik
kategorickych veli¢in

Poéty a procentualni udaje
Proménna ve skupinach

ATM AIMD6 Kontroly
Muzi 28 (68 %) 2 (50 %) 30 (67 %)

Pohlavi -
Zeny 13 (32 %) 2 (50 %) 15(33 %)
Kuréci 10 (24 %) 0 (0 %) 10 (22 %)

Koufreni

Nekuraci 31 (76 %) 4 (100 %) 35(78 %)

- T
Diabetes ANO 12 (29 %) 2(50%) 14 (31 %)
mellitus 11. _
typu NE 29 (71 %) 2 (50 %) 31 (69 %)
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Tabulka 3: Popisné charakteristiky spojitych veli¢in

CZ 303438 B6

Vek pacienta
Skupina N Primérna Smérodatna
hodnota odchylka
AIM 41 63,6 9.18
AIMDG6 4 72,3 4,73
Kontroly 45 65,5 9.42

Vzorky vendzni krve odebrané od pacienti byly zpracovavany postupem podle Prikladu 1. Data
genové exprese byla analyzovéna pomoci linedrnich modelli pro analyzu dat z microarray
experimentd ,Jimma*“ (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 az 6115.1027), navrZenych pro statistic-
ky a graficky systém R (http://www.r-project.org) v ramei 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 az 273,
doi:10.1016/).physletb.2003.10.071). Sum signalu na pozadi &ipu, u kterého se predpoklada nor-
malni rozlozeni, byl odstranén pomoci konvolugniho modelu. Tento model pfedpoklida, Ze sig-
nal z &ipii &teny pomoci skeneru je smési normalng rozdéleného $umu a exponenciding rozdéle-
ného signalu intenzit genové exprese (Ritchie M. E., 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 az 2707, PMID: 17720982).

Medicinska hypotéza predpokladala moZnost genetické determinace (predispozice) vyskytu
akutniho infarktu myokardu vzhledem k obecné Seské populaci jak v populaci pacienti pfeZivaji-
cich obdobi Zestim&siéniho sledovani (kontrast AIM vs Kontroly), tak téZ u pacienti v tomto
obdobi zemfelych (kontrast AIMD6 vs Kontroly). Podobné byla predpokladana vyssi geneticka
zaté7 u pacientd s vyskytem infarktu, ktefi zemfeli v obdobi 3estimésiéniho sledovani, v porov-
nani s populaci pacientd pfeZivajici srdeéni piihodu dlouhodobgji (kontrast AIMD6 vs AIM).
Parovy statisticky design byl zvolen s cilem sniZit pocty odhadovanych parametrd, které by jinak
bylo nutné zohlednit jako mozné zavadgjici faktory (pohlavi, vék, vyskyt koufeni a diabetu melli-
tu) a dale odligit klinickou a genetickou komponentu komplexniho rizika vyskytu akutni srdeéni
piihody. Sila statistickych testii je navic v parovém designu v porovnani s dvou-— a vicevybérovy-
mi plany statistickych studii typicky vy3si.

Vzhledem k tomu, ?e o Illumina &ipech je znamo, e aktudlni naméfené hodnoty intenzit genové
exprese byvaji na jednotlivych &ipech plo§né posunuty o nezndmou konstantu, je tuto skuteCnost
nutné zohlednit v rimei statistické analyzy a odpovidajici korek&ni konstanty je tfeba odhadnout
v linearnim modelu. Z tohoto diivodu také neni vhodné uvaZovat o korelacich mezi naméfenymi
hodnotami intenzit genové exprese a hodnotami klinickych proménnych. Relevantni zavéry proto
nutn& vychazeji pouze z vysledkii obdrzenych z lineirniho modelu, kde jsou linedrni efekty
jednotlivych &ipii na hodnoty intenzit genové exprese adjustovany. Linedrni statisticky model
(limma) zohledfioval viiv pouzitého &ipu na hodnoty intenzit genove exprese. Intenzity genové
exprese vstupovaly do linearniho modelu jako dvojkové logaritmy plvodnich hodnot. Obrazky
2a a 2b ukazuji diagnostiku linearniho modelu pro logaritmovana data intenzit genové exprese pii
zékladu 2 pro viechny tfi uvazované kontrasty pomoci Q—Q kvantilovych grafit. 1dedlni kvantilo-
vy Q-Q graf by mé&l mit shodné empirické a teoretické hodnoty kvantild, takze viechny
zobrazené hodnoty by lezely na pfimce. Q—Q grafy shodné potvrzuji, ze pouZiti linearniho
modelu je viech tiech pFipadech adekvatni. Linearni model miiZzeme schematicky popsat nasle-
dovné:
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log(intenzita) ~ par + skupina,

pfiemz proménna ,,par” identifikuje dvojici pfipadu a odpovidajici parové kontroly, ktera
byla vZdy umisténa na stejném Illumina Cipu. Proménna ,skupina“ koéduje ptislugnost
k populacim AIM, AIMD6 a Kontrol. Tento model je zobecn&nou verzi parového testu.

MnoZiny gent identifikované na zakladé vysledki z linearniho limma modelu byly dale analyzo-
vany pomoci PAM modelu, s jehoz pomoci byla pro kazdy kontrast zjisténa podmnoZina geni
s prediktivnimi vlastnostmi v nezavislych vybérech. Linedarnim modelem diive zjisténé mnoZiny
genit mohou az ,,pfili§ dobfe* vysvétlovat konkrétni data, ze kterych jsou vysledky odvozeny
(tzv. ,,over—fitting®), oviem na ukor prediktivity v nezavislych vybérech. K tomuto éelu byl
vyuzit PAM model (,Predictive Analysis for Microarrays®), ktery pomoci kfizové validace
a vyuZziti ,,shronkage* principu identifikuje podmnozinu geni, kterd by méla mit optimalni vlast-
nosti z hlediska urovani pravdépodobné pfislusnosti sledovanych jedincii k nékteré ze sledova-
nych populaci (AIMD6, AIM a Kontroly).

Za diferencialné exprimované byly obecné povazovany geny, které splfiovaly jak podminku
statistické vyznamnosti na hladiné 5%, tak téz klinické vyznamnosti, ktera predpoklada, Ze
dvojkovy logaritmus podilu hodnot intenzit genové exprese je v absolutni hodnoté vétdi nebo
roven jedné. Statisticka analyza prokazala statisticky i klinicky vyznamnou asociaci mezi kratko-
dobou umrtnosti subjektd (v horizontu 6 mésici po primarni akutni srde¢ni piihodg) a jejich
expresnim genovym profilem u 15 genti v pfipadé diagnostického kontrastu AIMDé vs Kontroly
a u 10 gend v pfipadé prognostického kontrastu AIMDé vs AIM. Prediktivni diagnosticka mnozi-
na gend pro kontrast AIM vs Kontroly ¢&itala 13 genii a v limma modelu byla pouze statisticky
signifikantni na hlading statistické vyznamnosti o = 0,10. Tuto mnoZinu jiz nebylo moné déle
redukovat pomoci PAM modelu.

Popis vysledkl

Geny resp. transkripty uveden¢ v nasledujicich tabulkach specifikuji predikiivni diagnostickou
a prognostickou mnoZinu genti pro kontrast AIMD6 vs. AIM, které byly ziskany nasledujicim
postupem: nejprve byla pomoci limma modelu (,,Linear Models for Microarray Data®, hitp:/-
bioinf.wehi.edu.au/limma/) na Grovni celého lidského genomu (na lumina &ipech verze 2 bylo
zmapovano celkem 25036 gent) identifikovana mnozina statisticky (qg—hodnota<0,05) i klinicky
vyznamnych gend (Jlog,—fold change|>1, tj. alespoii dvojnasobna zména intenzity genové exprese
smérem nahoru nebo dolil). Tato mnoZina byla nasledné redukovana aplikaci prediktivniho PAM
modelu (Prediction Analysis for Microarrays, http://www—stat.stanford.edu/~tibs/PAM/), navre-
ného k vyhledavani mnoZin genii s prediktivnimi vlastnostmi v nezavislych vybérech. Vyskyt
opakovanych pozorovani (tj. technickych replikatd) u 7 pacientd byl na arovni limma modelu
osetfen pouzitim smidencho linedrntho modelu pro korelovana data. Sekvence sond jsou uvedeny
v tabulce 5.

