
I Číslo smlouvy Partnera: Číslo smlouvy IMTM: Číslo smlouvy FNUSA: Tsm/2021/745/La I 

Smlouva o spolupráci 

uzavřená v souladu s ustanovením§ 1746 odst. 2 zákona č. 89/2012 Sb., občanského zákoníku, 
v účinném znění 

Níže uvedeného dne, měsíce a roku uzavřely smluvní strany: 

Nemocnice Na Homolce 
Doruceno: 12.10.2021 
NNH/21/21851 
listy: 1 pr-.llohy: 

1. Fakultní nemocnice u sv. Anny v Brně 
státní příspěvková organizace 111 11111111 
se sídlem: Pekařská 664/53, 656 91 Brno 
IČO: 00159816 
zastoupená: Ing. Vlastimilem Vajdákem, ředitelem 

Odpovědné pracoviště: Mezinárodní centrum klinického výzkumu 

nemhes21549961 

kontaktní osoba: 
tel.

/dále jen „FNUSA"/ 

2. Univerzita Palackého v Olomouci 
se sídlem: Křížkovského 511/8, 779 00 Olomouc 
IČO: 61989592 
zastoupená: prof. MUDr. Martinem Procházkou, Ph.O., rektorem 

Odpovědné pracoviště: 

/dále jen „IMTM"/ 

Ústav molekulární a translační medicíny Lékařské fakulty 
kontaktní osoba: 
tel.

3. Nemocnice Na Homolce 

tuto 

se sídlem: 
IČO: 
zastoupená: 

„ Roentgenova 3 7 /2, 150 3 O Praha 5 
00023884 
MUDr. Petrem Poloučkem, MBA, ředitelem 

Odpovědné pracoviště: Neurologické oddělení 

/dále jen „Partner"/ 

kontaktní osoba: 
tel.

Smlouvu o spolupráci 
( dále jako „smlouva") 

Preambule 

Smluvní strany spolu uzavírají tuto smlouvu o spolupráci za účelem řešení projektu s názvem 
,J(lonální hematopoéza neznámého významu u cévní mozkové příhody" (dále jako „projekt"). Činnost 
smluvních stran na projektu je popsána dále, přičemž spolupráce mezi smluvními stranami bude 
financována v rámci projektu Molekulární, buněčný a klinický přístup ke zdravému stárnutí -
ENOCH, reg. č. CZ.02. I.O 1/0.0/0.0/16 _ O I 9/0000868 (smlouva č. Tsm/2018/442/Kr) a spolupráce 
bude probíhat také v rámci Czech Stroke Research Network. 



Náplň práce za FNUSA: 

FNUSA uhradí náklady na přepravu odebraných vzorků a poskytne Partnerovi přístup do eCRF. Dále 
pak bude FNUSA s Partnerem spolupracovat v rámci Czech Stroke Research Network za podmínek 
stanovených samostatnou smlouvou. 

Náplň práce za Partnera: 

Partner provede odběr vzorků krve u pacientů dle vstupních a vylučovacích kritérií protokolu projektu. 
Pacient je o odběru vzorků předem informován a podepisuje informovaný souhlas. Odběr vzorků 
nebude mít žádný vliv na poskytovanou léčebně preventivní péči. Vzorek je pseudonymizován. 

Náplň práce IMTM: 

IMTM zajistí potřebné zkumavky pro odběr vzorků u Partnera. IMTM dále provede laboratorní část 
projektu, kdy budou odebrané vzorky laboratorně zpracovány pomocí specializovaných metod 
molekulární biologie. 

Článek I. 

1. Pacienti, kteří budou odpovědným pracovištěm Partnera vyhodnoceni jako vhodní pro účast 
v projektu, budou informováni o cílech projektu ošetřujícím lékařem
( dále jen „ošetřující lékař"). V případě souhlasu těchto pacientů s účastí v projektu, zajistí u 
těchto pacientů ošetřující lékař podepsání informovaného souhlasu, jehož vzor obdržel od 
FNUSA, a který byl schválen etickou komisí Partnera. 