V Tabulce 4 j¢ uvedena prediktivni mnoZina genil identifikovand v rémet+ vymédlezu, kterd se
u pacientd s vyskytem akutniho infarktu myokardu jevi z hlediska genové exprese jako prognos-
tickd ve smyslu zvySeného rizika umrti v disledku kardiovaskularnich komplikaci, a to
v kratkodobém ¢asovém horizontu (tj. do 6 mésich od okamZiku vyskytu srde¢ni prihody). Jedna
se o sestavu 10 gent (gen CLYBL byl identifikovan ve dvou transkriptech, [llumina ID 3180392
a 6550437), jejichz expresni intenzity, stanovené do ¢tyfiadvaceti hodin od okamZiku primarniho
vyskytu akutni srdeéni udalosti, se ve skupinich pacienti zemielych v obdobi 6 mésici po
srdeni pfihodé (AIMD6) a skupiné pacienti prezivajici vyskyt srde&ni udalosti po dobu
sledovani 6 mésici (AIM) statisticky i klinicky vyznamné odliSovaly. Tato mnozZina exprimo-
vanych genu charakterizuje zvysenou stresovou zatéz organismu, ktera méla za nasledek (mrti
pacienta v prib&hu Sestimési¢niho sledovani od okamziku vyskytu akutniho infarktu myokardu
v diisledku kardiovaskularnich komplikaci.
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Uvedena mnozina 10 gend byla stanovena na zakladé celogenomové analyzy genové exprese
vzorkdl lidské venézni krve odebrané z téla pacientii s primarnim vyskytem infarktu myokardu.
Promérné hodnoty logaritmované genové exprese pii zikladu 2 v populacich AIMD6 a AIM jsou
uvedeny v tabulce 4. Simultdnné zvySené hodnoty intenzit genové exprese 3 genii (ADORA3,
ERLINI a FLT3) a sou¢asné hodnoty snizené u 7 gend/transkriptii (RefSeq_ID ,,M97723%,
CLYBL, TCEA3, RefSeq ID ,,BC070337“, HSD17B8, AXIN2 a RefSeq_ID “CR596519%}
indikuji pfislusnost pacienta k rizikové populaci AIMD6. Obecné naznacuji zvy3ené riziko amrti
pacienta v kratkodobém &asovém horizontu (do 6 mésicli od okamZiku vyskytu srdeéni pfihody)
v ditsledku vyskytu akutniho infarktu myokardu. Diagnéza na zakladé exprese uvedenych geni,
stanovené jak je popsano vtomto vyndlezu, by méla implikovat zvySenou post—traumatickou
Ié&ebnou pédi o tyto pacienty, jejichz prognéza je zhlediska pfeziti v kratkodobém Zasovém
horizontu od okamziku vyskytu srde&ni pfihody statisticky i klinicky vyznamné méné pfizniva.

Tabulka 4: Prediktivni prognosticka mnozina genii pro kontrast AIMD6 vs AIM

Nazev /

Mumina Primérni - Pravdépod.

D Lokus RefSeq_ID exprese 10g:FC Im(:lno ta Diff. Expr.

genu

4730669 | ADORAJZ NM_ 0206835 6,33 1,78 0,0490 0,852
6940246 | (M97723) M97723 7,05 -1,52 0,0130 0,997
1690302 | ERLINI1 NM_006459.2 6,79 1,19 0,0490 0,823
3180392 | CLYBL NM_206808. 1 5,79 -1,08 0,0234 0,978
5490634 | TCEA3 NM_003196.1 7,09 -1,66 0,0381 0,938
6760670 | (BC070337) | BC070337 10,81 -1,42 0,0490 0,805
6550437 | CLYBL NM 206808.1 6,53 -1,18 0,0130 0,988
3130019 | HSD17B8 NM 0142343 7,30 -1,06 0,0490 0,818
1230333 | FLT3 NM_004]119.] 6,04 1,14 0,0490 0,838
5090368 | AXIN2 NM 004655.2 7,09 -1,49 0,0388 0,932
670041 (CR596519) | CR296519 11,51 -1,45 0,0490 0,828

Tlumina ID ... {llumina identifik4tor genu

RefSeq_ID ... NCBI1 Reference Sequence ID (“Accession number™)

Prim&m4 exprese ... Primé#ma hodnota intenzit genové exprese ve spojeném sousoru

log,FC ... Dvojkovy logaritmus adjustevaného podilu intenzit ve skupindch AIMDG6 a Kontrol

g-hodnota ... Storeyho adjustace dosazené hladiny vyznamnosti pro mnohonasobnd porovnavéani (Storey JD,
Tibshirani R. Statistical significance for genomewide studies. Proc Natl Acad Sci U S A, 2003 Aug
5:100{16):9449-5, Epub 2003 jul 25. PubMed PMILY: 12883005; PubMed Central PMCID: PMC170937.)

Pravdépod. Diferencidini Exprese .. Pravd€podobnost, Ze sledovany gen je skutefng diferencidlng exprimovén
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Tabulka 5: Sekvence sond prediktivni prognostické mnoZiny gen( pro kontrast AIMD6 vs AIM

IHemina ID

Sekvence sondy

Definice

4730669

GTAGTCAGAGGAGCTAT
GATAGACCACACCCAA
CGCAAGGCTGCCCTCAAA

Lidsky receptor adenosinu A3, transkrip&ni
varianta 1 (Homo sapiens adenosine A3 receptor
(ADORAZJ), transcript variant 1), mRNA.

6940246

GTACCGTCAGCAACCTG
GACAGAGCCTGACACTG
ATCGCAACTGCAAATC

Lidsky T-bun&lny receptor (Human T-cell
receptor {V beta 4.1-variant, ] beta 2.1, C beta
2)), mRNA.

1690309

TGTTGCCCCAAAGTGAT
GGCCCTGGAGGCGGGG

CTGAGGAACAGGGAAA

T

Lidsky ER lipidovy nosi& 1 (Homo sapiens ER
lipid raft associated 1 (ERLIN1)), mRNA.

3180392

AGGGTATTGAAGCTGCA
GAGGGATCAACTTGTGC
TTGCCAGAGGACGCCA

Lidska beta-pedobna citratova lyaza (Homo
sapiens citrate lyase beta like (CLYBL)),
mRNA.

5450634

ACCAGGTGCAGACACG
CAGTGCTGATGAGCCCA
TGACTACCTTTGTCTTA

Lidsky transkripéni prodiuZovaci faktor A, 3
{Homo sapiens transcription elongation factor A
(SII), 3 (TCEA3)), mRNA.

6760670

AGTAAACCCATATATCC
AGAACCCTGACCCTGCC
GTGTACCAGCTGAGAG

Lidsky T-bunéény receptor, alfa lokus (Homo
sapiens T cell receptor alpha locus), mRNA
(cDNA clone MGC:88342 IMAGE:30352166),
complete cds.

6550437

TCGACATGCCATTACTG
AAGCAGGCCCAGAACA
CTGTTACGCTTGCCACC

Lidska beta-podobn4 citratova lyaza (Homo
sapiens citrate lyase beta like (CLYBL)),
mRNA.

3130019

CCGATGGGACACTTGGG
GGACCCTGAGGATGTGG
CAGATGTGGTCGCATT

Lidsk4 hydroxysteroidni (17-bty) dehydrogeniza
8 (Homo sapiens hydroxysteroid (17-beta)
dehydrogenase 8 (HSD17B8)), mRNA.

1230333

GGATTTGGGGCTACTCT
CTCCGCAGGCTCAGGTC
GAAGATTCGTAGAGGA

Lidska fins-pfibuznd tyrosinova kinaza 3 (Homo
sapiens fins-related tyrosine kinase 3 (FLT3)),
mRNA.

5090368

ACAGTACCTGTACCTGC
ACGGTCACCCGCTCCGT
GTGTCGCCCTATATTG

Lidsky axin 2 (Homo sapiens axin 2 (conductin,
axil) (AXIN2)), mRNA.

670041

AAACCCGTCACCCAGAT
CGTCAGCGCCGAGGCCT
GGGGTAGAGCAGGTGA

Lidsky ¢<DNA klon placentalniho laZka (full-
length ¢cDNA clone CSODT056YK2! of Placenta
Cot 25-normalized of Homo sapiens {human)).
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Tabulka 6: Primérné hodnoty logaritmovanych genovych expresi prediktivni prognosticke
mnoZiny genil pro kontrast AIMD6 vs AIM

P Nizev / Primérna Exprese
umina
D Lokus -
Genu AIMD6 AIM'
4730669 | ADORA3J 7,66 6,30
6940246 | (M97T23) 6,13 7,26
1690309 | ERLINI 7,89 6,81
3180392 | CLYBL 5,93 6,84
5490634 | TCEA3 5,97 7,08
6760670 | (BCUO70337) 9,74 10,87
6550437 { CLYBL 5,75 6,55
3130019 | HSDI17BS8 6,49 7,31
1230333 | FLT3 6,77 5,99
5090368 | AXIN2 6,33 7.15
670041 (CR596519) 10,72 11,57

(*) Refereneni hladina intenzity genové exprese pro posouzeni zvyieného kardiovaskulamiho rizika

Porovnanim hladin genové exprese ve skupinach AIMD6 a AIM bylo nalezeno celkem 10 gend,
z nichz u 3 byly hladiny genové exprese zvy$eny a u 7 snizeny. T#i z téchto 10 gent ize chara-
kterizovat jako molekuly s enzymatickou aktivitou — CLYBL (citratovd lyadza Beta-like), FLT3
(FMS—piibuzna tyrosinova kinaza 3), ktera miZe mit vliv na riist hematopoetickych kmenovych
a progenitorovych bungk, HSD17B8 (hydroxysteroidovad 17-beta dehydrogenaza 8). Na mySim
modelu byl demonstrovan regula¢ni vliv HSD17B8 na koncentrace biologicky aktivnich estroge-
nii a androgenii. Dal3i 3 geny byly zafazeny do Kategorie molekul receptorové povahy. Jedna se o
struktury RefSeq—ID M97723.1 (popis viz kontrast AIM vs Kontroly), ADORA3 (popis viz
kontrast AIMD6 vs Kontroly), RefSeq—ID BC070337.1, popisovany jako T-bunécny receptor,
alfa lokus. Zbyvajici 4 geny mizeme charakterizovat jako geny kédujici nékteré regulagni
proteiny — ERLIN1 (popis viz kontrast AIMDé6 vs Kontroly), TCEA3 (transkripéni elongaéni
faktor A (SII) 3). Jedna se o faktor U¢astnici se transkripce a byvéa popisovan jako dilezity pro-
tein pro vazbu s RNA polymerézou 11, dale AXIN2 (AXIN Inhibitor 2), hrajici dileZitou roli pfi
stabilizaci beta—kateninu. Z dostupnych pramend je v leukocytech modelového organismu
AXIS2 inhibitor obtizné detekovatelny RefSeq—IS CR596519.1, mRNA struktura o délce 1284
bp a lokalizovana na dlouhych raméncich chromosomu 7.