2. Odebraný vzorek krve (dále jen „vzorek") od pacientů, kteří souhlasili se zařazením do projektu, 
poskytne Partner v souladu s touto smlouvu FNUSA a IMTM k další realizaci projektu. 

3. Dodání vzorků Partnera musí být v souladu s povolením Etické komise Partnera (dále jako „EK 
Partnera"), přičemž v době podpisu této smlouvy je k dispozici písemný souhlas EK Partnera 
s projektem, a informovanými souhlasy pacientů. 

4. Informované souhlasy pacientů budou uloženy v archivované zdravotnické dokumentaci Partnera. 
Partner, zejména prostřednictvím ošetřujícího lékaře, zajistí získání tohoto souhlasu od 
jednotlivých pacientů k odběru, uchování a použití krve jim odebrané (klinických vzorků) pro 
účely realizace projektu. 

5. Vzorky budou bezprostředně po odebrání vloženy do sterilních přepravních nádob poskytnutých 
Partnerovi lMTM, nejčastěji zkumavek a v souladu s odst. 6. tohoto článku přepraveny do 
výzkumné laboratoře IMTM, kde bude probíhat laboratorní část projektu. Vzorky budou 
laboratorně zpracovány pomocí specializovaných metod molekulární biologie. 

6. Vzorky budou ze strany Partnera předávány přepravní společnosti a odeslány do laboratoří IMTM 
po předchozí domluvě smluvních stran. FNUSA není odpovědná za ztrátu nebo škodu na vzorcích 
takto dodaných. Náklady na přepravu uhradí FNUSA, která také zvolí způsob přepravy 
a přepravní společnost, tak aby byly dodrženy všechny podmínky protokolu. 

7. Vzorky budou zpracovány pseudonymizovaně, pod číselným kódem. Partner nebude FNUSA ani 
IMTM předávat žádné osobní údaje pacientů, od nichž byly vzorky odebrány, podle kterých by 
pacienti mohli být přímo identifikováni. 

8. Vzorky budou smluvními stranami použity výhradně k provedení tohoto projektu. Pro umožnění 
interní či externí kontroly získaných výsledků (včetně reprodukovatelnosti dat) bude IMTM 
vzorky či produkty (materiály) z nich odvozené archivovat po dobu 1 O let a poté budou 
zlikvidovány jako biologický odpad. 

9. Smluvní strany se dohodly, že do projektu bude zařazeno maximálně 200 pacientů. Smluvní strany 
se dohodly, že projekt bude probíhat v anticipované době od I .  1. 2021 do 30.6.2023. 

Článek II. 

1. Smluvní strany jsou při realizaci projektu povinny dodržovat příslušné právní předpisy České 
republiky, zejména zákon č. 89/2012 Sb., občanský zákoník, ve znění pozdějších předpisů, 
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a zákon č. 3 72/20 1 1 Sb., o zdravotních službách a podmínkách jej ich poskytování, ve zněn í 
pozdějších předpisů ( dále jen „ZZS"). 

2. Smluvní strany j sou dále povinny se vzájemně bez odkladu informovat o skutečnostech 
a změnách, které maj í  nebo mohou mít vliv na uskutečnění projektu či dosažení účelu a cílů 
projektu a na tuto smlouvu. 

Článek III. 
Ochrana osobních údajů 

1 .  Smluvní strany se zavazuj í dodržovat všechny příslušné právní předpisy České republiky včetně 
předpisů Evropské unie vě vztahu k ochraně osobních údajů . V rámci projektu j sou smluvní strany 
správci osobních údajů. 

2. Každá smluvní strana bude odpovědná za své vlastní zpracování osobních údajů a zaj istí, aby 
osobní údaje týkaj ící se pacientů byly shromažďovány, uchovávány a předávány v souladu se 
všemi platnými nadnárodními a národními předpisy o ochraně osobních údajů a touto smlouvou . 