Vysledky bootstrap studie pro ovéfeni prediktivnich vlastnosti vybranych genovych sekvenci

Prediktivni vlastnosti transkriptd byly z hlediska nezavislych vybé&ri posuzovany pomoci
bootstrap studie zaméfené na hodnoceni senzitivity (SE) a specificity (SP) klasifikace na zakladé
PAM modelu. Bootstrap studie zahmovala analyzu 1000 nahodnych vybé&rd pofizenych
s opakovanim z odpovidajicich populaci o témze rozsahu. Vysledky studie jsou uvedeny
v Tabulce 7.

Tabulka 7: Vysledky bootstrap studie na posouzeni senzitivity a specificity PAM klasifikacniho
testu v nezavislych vybérech,

Kontrast Vysledky PAM klasifikace
(pocet transkripth pouZitych pro klasifikaci)
SE= 0,89, SP= (.95
AIMDS vs AIM (11 transkripti)

Uvedena mnoZina genl se vyznaduje vysokou senzitivitou i specificitou klasifikaéniho testu na
zakladé PAM modelu.
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CZ 303458 B6

PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob identifikace osob se zvyenym genetickym rizikem amrti v disledku kardiovasku-
larnich komplikaci do 6 mésict od okamziku vyskytu akutniho infarktu myokardu, vyznade-
ny tim, Ze se vbiologickém vzorku odebraném zt&la pacienta, do 24 hodin od vyskytu
akutniho infarktu myokardu, stanovi intenzita exprese sady genii a genetickych lokusi.

Referenéni hodnota
intenzity exprese
Nazev / (nizké riziko) Min. odchylka od ref.
Lokus SEQ ID No. stanovens na hodnoty exprese,
genu celogenomovém / znadici zvyiené riziko
oligonukleotidovém
cipu
ADORA3J 1 6,30 +1
(M97723) 2 7,26 -1
ERLIN1 3 6,81 +1
TCEA3 5 7,08 -1
(BC078337) 6 10,87 -1
CLYBL 4 6,55 -1
HSD17B8 7 7,31 -1
FLT3 8 5,99 +1
AXIN2 5 7,15 -1
(CR596519) 10 11,57 -1

a jejich logaritmovana hodnota pti zdkladu 2 se srovna s referenéni hodnotou intenzity exprese,
pfi¢emz odchylka od referenéni hodnoty rovné alespofi minimalni odchylce u viech genii a gene-
tickych lokusi dané sady znaéi zvySené riziko.

2. Zpisobpodle naroku 1, vyznadeny tim, Ze biologickym vzorkem odebranym z téla
pacienta jsou buiiky periferni krve.

3. Oligonukleotidovy &ip pro identifikaci osob se zvy3enym genetickym rizikem amrti v
disledku kardiovaskularnich komplikaci do 6 mé&sicd od okamziku vyskytu akutniho infarktu
myokardu, vyznadeny tim, Ze obsahuje pravé sondy hybridizujici s DNA & RNA sady
genu &i genetickych lokusi:

Nazev / Lokus

genu

ADORA3
(M97723)
ERLIN1
CLYBI,
TCEA3
(BCO70337)
CLYBL
HSD17B8
FLT3
AXIN2
(CR596519)

SEQ ID No.

Pl —

Nooe 21O |th

—_
e

14 stranek sekvenci
+

3 vykresy

Y



<110>
info

<120>

rmatiky

CZ 303458 B6

sequence listing divisional 2.5T25
SEQUENCE LISTING

infarktu myokardu

P2
10

<130>
<160>
<170>
<210>
<?11>
<212>
<213>

<400> 1
atctttgctg

1
2161
DNA
Homo

cttagcagga
ctctgcrtct
tgcatagtca
aatgaatgaa
tcttectgetce
tctcacttcc
aaaagctgea
tcagattcag
cataaaggag
agagatcacc
gcacatggac
tcttgctgge
gcactgctct
gcgccatagt
ccaccacctt
tcatgccttt
ttatgacttg
ctgtggaccg
ggtgcattct
tactctectt
ttgtgcrgga
aatactagtg

gcaccCaatca

sapiens

caaaggctgg
atagttctgg
ccegtrtace
gtgcttccag
ctctgatacc
tttcecatctt
tgaaacacce
ggcagaggeg
tccatataga
ctggaagtga
ccaccagaaa
ctctgggaag
tcaccrgtcc
gtcattggcc
gggcaacgtg
ctatttcatt
ggccattgtt
cctactgett
atacttgcgg
atcattccag
ggctctcatt
cacggcttct
ccgaggctat

tgtggccctg

PatentIn version 3.3

gtatcggctg
ctaaggttag
tccttatcat
ctectgctecc
caatcttgtc
tttgctgaga
ctgaagagyg
ttgaggacat
gctgtcctac
cccacctgtg
agggtaggaa
acgtctggcg
ctgtggaggt
aatgttacct
ctggtcatct
gtctctctag
gtcagcctgy
atctttaccc
gtcaagctta
ttgaaagttt
tcagatgeca
gccatctgca
ttcegtgact

agggacacag

tgctcagcaa
gaggctgeca
gagatctrit
acctgatcct
tcgageette
gttctgagct
ttgcttatct
ctgtttgggg
agcattctag
atgagcectt
tgagcaagtt
agagctaggc
tccectggga
acatcaccat
gcgtggtcaa
ccctggctga
gcatcacaat
acgcctecat
ccgtcagatt
gcttecttece
tggtcatgga
actacaatgc
actgcaacat

ggaaccagcet

agcgtcaact
ccaaagtctc
tgctaagcetg
gcactgtcct
tctatgecac
ctgtacttce
tgatggaact
aactaagagc
aaacttgagg
tctaaggaga
gggaattita
ccactggccc
aggcaagatg
ggaaatttrc
gctgaacccec
cattgctgtt
ccactrctac
catgtccttyg
cagaattecct
agtcatgtgg
tgaaaaggtc
ccactacaag
catcgecctic

cattgtcact

Ustav informatiky AV CR, v.v.i., Centrum biomedicinske

cgtgcaagaa
ttttttgttec
gcagaaagat
ctggtccctg
tcatggetce
tcttggecca
caaaaagcca
agcagcactt
atgtgcogtg
agggtttcca
gactgtcact
tacagacgga
cccaacaaca
attggactct
agcctgcaga
ggggtgctgg
agctgccttt
ctggccateg
gggctecctg
ctcrtcattc
aagagaagct
aatcacccca
tccocctaaca

atgtcctgee

Zplisob identifikace osob se zvySenym genetickym rizikem amrti po

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
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tgaccaaaga
acatggattt
ggtctgggaa
gcaaggctga
gaatcatctc
taggcaacac
aacagatgtg
tcaccatgac
gaccctetat
gctatgatag
ttatgcattc
aatcacttgt
a

<210> 2
S owa
<213>

<400 2
gaaggaaaga

cttgaagatg
catctctcaa
tcaagtcgat
gacactgatc
tgacaagttt
gagcectgaa
tgagcagttc
CCccac
<210> 3
<211>
<212>
<213>