3 . Smluvní strany se zavazuj í  přijmout taková opatření, aby nemohlo doj ít k neoprávněnému nebo 
nahodi lému přístupu k osobním údajům, k j ej ich změně, zničení či ztrátě, neoprávněným 
přenosům, k jej ich j inému neoprávněnému zpracování, jakož i k j inému zneužití osobních údajů .  

4. Data pacientů, respektive subjektů projektu, budou Partnerem v pseudonymizované podobě 
poskytnuty FNUSA a IMTM v souladu s informovaným souhlasem pacienta. 

5 .  Partner bude FNUSA a IMTM předávat v pseudonymizované podobě následuj ící informace 
týkaj ící se pacientů: 

• vzorek označený kódem pacienta a datem a časem odběru; 
• k l in ická data - váha, výška, BMJ, rasa, neurologické skóre, formu terapie a další kl inická 

data, která se týkaj í onemocnění cévní mozkovou příhodou. 

6. Zpracování osobních údajů bude prob íhat po dobu účinnosti smlouvy. Tím nej sou dotčeny 
povinnosti smluvn ích stran jakožto správců osobních údajů  uchovávat zpracovávané osobní údaje 
podle příslušných právn ích předpisů, zejména ZZS. 

7 . Jakmi le smluvní strany pozbydou právní důvody pro zpracování osobních údajů podle platných 
právních předpisů a této smlouvy, dojde k l ikvidaci osobních údajů, a to tak, že bude ze strany 
Partnera nenávratpě zničen klíč k propojení pseudonymizovaných údajů, takže subjekt údajů 
přestane být identifikovatelným. 

8 .  Vzhledem ke způsobu předávání dat subjektů údajů, tedy v pseudonymizované podobě 
a nemožnosti jej ich identifikace ze strany FNUSA a IMTM, se budou subjekty údajů pro 
uplatňování svých práv spojenými s ochranou osobních údajů  obracet výhradně na Partnera. 
V případě odvolání souhlasu se zpracováváním osobních údajů  ze strany subjektu údajů je  Partner 
povinen informovat o této skutečnosti FNUSA a IMTM bez zbytečného odkladu, respektive j im 
sdělit kódové označení přís lušného vzorku, ke kterému se toto odvolání vztahuje. 

9. Smluvní strany se zavazuj í si navzájem hlásit každé porušení zabezpečení osobních údajů, a to bez 
zbytečného odkladu potom, co se o takovém porušení dozví, nejpozděj i  do 24 hodin, tak, aby 
incidentem dotčená strana měla možnost incident posoudit a splnit své povinnosti vůči 
dozorovému úřadu, případně vůči subjektům údajů .  

1 O .  Smluvní strany se zavazuj í  k vzájemné součinnost i a pomoci př i  řešení všech podstatných 
problémů, které mohou v rámci plnění smlouvy vzniknout v souvislosti s ochranou osobních 
údajů .  Tato součinnost zahrnuje i efektivní spolupráci v případě kontroly ze strany dozorového 
úřadu, vyřizování žádostí a případných stížností pacientů, a oznamování bezpečnostních incidentů, 
a případných správn ích či soudních řízení .  
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Článek IV. 
Publikace 

Partner bude na publikaci výsledku projektu, který bude publikován IMTM spolu s FNUSA, 
uveden jako spoluautor. 

Článek V. 
Duševní vlastnictví a důvěrné informace 

I .  Ačkoliv se nepředpokládá, že některá ze smluvních stran poskytne druhé smluvní straně jakékoliv 
duševní vlastnictví nebo práva k předmětu duševního vlastnictví, smluvní strany se dohodly, že 
pokud kterákoliv se smluvních stran poskytne druhé straně pro spolupráci dle této smlouvy 
nehmotný majetek v podobě předmětů práv duševního vlastnictví v nejširším slova smyslu podle 
platné a účinné právní úpravy (vynález, užitný vzor, know-how atd.), smluvní strany sepíší 
protokol o poskytnutí práva k užívání předmětu duševního vlastnictví, který závazně pro smluvní 
strany určí práva a povinnosti k poskytnuté licenci, včetně licenční ceny (dále jen „licence"). 
Určená práva a povinnosti, podmínky a pravidla poskytnutí licence k předmětu duševního 
vlastnictví nesmí zakládat nedovolenou nepřímou státní podporu. 

2. V případě ukončení spolupráce dle této smlouvy po dobu účinnosti licence smluvní strana 
přestane užívat duševní vlastnictví poskytnuté na základě licence druhou smluvní stranou a vrátí 
jí všechny hmotné nosiče, dokumenty a podklady poskytnuté druhou smluvní stranou za účelem 
užívání daného duševního vlastnictví, není-li výslovně v licenci ujednáno jinak. Smluvní strana 
zároveň zachová mlčenlivost o všech důvěrných skutečnostech a informacích týkajících se nebo 
souvisejících s duševním vlastnictvím poskytnutým druhou smluvní stranou za účelem 
spolupráce, které se dověděla v rámci realizace spolupráce dle této smlouvy nebo v souvislosti 
s ní, v souladu s podmínkami účinné licence. 

3 .  Veškeré podklady, dokumentace, informace a výsledky výzkumu a vývoje, jež s i  smluvní strany 
mezi sebou za dobu trvání této smlouvy poskytnou, jsou obchodním tajemstvím či důvěrnou 
informací poskytovatele těchto podkladů a informací, ledaže by šlo o podklady, dokumentaci, 
informace a výsledky výzkumu a vývoje, (i) jež jsou nebo se stanou obecně známé, tj . běžné 
přístupné veřejnosti; nebo (ii) které smluvní strana získala od třetí osoby, a to nikoli v důsledku 
porušení této smlouvy, jiné smlouvy nebo obecně závazných právních předpisů smluvní stranou 
či třetí osobou (iii) ohledně kterých dotčená smluvní strany prokáže, že takový údaj jí byl znám 
již před datem uzavření této smlouvy a nebyl předmětem jakéhokoliv omezení přijatého 
v souvislosti s ochranou důvěrných informací. Smluvní strany se zavazují zacházet důvěrně 
s veškerým obchodním tajemstvím či důvěrnými informacemi druhé smluvní strany ani je 
nepoužívat pro jiné účely, než stanovené v této smlouvě, ledaže k jejich poskytnutí je nikoliv 
vlastním zaviněním smluvní strana zavázána na základě zákona nebo závazného pravomocného 
rozhodnutí soudu nebo orgánu veřejné správy. Povinnost dle tohoto odstavce bude pro strany 
závazná i po zániku této smlouvy, a to bez časového omezení nepřestane-li být informace 
důvěrnou nebo neuplyne-li doba ochrany předmětu práv. 

4. Data získaná v rámci projektu jsou společným majetkem Partnera, FNUSA a IMTM. 

Článek VI. 
Financování 

Smluvní strany se dohodly, že spolupráce na základě této smlouvy bude probíhat mezi stranami 
bezplatně a každá smluvní strana si ponese své náklady. Materiál (zejm. nádoby a roztoky) 
nezbytný pro provedení odběrů vzorků za tímto účelem poskytne IMTM Partnerovi na své 
náklady, a to v množství potřebném pro spolupráci smluvních stran na základě této smlouvy 
a protokolu projektu, který je přílohou této smlouvy. Náklady na přepravu vzorků budou hrazeny 
FNUSA. 
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Článek VII. 
Závěrečná ustanovení 

1 . Tato smlouva nabývá platnosti dnem podpisu poslední smluvní strany a uzavírá se na dobu 
určitou, a to do 30 . 6 . 2023 . 