<400> 3
gatgcgtcac

DNA

tgggctrctt
ggaagctcac
tcageggget
gcetgcgaga

dgacacgggc
tacagagctg
agacctatca
ccgcteecagg
tgtaatcagt
tttgaagccc
actgaagatt
aactggccca
ccttgacaac
accacaccca
catcagtcag

attrrgttag

Homo sapiens

tgaacttgag
ctgagtcttc
aagccaagca
agccaagtca
gcaactgcaa
cccatcagec
gacagcagca

trcgggcecag

3450

Homo sapiens

tgatcggtga
ctcagttagt
€gagcagggg
cagccagaag

gagcgccaag

CZ 303458 B6

sequence listing divisional 2.5T25

tggtactggt
attgtaactg
ggcaacaaaa
acgtccattc
catttgacca
ttctcgegty
tttttaattt
cacctcagag
aatcatttgc
agcaaggetyg
aagtgaagaa

ccaaraaatt

tttcacttct
tgcteccttcet
gggatatctg
ccatgatgtt
atcagggctc
gcccaaacct
tatatctctg

ggacacggct

ggcgeggecg
gcctrecacc
cggcecactyg
ggaagaatga

tttcecggagg

gtggcatcca
acgacaaagg
ccagaagety
tcatcatttg
aaaggaggag
tcetgactee
agtrcataaa
actgattctg
agccaggtag
ccctcaaata
gaggtggaga

cctagecagt

tagtgecttt
cctgggacta
tcaacgtgga
ctggtaccgt
tgaggccaca
aacattctca
cagcgttgaa

caccgtgcta

aggggtegge
cgggagecgac
gCcCcrccgggy
9gggacaggg
gagagggtag

-6 -

gcgggacrtt
aaccctggcee
caaggctcecc
catactgatc
aagtcaaagg
aaaggaaatg
gtgatgctac
atctcccagg
caacggcggt
acatctcaag
atctggattg
gttgaatgaa

tctcagggga
ggctctgtgt
acctccctga
cagcaacctg
tatgagagtg
actctgactyg
gatagggaca
gaggacctga

trtoctegey
ccttgggaga
gcggaggagrt
gtactggact

aaactggagg

gccagggatg
aatgactttt
aaagttgtcc
acgggrrtgg
aatagaaggg
gctectactg
aacagaataa
aattctgaag
agtcagagga
atcttagttc
gggaccagga

daddadaadaa

gaggccatca
tcagtgctgt
cgatccagtg
gacagagcct
gatttgtcat
tgagcaacat
gagtctacaa

aaaacgtgtt

agectgoggce
gggagtttca
tggcaagggg

ccccggetca

gggtggacct

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2161

60
120
180
240
300
360
420
480
A85

60
120
180
240
300




gtcactcacg
actcaagcec
tccatccaca
actagcccca
gtgcagacaa
gtcatgatct
gatatcgtga
catgagctga
gatcaaatag
ggrctcacta
aattttgagt
gttgtggaaa
gcacaagtgg
atttctgaaa
tattatgctg
gagctcaaaa
cctaacatgt
gaaagctcac
aaagagagca
ggggttaagt
atctgttcea
ctgtctgaca
ctttctaaac
aatgttaaac
tgtttacatt
aggagatggt
ccagteccag
atcttccact
cagggtggtg
cctaatcact
ggggtgagat
ggttgatgac
ccacagecac

accacaaata

ggactgaggg
gggttctggt
agattgagyga
gtggaccagg
cactacaaac
atattgaccg
ggaactatac
accagrtctg
atgaaaacct
tacaggectgt
taatggaggc
aagaagctga
caaaaattcyg
tcgaagatgce
cacacaaata
agtaccaggc
tcgtggactc
tccectetaa
caggttgatg
gggaacaatc
ccterectge
cacaaatagt
tgctactcat
actaaatata
cgrccccegg
aagttcaaga
ccrrcatcca
tgagcaacct
gcctgcaggg
agtrecttgt
gaaaccttitg
tgtcagcatc
cteccttgtat

ggagcagcat

CZ 303458 Bé6

sequence listing divisional 2.5T25

tecrtticte
ggctgcagtg
gggccatctyg
ctatcatatc
tgatgaagtt
aatagaagtg
tgcagattat
cagrgcccac
gaagcaagct
gcgtgttaca
tgagaagaca
gacagagagd
gtttcagcag
tgcattcctg
tgccacctca
cattgctuict
crcatgtget
ggaggcIctt
caagaggtgg
attatacgga
gatagtcctg
cttttcagec
gaatgaggaa
taacaagctg
ggaaatgtat
agactgattg
tgtgattaag
tttacttgat
acctgagctt
attcataaac
ctctgageca
actgecgeag
gttacctttc

gcaattccta

ccgetecocag
gtggggtiogg
gctgtgtact
atgttgcctt
aaaaatgtgce
grrtaatatgt
gacaagacct
acacttcagg
ctgcagaaag
aaacccaaaa
aaactcctta
adaaaaggcag
aaagtgatgg
gcccgagaga
aacaagcaca
aacagtaaga
ttgaaatatt
gaaccctcerg
aaargtrctc
ctcttcagat
gotgctecac
acagtctrat
agtctgatgc
tgttttecta
gctcagecac
cacctgggac
atccaggcecyg
acgatttgca
tgctacccaa
tcagagatac
aagctctggy
gccatgertg
agctctggec

gtgacttgct

gaggaacgayg
tggctgtect
acaggggagg
tcattactac
cttgtggaac
tggetcoctta
taatcttcaa
aagtttacat
acttaaacct
tcccagaage
tagctgcaca
ttatagaagc
aaaaagaaac
aagcgaaagc
agttgacccc
tcrtattttgg
cagatattag
gagagaacgt
catatcaaga
ttacagagaa
tgatiggagyg
caagtatcct
taagatactg
agctgagatc
cattcaagag
€Cagagcccrt
ctgaagttcc
cctttoctgtt
ccagatteet
agagggcttg
gecettgcatt
actaaggtac
aagagtggga
gcacagtatt

aatgaatatg
gctctacgcc
agctttacta
gttcagatct
aagtggtggg
tgcagtgttt
taaaatccac
tgaattgttt
catggccecca
cataagaaga
gaaacaaaag
agagaagatt
tgaaaagcgc
agatgctgaa
ggaatatctyg
cagcaacatc
gactggaaga
catccaaaac
tgtggcccaa
cttacacttc
atagagccag
atatgtattc
cctgcactgg
tgttgaataa
atgactgaga
tctttgggat
ccaggaaatg
ttcergeagt
catagagatt
gtttgaagtt
ccetgeattg
ctggttttag
cagggtttta

gtatcataat

360
420
480
540
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
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tacaggaagt
tgtctaaagg
trgtttatct
arcattgtct
tcacctcecc
tccatgagaa
trtttecttc
cagcttgtta
ccacttctag
gccaaacact
tatcctatag
ctataaattc
aattataaaa
tctggatcat
agctgttgec
tgaagtctta
ctctecagetce
tcttgagtet
attartttac
«210> 4

<211>
<212>
<213>

<400> 4
aggcaaaggg

gcgcggagct
cagacttgga

DNA

tgtacctgga
agtgctcgac
tgtaaaaact
agtttccagrt
ttoccagectyg
attrtcattce
ggaaactgca
gcctcaagta

cataggtgca

ttttattttt
cccaagtect
ggagcccaca
ccttcecacc
caggagatca
acaacagagt
agtttaactt
agacaactct
aaatctttca
ttatttggga
aggcatttgt
tctttataaa
ataaaatctt
tgacctctgt
ccaaagtgat
aagcacttct
tgaggctggc
aaatttatat

tatcagtgaa

5779

Homo sapiens

c€ggggcgcge
gcggeggogg
tatagttcct
aatgatgaaa
tgtgaggatg
cttgaagaca
ggtcrgacgg
atgctaccaa
cacttaaaag
atgggtttgc
ggtctctttc

acaagtagta

CZ 303458 B6

sequence listing divisional 2.sT25

aaaactggat
agggctgeca
tagtgtggaa
tggcccagag
ggatrccact
taacctgtgyg
ttctggagca
tgtgtacgct
gctgtcagge
aaggaaagcc
aatatggaga
tgaattttgt
tacctgtcga
gctttcatte
ggcectggag
gcttaaacte
cgtcrrregg
gttgaaatgc

ddaaadaadad

gcgrcgggaa
cgctgcetgag
catcccarca
agaaaataaa
gagtggctge
ttgatctaaa
aagaagacct
aggtggaaag
gccgaaaact
tcaattttaa
tagatgcagt

dagaaaccct

ctygggtata
tggtcacaag
caaaaagtca
atgcttaaat
gacgtcctgg
cattaggaga
gigtgctgcg
atgttgaagc
ctgtcagtct
cagatttgaa
aaataatttt
gttctttagt
attgttycty
ctagagatgt
gcggggetga
ccatgtgtga
ggtgttcctt

tacctttttt

gatggcgcta
gctgaaageg
caagtacatc
gaagattcca
aaacaaaaag
ccctactgaa
agagacccert
tcctgaagaa
tgaacaacca
ggcagtgtgt
cgttrttgga

ggatattctc

-28 -

ttcatttgee
cacactgatg
cctagaaagc
ccaagttgtt
gcagccagtg
cctacrtcat
tagttcggec
tcaacaaaaa
catgacagtt
tgggtctttc
tcatttttge
tctccttaaa
cagatgattg
tttatagtta
ggaacaggga
ggagtgtgcc
ttggcaaata

aaaataagaa

cgtetgotge
tctctageag
ccccggaggg
tccctgaatg
aatgaagctce
aaatgtogtga
ttgcaatcec
atccagtygt
atgaatttaa
gaagaaaccc
ggagaagact

tacgceegge

ccatcacctc
ctcottaaga
atccttggtc
tcrccagotyg
aatttaattt
gtggaccctt
tgagtttgtg
agtcatggga
tgttggttgt
cccrgggect
tcatttaatt
agaacttttg
ttgtggaaaa
catgagcaaa
aatgccgcetg
tccctgtgec
tacactgtaa