2 .  Smluvní strany berou na  vědomí, že tato smlouva podléhá povinnému uveřejnění podle zákona 
č. 340/20 1 5  Sb. ,  o zvláštn ích podmínkách účinnosti některých smluv, uveřejňování těchto smluv a 
o registru smluv (zákon o registru smluv), ve znění pozdějš ích předpisů. Smlouva nabývá 
účinnosti dnem jej ího uveřejnění v registru smluv. Uveřejnění zaj istí IMTM a informuje o něm 
ostatní smluvní strany. • 

3 .  Každá ze smluvních stran je  oprávněna kdykol iv ukončit tuto smlouvu i bez uvedení důvodu 
písemnou výpovědí doručenou druhé smluvní straně s výpovědní lhůtou, která činí 30  dnů po 
doručení výpovědi ostatním smluvním stranám. Tuto smlouvu lze také ukončit p ísemnou dohodou 
smluvních stran . 

4 .  Změny, jakož i doplňky této smlouvy mohou být činěny pouze písemně a musí být podepsány 
smluvními stranami .  

5 .  Smluvní strany nesmí postoup it tuto smlouvu nebo svá práva a povinnosti z ní vyplývající nebo 
s ní souvisej ící bez předchozího písemného souhlasu ostatních smluvních stran. 

6 .  Nebude-li případně některá ze stran trvat na splnění povinnosti druhé smluvn í strany ze smlouvy, 
nebude se to vykládat jako vzdání se jakéhokol iv práva touto smluvní stranou či práva žádat 
splnění této povinnosti . Žádné vzdání se práv vzniklých v důsledku porušení smlouvy nebude 
platné a účinné, pokud nebude sepsáno písemně a podepsáno smluvní stranou, jež se práv vzdává, 
a žádné vzdání se práv se nebude vztahovat na práva vzniklá v důsledku nás ledného nebo 
jakéhokoliv j iného porušení smlouvy. 

7 .  Tato smlouva je vyhotovena ve  čtyřech stejnopisech s platností originálu, z nichž Pai1ner obdrží 
dva stejnopisy a každá další smluvní strana obdrží po jednom vyhotovení . 

8. Pokud se jakékoli ustanovení této smlouvy stane nebo ukáže, obecně či relativně, neplatným nebo 
neúčinným, nebude tím žádným způsobem dotčena platnost nebo účinnost ostatních ustanovení 
této smlouvy nebo dotčeného ustanovení nad rámec relativn í  neplatnosti nebo neúčinnosti . 

9 .  Tato smlouva se řídí právními předpisy České republ iky. Všechny spory, které vzn iknou z této 
smlouvy nebo v �.ouvislosti s n í, a které se nepodaří vyřešit přednostně smírnou cestou, budou 
rozhodovány obecnými soudy České republiky. 

1 O. Smluvní strany shodně prohlašují, že tato smlouva byla uzavřena na základě jej ich pravé, 
svobodné a vážné vůle, niko l iv v tísni nebo za j inak jednostranně nevýhodných podmínek a 
podpisem této smlouvy potvrzují, že se dobře seznámily s textem této smlouvy a že se cítí být 
jej ím obsahem plně vázány. Na důkaz souhlasu s obsahem této smlouvy připojuj í  smluvní strany 
své v lastnoruční podpisy. 

1 1 . Nedílnou součástí této smlouvy je také jej í  příloha č. 1 - Protokol Studie s názvem Klonální 
hematopoéza neurčeného potenciálu při ischemické mozkové příhodě 

V Brně dne .�. �: . .  1_q ._ . }��.1 

Za FNUSA: 

1 8, 1 0 . 2021 V Praze dne . . . . . . . . . . .  . V f}Jf!.�ť:':.· . . .  dne //.: .1�. : /o/.f 

Z a  IMTM: 

rekto
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Příloha č. 1 - Protokol 

Clona/ hematopoiesis ofindeterminate potential in ischemie stroke 

Authors: 

Protocol outline 

Last version : March, 2021  

ICRC/FNUSA, Brno:

IMTM, Olomouc: 

Background 

Recently, it was demonstrated that clona! hematopoiesis of indeterm inate potential (CHIP) is 

associated with the risk of coronary heart disease or early-onset myocard ial infarction. Further, 

causality between CHIP and atherosclerosis was establ ished in atherosclerosis-prone mice that were 

transplanted with bone marrow from Tet2 knockout and from contro l mice. As compared with mice 

that had received control bone marrow, m ice that had received bone marrow from the Tet2 knockout 

m ice had a median lesion size in the aortic root that was twice as large after 5 weeks (NEJM 20 1 7) .  