actaaataaa

ggagggcggco
ctgatatccc
cagtgcrita
tagattgtgc
gactgagaat
gagtcaactc
gggrccttec
ttgcagacaa
teccttttgt
tgaaggtcgg
ttcgagccag

aaaagattgt

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3450

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




tgtcatageg
tggagctgag
ggtgattcac
aattaagtgg
ggcctttact
tgttacgctt
taaagggtat
ttgaaacacc
ccgagactct
accaaccttt
gaaggctott
ttcacctcct
ccaggcetec
ctgaggttag
ccaccaggeyg
tggctctgggy
gagacagata
gccacectec
ctagccccat
ccgaatggcec
agaggagcac
cacaccaggt
agagggatgg
cctgecatac
aaagadgaaa
aaccttccca
gcgrrctagt
cctectcaag
gaaaagcagg
ccgotygctgg
cacgccactg
cccaaatgtc
gagactaaga

ccaaacgacyg

aaagcctttg
crgcttagac
cctaaccaaa
gctgaagaac
ttccaaggga
gccacctcca
tgaagctgca
aacaatcaga
ggacgactgt
tcatgaccta
ctgtrtattt
ccracgccct
ccttttccec
acaccaggag
ACCCCCaCcC
gatcctcatt
gcrcctaaat
acactggcca
cctcactcag
tctagccaca
ccattgttgce
aacccaggac
gaggatggct
gcacccgetg
ataaacctca
tccrecagec
ctccacccea
gcctcactog
ccectecgea
ccactcccag
ccctcatccc
cagttcatta
cctatgagag
agggtcccag

CZ 303458 B6

sequence listing divisional 2.s7125

gtctccaage
agtcacgaga
ttgcegtggt
tgattgctgc
gtatgatcga
tcaaggaaaa
gagggatcaa
gattttgttt
tccttaagaa
cacagcagca
aaatttgtaa
tttggattat
acttctctca
aggcaccatc
agagagggac
ctgtgaagac
ggagatggca
cgctgggcty
aggccogyaag
ctgcttccag
agctaggacc
cacgctygtgc
tggcagtggg
agggtgttag
ccrrgtectt
taatccaaag
gcoccacagg
gagcctcetg
aggceectgg
gccacgggtt
aaactgettt
tcttcctcat
ccacaaatct

aagagagttc

catagatctg
aggagccgec
ccaggageag
ctttaaagaa
catgccatta
atgatctgtt
cttgtgcttg
ctgttcctea
attaacagaa
acgctgctac
atagaaaaca
ttcctctgeyg
attcccacag
acacaaaagc
agacatgcgg
accaactcat
catgctccgt
ccccagagceg
gaggaagatg
accccagacg
caccaaggat
acccccagtce
aaggcaaaag
aagcagtgga
cctatgggca
aagccettgg
cagccageca
tcoccageca
gtggtgcgga
cctaggtccec
gttcaaacaa
aacccatggt
ggaccaaagt

agtccrgatc

gtgtacattg
atgggecrtca
trttcrectt
catcaacaat
ctgaagcagg
aaatgaagct
ccagaggacyg
ttaaatcatg
tgggaagttt
tcttagacaa
grrgrtrtttt
gcccctagea
gaagececgag
gcggccgcag
ggagccagea
ttcrcaaaca
ggggtccctc
gccagaaagg
gcatctegec
gggcagcagce
gggactcctg
tgeocctctg
aaggectcte
ggcagagctg
gcecteacce
crtgagggga
gccageeeca
aggagcccta
ggccggaccg
aaccacattg
aaccaccttg
ccctattagg
cccartccct

agaaacccat

actttcgaga
ctggtaagca
cccctgaaaa
taggaaaggyg
cccagaacac
gtcatcaggc
ccaatgaagt
agcttttatg
taaactctac
acaccgcggg
actttcartt
tgagccecaa
aggtgaggag
agrecccaccg
ccgggcaaga
caggatccag
atagaggagt
aaggtgggag
aacttcagag
agcagttccc
gagtcaggtg
ctcagaacac
tcactctgec
gccctaagea
caatctaact
tgaagggctt
cacagagygd
cagacctgyg
gctaggectce
gactgctcge
tttcagtctc
gtaggatcat
gaacagagac

ggtgcottag

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
2580
2640
2700
2760

L




tcctrgaaga
tccccaceeg
agcagtcaag
agtgagagcet
atctgattca
gccatatcac
ttatcagaac
aacatcagtyg
actgtatgta
aattttttca
cttgcctgag
cttaatgaca
tgttttattg
gttaggaag:
cggccgecct
acttcaccgc
agatagaaca
cacttttgca
ttgtaatttt
gacctrccgce
ctttcctcta
cgcaggeccee
aggcttccea
cgtgaaagtc
agcgeggtce
ggacccggca

cagttgttat

accccgtrtc
tcatttgggg
actgtaagtg
dgggtggagceg
agcccotgogg

gaggcegggce

acaaaactct
cgtctctgty
ggtoggtoatg
gccecgactcec
ttagaaacca
ccecocgttatt
taatgagaaa
gtgatcactg
tgcaaagccc
ttaatctcaa
9cggggggyyg
atctgtgaca
aaatggtgaa
ttctcggcat
cccetectet
ctccgatttg
aaccatgtcg
cccggtegtt
ctgatgatgce
ttttatgatt
gtactagaaa
gagctcgtgg
gctegtettc
ttecgecttte
ccacggagga
gctetgegeg
ttggcagecat
aggaagysgc
cgrcaagege
acttctttgt
accggctagg
gccccgeggg
agccccgagyg

cdaggaggagt

CZ 303458 B6

sequence Tlisting divisional 2.5T25

aggaagaaga
gtgccatggg
tgatctccac
tgagccagge
tacctygttta
aattcttggg
caattactta
tagattagtt
cgtcacggga
taggacoccgt
999999gtgc
acctcatttt
gggaactcca
ccgggagegt
cctccaggga
aatttgaaag
ttttcecdeg
ttgcgggagt
cacgaggaga
tcggtttacc
agcaatrgaat
acgcggecga
gcggggagge
tttcecgeget
tcagtgactt
ggctggttet

atcgecttee

gctgcaacct
cattcatgcec
tttgactttt
caggaggagc
cctcgtogec

grggcggecc

tgctggaagg
tgggcccagyg
tgggctcact
gtgggtgaca
tgttttgtgt
gtctaaatta
gaaaatgagc
taataaatca
adatgaaatt
gtggtgtaga
ccaataatgt
aatgtataga
gtcagagtca
tccegtetga
cggcetgggaa
taactccttce
tctctaaaat
tcgggaaact
aaaaaaatac
ttggaaaact
taattgcaca
gggtcgggtg
gggaggcagg
gtctttcccyg

tccecagaccee

99ag9ggggtg
gagtcagtaa

gcgqgggcgag
cttcctttta
gcttctteeg
gcggggtaca
cgcgccoeceg

daggaggcctg

-30-

caaagggtat
taccctggga
gggcaccece
ggqaagaggac
agctcatcac
tgggtaacac
cgggacaaga
tcaggtgcaa
gagatttttt
ttgctttatt
cttcattgtt
ggattatatc
ggcagtgtcet
tgtcccagtg
aacagtcctg
cgtggcatat
agacatatta
gactrrcttc
gggtttgttt
gaatcttctg
aaacaggttc
tgacccycgg
accagacccc
€gggcggagce
cgcgggcgag
gtgttcgttt

gaattgccca

ttegttttgt
aatgattttt
acggaaggqgc
€gcggtggcc
gtgcgcgogg
gactytgggc

toccectett
aaggtgggag
gacacgggga
cttgcagcta
aagccgetta
tattaaaaca
ctgagttggg
ggcaagactg
ttttttgeat
cccctaatac
ttactgaggt
aatacagtca
gtgagcacaa
ttagtectec
cgggatgaag
ttcgetggge
ttatcattca
attggggaca
taattgygaag
tgrrrtattt
tgagacggcc
agecgetgec
agcatttcag
ggcgtacctg
ccegegettg
gtttaaattc

cgacgtaaag

tttgccaaaa
atttrrttcc
accgcgagec
gcagacgecg
agccgggacec

cctgetegec




cgceegeegce
cagatcaaag
tgttgctagg
acactgtaac
cgcgeaggcec
gggtcectygc
ccgcaggctc
acegectgge
tccagtegaa
tccctttatg
atttcccttg
tgggoaaatt
cattcattta
cacaggactt
aggaggagca
actacagtgt
ctacaggcca
<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 5
cgceceegec

DNA,

gcectregege
gcgregcgag
aagatggtgg
tgccagatgt
cgcaagecact
aagcggetge
gcaaagaaga
ccaccaagga
tctgecetect
gcggagagcc
ctcctggecc

tcagcagecc

gggccgeecg
gcggccececgt
agcccgagaa
dataacgtct
ggacacctgce
agccccgaat
ccggtygcage
cgcgagececyg
tegeccactt
gtagcttttt
ggaatcectg
ttgctgagag
gtcattcaac
attccagatg
gaggcctaaa
gtgatgataa

daaaadaaa

>
1586

Homo sapiens

gggecgtgrgt
ctecctgeece
ccaacatggg
ccaggaagaa
ccatccagcet
gctcagacaa
tagactcecce
aggaaaaagg
aaaaacgaga
cctctccaaa
Ccaaaacacc
cctgetatcet

tgaaggcgga

CZ 303458 B¢

sequence 1isting divisional 2.ST25

gagcccogoge
gtccecgegg
actaagagaa
ctctegggtc
gcagggcect
cegeaccega
tccectggteg
agggacgcag
tgttcaatca
ggttatgagt
gaggccactc
tadagatgtc
agacacctgt
aacttrrctt
ataatgtcaa

cazgagaggt

gtcgtgtatg
cgaggcccta
ccaggaagag
cacggaaggqg
actacagaca
ggaggtggrg
tggaccceca
gctrgagtgt
agaccccaaa
aagaccatcg
tagcageecc
cacaggggac

cgatgattac

geetgtegeg
agccegggac
agtgtcagga
tcccaggecec
tgcgecegec
gccacgegga
tggtctectt
ggacgatccc
cagtattcga
tttggcaaaa
taagtggtaa
gccgaacttt
tgaacccgac
ttgaaattag
gtgtcaaagc

gcgaattagg

tttggggccc
ctgetgeccee
gagctgctga
gcecctggace
accaggattg
tccttggeea
aaaggagaaa
tcagactgga
accaggagag
gtggaaagat
ttgaccceca
tctgtccggg
aaggactatg

cagcceggct
aatcccgegce
gcatgtraat
cagtracccecc
ctggggtccc
acgactagcc
gaccgaagcc
ggtcccctygc
atcaagagga
ctgttaaatc
tcccaagttt
ttgaagggat
tgggtgccaqg
aatgcccrryg
aaaaagaagt

aattaaaaac

gcgcgggrtg
tgtgeecetc
ggatcgceaa
ttctgaagaa
gagttgctgt
aagtccttat
aaggagagga
agccagaage
actctgtgga
caaacagcag
cgtttgectc
acaagtgtgt

gagtcaactyg

gtaatggtgg
ctttgtgege
cagactcgtt
gcgcaccctyg
gecggeectg
ccgaggggee
ccggecteac
ttttcagtee
aaatgaacat
aactttgceg
aagaaggaaa
trgcttcatt
agggoccagt
tggaagcecaa
geecattgget

gtttgaaaaa

cgegeectec
gccccgeegqg
aaagctggag
gctgcacagc
taatggggtc
caaaaactgg
aagagaaaag
aggcctttct
ctccaagtct
caaatcaaaa
ttccatgtgt
ggagatgctg
tgacaagatg

4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
3460
5520
5580
5640
5700
5760
5779

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

-31 -




gcatcagaaa
aaccgecgtgce
aacgtgctca
gccagtgatg
cagatggcca
aagaactgca
grcttatgea
acaaggtgag
attaaagtga
attctcrtgc
ggagaatgat
cacggtggtt
accccagaag
aaaataaaga
<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 6
agatcagaag

DNA

crrectgtgg
tcagtctcaa
tgacaccagt
gattctegtt
tgtgaacttc
ggatgocgcy
ggtctttgga
cgtgtaccag
tgattctcaa
tgtactaqac
atctgacttt
ccoccageeca
gaacctaaac
cgggrttaat
gacagcctgt

agggaactct

6
1464

tcgaagatca
gcagccgeat
grggggccat
aactgaggga
agactggcgg
cctataacca
atgaatgtgg
gaagaagaaa
aggaaaatac
aaattaataa
gctgagaatt
tatggcrgta
tttgagtcca

aactgcagcg

Homo sapiens

aggaggcttc
gcacttgtga
ccagagatgt
gagagtgart
attcgccaag
cagaaagcag
atgtatttct
aagggaacga
ctgagagact
acaaatgtgt
atqgaqatcta
gcatgtgcaa
gaaagttcct
tttcaaaacc
ctgctcatga
gctcecctege

cctaccecca

CZ 303458 Bé6

sequence listing divisional 2.5725

tatctaccaa
aagcaacctc
ctccgeaggg
gttgaggaat
caccaccact
ggtgcagaca
caatcgctgg
gaggaagcge
tgaactclgt
tcggtcatta
tgtattgarg
atctgcaaac
gcccaggcaa

ccttag

tcaccctgea
tctccacctg
ctgtgcagga
attatttatt
aagcttataa
ccaaatcctt
grgcttatag
aactgacagrt
ctaaatccag
cacaaagtaa
tgoacttcaa
acgccttcaa
gtgatgtcaa
tgtcagtgat
cgctgecgget
toctroctet

aggaggtgaa

gagcrcaaga
aaggacccca
cttatagcca
gccatgaccc
gacctcttcc
cgcagtqgctyg
aagtrcrget
tgaattatct
ctgagtggga
gaaacaatty
aacctcrite
tctgggagge
cacagcaaga

gcagggacct
tetrtgaattt
ggcagagacc
ctggtacaag
gcaacagaat
cagtctcaag
gagctatctt
aaacccatat
tgacaagtct
ggattctgat

aa
o

Qraarcant
caacagcatt
gctggtlcgag
tgggttccga
gtggtccagce
gcattgeeec

agctgctacc

gcacggacat
ggaaccccgg
agatgacggc
aggaggccat
agtgcagcaa
atgagcccat
gatggaacag
gaactggaga
tggtatgagt
gttaatgggg
agaaactgca
tgaggtggga
ceceatetet

gtgagcatgqg
agcatggcte
gtgaccctga
cagectecca
gcaacagaga
atctcagact
cagggcggat
atccagaacc
gtctgoctat
gtgtatatca
actoragect
attccagaag
daaagctttg
atcctectec
tgagatctge
tcttectecet

acctctgtyc

gaagtaccgg
cctgcggcgg
agaggaaatg
ccgtgagcac
atgcaagaag
gactaccrtt
ccagccatga
agcaataaaa
tagaggaaga
gagcctaatt
gagggctgag
gaatcgctta

ataaaaagaa

catgccctgg
agacagtcac
gctgcacata
gcaggcagat
atcgtttctc
cacagctggg
Cctgaaaagct
ctgaccctgce
tcaccgattt
cagacaaaac
40ANCAACAR
acaccrtctt
aaacagatac
tgaaagtygc
aagattgtaa
ctccaaacag

ccccoceggea

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1586

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

720
780
840
900
960
1020




atgccaccaa
ctgctgcceac
ggcaagygctg
ctecegecatc
aatgtigtga
cttctcaaga
ggcgtgtigy
aaaaaaaaaa
<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 7
gggattccca

7
989
DNA

gcactggect
gccggagagg
gtgcggctgo
ttccagycty
tgcttttcte
ctgctgcaca
ttecctagtca
atcaacatca
Lccaaggctg
atccgctgta
cagaaagtgg
gatgtggcag
tcagtggaag
acccccccac

aaggggtggc

ctaataaatt

<210> 8

<211> 3475
<212> DNA
<213> Homo

<400> 8
cgaggcggca

ccggegttgg

ctggatccta
ccectetgtt
ctgcageetce
ccacagatga
ggggtrtratt
€gtgggggga
atgtcctgct

daaaadaaaa

Homo sapiens

cccacccaca
tggtcacagg
gggccaccegt
taggcgggcec
acgtgtctga
gcccaccatc
tgtctgagga
cteaggetge
gtagcatcgt
gagtgattgyg
actctgtect
tggacaagat
atgtggtcgce
tcactggagy
cactcrgect
agtgtatggt

ccaagtccte

sapiens

tccgaggget

cgegegacge

CZ 303458 B6

sequence listing divisional 2.5725

cccgaattta
cccttattge
ccctggetgt
tggatcttca
trrrtttaat
aattatctca
gccgatgect

daaad

gcccgecatg
tgcggggage
agctgectgce
agggagcaay
ggccagggcec
tgtegttgty
tgactgggac
agcacaagcc
aggaaaggtg
gctgacccag
cccagggttc
tactgaaatg
attcttggea
tcttttcatg
ggcctectge
tcaggaatgc

ttccetgee

gggceggege
gggcaccgtg

tgattaagat tgctgaagag ctgccaaaca

tgettgtcac tgcctgacat tcacggcaga

gcacattccc
gtgggttctc
agtgttcata
ttatcgagge

tcattaaaat

gcgtcteage
ggcatcggcec
gacctggacce
gaggggecgce
gecaggtgec
tcctgtgeqgy
aaagtcatag
ctggtgtcca
gggaacgtgg
accgcageec
attgcaacac
atccecgatgg
tctgaagata
taactgcctc
tgatgaggac
tgaatatggg

cctgggggac
ccgetgeteg

tectgetcce
ttgggctcta
dagaadgaca
cctgctatgc

gatttggaag

tccagaaccg
gagcggtceag
gggcageggc
cccgagggaa
tgctggaaca
gcatcaccca
ctgtcaacct
atggttgtcg
ggcagacaaa
gggagcttgg
ccatgacaca
gacacttggg
gtggatacat
aaggaccetg