Hence, the data imply that somatic mutations m hematopoietic cel ls may contribute to the 

development of human atherosc lerosis . Of note, hematopoietic cel l c lones are rare in persons younger 

than 40 years, but they occur in more than 1 0% in the population above 70 years (NEJM 20 1 4) . 

The relationship between CHIP and r isk of ischemie stroke has not been explored in details but is 

highly clinically relevant for several reasons. First, many patients with stroke do not have clear cause 

of the stroke or traditional risk factors present. Also, many patients with carotid atherosclerosis never 

have stroke implying that atherosclerosis itself may not be enough to produce atherothrombosis and 

vascular event. 

Hypothesis 

For this project we propase to study such relationship and explore one or several of the following 

hypotheses: 

Hypothesis 1 :  Clonal hematopoiesis is associated with carotid atherosclerosis generally. 
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Hypothesis 2 :  Clona! hematopoiesis is associated with symptomatic carotid atherosclerosis in the 

Czech population. 

Hypothesis 3: Clona! hematopoiesis is associated with ischemie stroke. 

Hypothesis 4: Clona! hematopoiesis is more frequent in leucocytes fixed to endothel ium affected by 

carotid atherosclerosis as compared to circulating leucocytes or unaffected endothel ium. 

Hypothesis 5 :  Clona! macrophages/monocytes as leucocyte subtype have a major role in 

atherosclerosis bui ld-up. They are more frequently present in the atherosclerotic plague compared to 

the peripheral blood . 

Hypothesis 6: Occurrence of clona! hematopoiesis leads to stroke in pat ients with pre-existing carotid 

atherosclerosis. 

Objectives and purpose of the study 

• To exam ine the association between clona! hematopoiesis of CHI P  type and carotid 
atherosclerosis .  

• To identify new risk factors of ischemie stroke. 

• To clarify in more detai l  to what extent clona! hematopoiesis affects etiopathogenesis of 
atherosclerosis. 

Methods 
There are several important considerations for the study design: 

I )  Even if CHIP is associated with stroke or is caus ing stroke, it is not clear how exactly and to what 

extent. Therefore, several hypotheses are possible that would require different design especially in 

terms of definition of patient population. 

2) Limit of detection for gene panel sequencing of leucocyte subsets and F ACS performance are not 

establ ished and must be tested. 

3 )  Sample size to detect a difference of CHIP between two patients' populations wil l  depend on CHIP 

frequency in  these two groups. Such frequency is unknown and could be only extrapolated from very 

limited data - see table I below. Therefore, before conducting properly powered study, more 

information on expected CHIP frequency in different groups of ischemie stroke patients is needed .  
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4) It is expected that for properly powered study, sample size of around 1 000 patients will be needed. 

Therefore, project must be co-funded with finances from other grant and patient enrollment rate must 

be sufficient .  

Tahle 1 documents frequency of CHlPS in patients with atherosclerosis and controls. Also, it 

calculates sample size that wou ld be needed to detect such a difference. 

Study Outcome CHIP positivity CHIP positivity Sample size of one 

Atherosclerosis Atherosclerosis group needed to 

present absent detect the difference 

with Alfa 5% and 

power 80% 

B ioimage CAD 1 7% 1 0% 37 1 

MDC CAD 7% 4% 903 

AVTB MI early onset 2% 1 % 23 1 6  

PROMIS MI early onset 2% 1 % 23 1 6  

5 )  Prevalence of CHIP is low in patients below 70 (see figure l below). Therefore, studying CHIP in 

patients below 70 would require increase of sample size . Excluding pat ients below 70 wil l ,  as a 

tradeoff, decrease patients ' enrolment. 

o.s 

0.4-

i:i" 0.3-

0.2-

0.1 -

O.O 

� '1,<>i �l �<>i !8> 1<>i 9,"i s:l "'� � ",,:;{ <,,:;{ 'o,:;{ '\,:;{ � Cl r::,,;:/ 

Age (yr) 

No. with Mutation o 1 50 138 282 219 37 14 
Tota! 240 855 2894 5441 5002 2300 317 86 

Figure 1. Prevalence of Somatic Mutations, According to Age. 