tctaagttcc

aagcaggggt

ccocgggetec

trgrrtttte

cagagactgc
ggtcccggag
tagrattctt
tgtgtgtcrg

agcgaaaaaa

actccgctcc
tgtacgcctg
acaggagacg
ccatgctgoc
agtgcaggcc
ggatgagttt
caagggcacc
tggttccatc
ctatgcagea
acgacatgug
gaaagtgceca
ggaccctgag
cacagggacc
gactcrgectc
caggatacaa

gcttgtgacc

ggaggccatyg
tgcaatgata

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1464

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
939

60
120

X




tttygggacta
aacaatgatt
gacctcgggt
gaagtggatg
tcctgtctcet
aacagaggag
ctacttttta
aataccctge
ctggtctgea
cagggggaaa
catgaattat
accaggetgt
cttaaagtag
gggctcacct,
acctattcaa
agaaacgaca
gttaccatcyg
gaccaatatg
acgtggacct
agcatatcca
aatgatgatg
ctcgcagaag
tggacctgga
gtctggaata
aacatgagtg
acatcttgtg
atctcattct
attigicaca
accggcroct
aaatgggagt
ggaaaagtga
gccgtcaaaa
ctcaagatga

acactgtcag

ttacaaatca
catcagtgyg
gtgcgttgag
Tatctgcttce
gggtctttaa
ttgtttccat
ttcagagtga
tttacacatt
tatctgagag
gctgtaaaga
ttgggacgga
tcacaataga
gggaaccctt
gggaattaga
caaacagaac
<cggatacta
taggaaaggy
aagagtrtttg
tctctcgaaa
agttttgcaa
cccaatttac
catcggcaag
agaagtgttc
gaaaggctaa
aagccataaa
agacgatcct
atgcaacaat
dajlacaaaaa
cagataatga
ttccaagaga
tgaacgcaac
tgctgaaaga
tgacccaget

gaccaattta

CZ 303458 B6

sequence 1isting divisional 2.ST25

agatctgcct
gaagtcatca
accccagagce
catcacactyg
gcacagctec
ggtcattttg
agctaccaat
aagaagacct
cgttccagag
agaaagtcca
cataaggtgc
tctaaatcaa
atggataagg
aaacaaagca
tatgatacgg
cacttgttcc
atttataaat
tttttctgtc
atcatttcct
tcataagcac
caaaatgttc
tcaggecgrcc
agacaagtct
cagaaaagtyg
agggttcctg
tttaaactct
tggtgtttgt
graaiiliagy
gtacttctac
aaatrttagag
agcttatgoa
aagagcagac
gggaagccac

cttgattttt

gtgatcaagt
tcatatccca
tcagggacag
caagtgctgg
ctgaattgcc
aaaatgacag
tacacaatat
tactttagaa
ccgatcgtgg
gctgttgtta
tgtgccagaa
actcctcaga
tgcaaagcty
ctcgaggagg
attctgttty
tcttecaaage
gctaccaatt
aggtttaaag
tgtgagcaaa
cagccaggag
acgctgaata
tgtttctegg
cccaactgea
tttggacagt
gtcaagtgct
ccaggeccect
ctcctcttca
Ldiyadaycc
gttgatttca
tttaggaagg
attagcaaaa
agctctgaaa
gagaatattg

gaatactgtt

-34 .

gtgttttaat
tggtatcaga
tgtacgaagc
tcgatgeeec
agccacatte
aaacccaagc
tgtttacagt
aaatggaaaa
aatgggtgct
aaaaggagga
atgaactggg
ccacattgcec
Tttcatgtgaa
gcaactactt
cttttgtatc
atcccagtca
caagtgaaga
cctacccaca
agggtcttga
aatatatatt
taagaaggaa
atggataccc
cagaagagat
gggtgtcgag
gtgcatacaa
tceetttcat
trgtogrttt
dgcidcagat
gagaatatga
tactaggatc
caggagtectc
gagaggcact
tgaacctgct

gctatggtga

caatcataag
arccccggaa
tgccgetgtg
agggaacatt
tgatttacaa
tggagaatac
gagtataaga
ccaggacgec
ttgcgattca
aaaagtgctt
cagggaargc
acaattattt
ccatrggattc
tgagatgagt
atcagtggca
atcagctttg
ttatgaaatt
aatcagatgt
taacggatac
ccatgcagaa
acctcaagtg
attaccatct
cacagaagga
cagracrcta
ttcecettgge
ccaagacaac
aaccctgcta
ggracaggtg
atatgatctc
aggrgcrttt
datccaggtt
catgtcagaa
g9g9ggcgtgce

tcttctcaac

180
240
300
360
420
480
540
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




tatctaagaa
aatttcagtt
gaagttcaga
tctgaagatg
gtgcttacat
ctggaattta
gggaaagtgg
tatgttgtca
gaaggcatct
ttctcacttg
attcaaaatg
atgcaatcct
trtttaggat
gtttcggaat
gggctactct
acttcateccc
cactaaaaga
gcgtttactc
gaggagctga
gcttgagtga
atttrgctaa
tttttcaget
<210> 9

<211>
<212>
<213>

<d400> 9
actggctceg

DNA

cctggcaact
atttcggggc
gttcagatga
aactyggaaga
tatgttggtg
cccagrgeca

ggtcaccaaa

gtaaaagaga
tttaccccac
tacacccgga
aaattgaata
ttgaagatct
agtcgtgrgt
tgaagatatg
ggggcaatgc
acaccattaa
gtgtgaatcc
gatttaaaat
getgggettt
gtcagctaac
gtcctcacac
ctcegeaggce
tccacctatc
aaatctatrta
ttgttttcaa
taatgaactt
attgtgtacc
ggagaagcta

atttagtgat

4241

Homo sapiens

cgagcctggce
cagtaacagc
cgcceggeyy
gccectgety
agaaaaattc
acttgcetec

gggg4aagaag

cccatgectg

CZ 303458 Bé6

sequence listing divisional 2.s5T25

aaaatttcac aggacttgga cagagatttt

tttccaatca
ctcggatcaa
tgaaaaccaa
tctttgettt
tcacagagac
tgactttgga
ccgtctgect
gagtgatgtc
ttaccctggce
ggatcagcca
tgactcaagyg
agatgcagaa
craccaaaac
tcaggtcgaa
cctaacagyc
tcaactgctg
agggacttit
tattggagca
tgaagtacag
atatgatttt

atattttatg

ccgggggagt
ccgagagecy
ccgaggegec
acttgagaga
ccagactcag
cggaccccag
gggagacccc

tctocttccaa

catccaaatt
atctcagggc
aaaaggctqg
gcatatcaag
ctggccgeca
ttggctcgag
gtaaaatgga
tggtcatatg
attccggttyg
ttttatgcta
aaacggecat
gaagcgatgt
aggcgacctt
gattcgtaga
tgtagattac
cttcaccaga
gtaaaatcaa
Ttgatctgca
tatattctrtyg
ttaagtctat

ggtgggaata

cggctggagce
ggaaataaaa
cgrcgaaggce
gacagagaga
tgggaagagc
cagcagctte
accgtgtcag

caccaggcgg

ccagcatgcec
ttcatgggaa
aagaagagga
ttygccaaagg
ggaacgtgct
atratcatgag
tggcececga
gaatattact
atgcraactt
cagaagaaat
cctteccctaa
atcagaatrgt
tcagcagaga
ggaacaattt
caaaacaaga
cttttctcta
atcatcctgt
tccaaggect
taaatacata
gttttaaaat

aaatttctac

cggetgeget
ataacccctc
ccrgetgtaa
ccacgecgat
tccctcacca
cgtgaggatg
ccaggggtyg
aacgaagatg

caaggaacac
tggttcaaga
ttcatttcac
ggacttgaat
aarggaattt
tgtcacccac
tgattccaac
aagcctgrtt
gtgggaaatc
ctacaaactqg
atacattata
tttgacttcg
ggatggeegt
gatggatttg
agttttaagg
ttaatttcat
gaagccgtct
cacaaggcag
tctcaggecg
aaacaaaaqc
aatatgtaaa

tacag

ttgataagyt
agagcgatgg
aagagagoag
tgctgagagyg
tgagtagecgc
ccoogegycee

gcaagggcca

ggttggggga

2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3475

60
120
180
240
300
360
420
480

=35




gccggagggq
cttattgggc

cgtggatacc
taccaaaact
tgrctccaag
gcagattgat
aaatgcctac
agaaaacaca
tctcccecace
gccaaccgty
ggaaactgtt
cataggtict
tgatgegctg
ttatcgtgtg
tggccaagtyg
cgtggaaccc
gttggagagc
agagggctcce
cctactgecc
cagggtectc
ccgetceccg
tggcaagctg
ctttgtgacc
ccccaagacc
tgggggcagc
catgcecagce
aggcacygag
ggcccetgeag
ggagagtgag
ccocttggag
gggcaacagce
gatgcctecoc
agctgaggteg
gaatcatteg

cgggcatctc
gatcaagacg
ttagacttct
ttacgagtag
cagctgaagce
Tccatcatgt
cagatgtttt
gcttacatga
ttgaatgaag
gttggcttgt
gacagtggat
ggctatgtct
acggatgatt
ggcagtaaga
tctctaccte
gccacctttg
cgccacagcc
gagctecacac
tccggcaget
aagacccctyg
gaccaccacc
ccteeegegg
aagcagacga
daggaggaga
gagtattact
gagcagtttyg
ccgggoctgyg
crrecceggg
cggcagagca
t¢tgeceget
gggcaccecec
ctgaccccac
tCgaageace

gccactgrtce

CZ 303458 B6

sequence Tisting divisional 2.ST25
tctgacccgg tggaccaagt ccttacactc

cggattccee
gtgcrtacct
ggtttgcctg
ccaaagcgat
ctgccaccaa
ttgaccaggc
tgacttctga
gtaatggggg
dAagaggagtg
ccagcaaaac
acaggtcctt
ttgcaccage
ccatgtccat
aacagctcca
atttcccgag
cagctgagct
tggaggageg
tcaattcgceg
acgaggaaga
gctgccagtc
accaccacca
ccgectcgec
cgaagcatgt
tcgaggcgga
gctractcgaa
gcggeageag
ccetgeecgc
aggaaggaga
agcccaagec
cgtctccagg
gcaccacccc
ccaacacgct
caaagcagcg

dgacgggagc

gttccgaact
caatggatte
ctacaaaagg
gacctacata
gcagaccgag
tatatacctc
actcgggage
gacttgtgcc
tctoaggycec
caagaggagc
caccagegcec
gacggacagc
gagagaaatg
aacccaccgce
gatctcgagg
cctgcageag
99a9g9gggcyg
cccgcagacy
tccaggcgta
ttcgcagtac
gggcgeetge
ccaccaccac
ggccacgeag
atgcaaaagc
aggcagtacc
tagggaagga
caggtcgcag
ccatagtgcc
cgaacgagce
cecgtgeecac
ggctcagetg
gtgcrgtgtg

cacacccttc
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ttcctggaga
aggcagarga
tacattgaga
agagatggca
atccagtcgg
gaatatgtga
Ctaaaggtcg
gacrtcaagr
acggcgagtg
gatrcctgrta
aacgacagtg
agtgtagatg
catcgcagty
ctgcccaagg
ctggaaaagc
atccgagago
cccacgcago
atactggacg
ggccgcetata
cactecctge
ccecetecteg
tacatccacc
cgggtgcact
cactccaagy
ttgcccaaac
ggggcccccg
gatgtctggc
caaagcacaa
agcecggeacc
crgttcaccce
gaggaggcect
gceagtcage

tccaatccaa

gggagaaaty
acctgaagga
dcaacagcat
tcaagaagca
tgatggagga
9g9agtgggagy
tgtgtggcta
gcaaactttc
tgaggtccac
atccttatca
agatatccag
gaattcctec
tgaaggccaa
agatgacccc
tgaagctgga
atgaagagag
accecctcte
atcacctgtc
grcccecgotc
tcecgeeegg
ggggcaaagg
accatgcegt
getictgecc
ctecggaaac
gcaatguygaa
gcggagcetgg
agtggatgct
aaaaggccta
atctgtggqg
aggaccctgc
gtcgcaggcet
agagygacag
gcctggctec

540

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




agaagatcac
ggttgtcact
gagcttgacc
cttcaaazaaa
tgagacggty
agccctgggy
ctgrgagcaa
ctaaggaaga
catgagctgg
ctettggeta
cctagggatc
ccttactgat
ttaaacttgg
ctaggagtgc
ccaagtgaag
tgcagaaatt
tcttgagggt
gatctgttoc
gactgaggct
actgccgctg
ttacattagt
acagttgtag
ttrrtgtgtt
tatatagtgt
tacagtacct
getttccctt
aagtcrigta
cattataaag
tgtagcettt
<210>
<211>
<212>
<213»

<400> 10
atacgcagta

10
DNA

tcccacccga

1284

aaagagccaa
Tacrrttict
ctgggccact
gcaagcgatg
ctcccgatgt
tctggetttg
ctgcgacaaa
atcggccagt
gtactgactg
ttgaagatgc
tgaaatccat
attratagaa
aagggggaga
grtcatggtt
acagactgtt
ggtgcgrttt
tgaccatgtt
4gagggagad
cccecteatyg
tgcrttcgtg
cattggacca
ggagacccag
aagttaatct
acggcaaaag
gtacctgcac
gtttrtrgaa
ctcaatgact
agttcattta

attaaaattt

Homo sapiens

ttttggccca
ggtcgctgtyg
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sequence listing divisional 2.5T25

agaaactggc
gtggggaaga
ttaaagagca
agtrrgcctyg
atgaaggcceg
gtgaactgtt
acattttgaa
gggcecttcgg
agataagaaa
tgcctgtatt
aaactaagag
cagttgattt
caggaagttt
tcttcactaa
ttagacagac
gttrrrrett
gcgteatcat
gcagggaacc
tagcctecec
gaaatgacag
cagccattca
cagcacoret
gtacattctg
agtattaatc
ggtcacccgc
aggggtttat
tttgtcatga
aggaaaatta

tatattrttc

ggcacceggce

tttgagccat

aggtgtccac
aattccatac
gctcagcaaa
tggagcggtg
gatictgggce
ggagcccgaa
ggaaaattaa
gaggycggyy
agcctgaact
tgagagactg
aaactgtgta
gcececcateec
taattgttct
cagaggaart
tttttaaaat
ttcctatgct
caacattttg
ctgctccttc
aggcccaggy
ttccttgttt
ggaactaccc
ccrccacaca
tttgccattg
cactatcrct
tcegtgtgtc
gtataaatat
cartttgttc
cttggtacaa

dadaaaaaaa

tgacagtgct

cagaagcaga

gcgetrecagy
cggaggatgc
aagggaaatt
tttgaggaga
aaagtggagc
gctcttgtga
accaatgaag
ggaggttgat
atttattaaa
ccatacataa
tagcttacct
cagtttatgg
gactaaactt
atgctttgca
ggtgccctac
gctctgtrtt
ggggttgtgt
gggccccagg
ceetgaggec
tttttgtttc
cctgccccac
ccttcatttt
ttacttrgtac
agtgcttgac
gccctatatt
attttatgee
tacttatact
taattattgt

a

cgaggacctg

gatctcccac

ccagtgagtt
tgaaggctca
ataggtatta
tctgggagga
ggatcgattg
actgtcttgg
aagacaaagt
tttcatgatt
aacatgacca
tatatgactt
gaacaggaat
atatgctget
aggagttgag
ctacgteect
cattgacaca
grcttaaaqgqg
tggatgggat
ttgatcctygt
tgctagaatc
tgttttigtt
aaagaaatga
gatgttcggg
tatacatctg
ttrtaaatcag
gagggctcaa
trttrattac
graaattatg

aattaagaga

aaaaacgtgt

acccaaaagg

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
4241

60
120

e o




ccacactggt
tgaatgggaa
ccgecectcaa
ggcagaacce
acgagtggac
gtagagcagg
cagggaaaat
gacaaggtgg
caagaagcat
cttagagcta
tgtgeatcce
gcactggagc
atctgatatg
aagcagcatt
ccgagtctta
aggccacctt
aggattccag
cteetgtace
ctacttacat

caagtacgaa

atgcctggec
ggaggtgcac
tgactccaga
CCyCaaccac
ccaggatagg
tgagtgggac
ggaaagatcc
gatgatcaag
agaggctgaa
agctttcaag
artctcttct
agcatgaggg
catgtgttty
ctctcatcca
ccagcaaggqg
gtatgccgtyg
aggctagetce
tgctoccaat
gaatacttct

ataggctaaa

CZ 303458 B6

sequence 1listing divisional 2.5T7T25

acaggcttct
agtggggtca
tactgcctga
ttccgetgtc
gccaaacccg
ctggggagat
aggtagcgga
gttcacaggg
tggagcacct
tcteccctgag
ggggtcctgy
agacagaacc
tggcctgtga
ttttrcttcc
gtcctatctg
ctggtcagtg
caaaaccatc
ctgtgttcct
ctcttttttc

ccaa

accccgacea
gcacagacce
gcageccgect
aagtccagtt
tcacccagat
gcctggagga
caagactaga
tcagcaaagc
caagctcatt
gaccagccat
tttcctaaga
agggctatca
gtctgtgatg
cctgtetict
ccaccatcct
ccectegtget
ccaggtcatt
aaaagtgatt

tgtttccctg
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cgtggagcig
gcagcecctce
gagggtctcg
ctacgggctc
cgtcagcgcec
gattaggtga
tccagaagaa
acggtgtgca
cttccttcag
acagctcagc
tcatagtgac
aaggaggctg
taaggctcaa
ttcagactgt
ctatgagatc
gatggccatg
cttcatccte
ctcactctgc

aagattgagc

agctggtggg
aaggagcage
gccaccttct
tcggagaatg
gaggcctgag
gaccagctac
agccagagtg
cttcccocac
atcctgacac
atctgagtgg
cacttcgcty
actttgtact
tgtccttaca
ggcttcacct
ttgctaggga
gtcaagagaa
acccaggatt
ttctcatctc

tCcccaaccec

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1284
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Obr. 1
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Obr.2

AiM vs Kontroly

AIMDB vs Kontroly
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; Obr. 2 - pokratoviéni
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