Colored bands, in  i ncreasi ngly l ighter shades, represent the 50th, 75th, 

and 95th percenti les .  

17 
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Given the considerations above, we propose to proceed in at least two stages. The first stage wi l l  

be a set of exploratory studies, underpowered, with pragmatic sample size (25 -50 patients per group ) ,  

and with the main goal to optimize DNA extraction, sequencing method, and F ACS method and to 

detect signal for difference between two patients groups. 

Tota! number of patients enrol led in the first phase would be 1 00-200. Up to 25 tissue samples will be 

also analyzed. 

In the second stage, we wi l l  run properly powered single center study with aim to detect statistical 

difference between two patients' groups. Previous exploratory study wil l  help us to focus on patients ' 

groups that will most likely prove the hypothesis .  It is estimated based on previous data that around 

I 000 of patients wil l  be needed. 

Design of the first exploratory study 

One purpose of the exploratory study wi l l  be to obtain knowledge on the biology mechanisms of CHlP 

and atherosclerosis . Therefore, tissue samples obtained during vascular surgeries wil l  be tested for 

presence of CHIP positive macrophages/monocytes within atherosclerotic plaques. 

In l ine with the second goal, data from four groups of patients wi l l  be collected, 25-50 patients per 

group . Goal is to prioritize hypothesis testing, increase precision of sample size calculation, and 

estimate/optimize rate of patients' recruitment. 

We will enrol l patients ólder than 70 years. Only patients with ischemie strokes in anterior circulation 

wi l l be included (no transitory ischemie attaeks). The patients will be div ided into 4 groups and in 

each group wi l l  be enrol led 25-50 patients : 

• Patients with a carotid stenosis (symptomatic carotid stenosis � 50% according to NASCET 

eriteria) who suffered an ischemie stroke. Etiology - TOAST 1 .  

• Patients with asymptomatic earotid stenosis � 50% aceording to NASCET criteria. 

• Patients with no carotid atherosc lerosis or carotid stenosis � 30% who suffered an ischemie 

stroke. Etiology - TOAST 2 and 3 .  

• Patients without ischemie stroke in their medieal history and with no earotid atheroselerosis or 

carotid stenosis � 3 0%. 

In addition, in the first group we will obtain tissue samples of atherosclerotic plaque and the 

surrounding tissue from carotid enda1terectomy. The aim is to deterrnine if in atherosclerotic plaque 

there is increased presence of CHIP positive leucocytes compared to leucocytes circulating in 
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peripheral blood. Subsequently, we will test if there is a difference in CHIP in endothelia! 

presented in AS plaque compared to the endothelium unaffected by the atherosclerosis. 

Obtaining the biological samples and pre-analytical phase 

For DNA sequence analysis from whole blood samples, I O ml of peripheral blood will be drawn into 

Cell-Free DNA BCT CE tvbe (Streck). Before posting, Streck tubes will be stored at a room 

temperature and send to Olomouc within a week ofblood drawing. 

To obtain defined cell population (macrophages/monocytes and/or circulating endothelia! cells, and 

endothelia! progenitor cells), we will use FACS flow cytometry approach (BD/Beckman Coulter). 5 

ml of peripheral blood will be drawn into Cyto-Chex BCT tubes (Streck) for immune cells. When rare 

populations of endothelia! cells will be analyzed 1 O ml of peripheral blood will be drawn. Streck tubes 

will be stored at a room temperature and send to Olomouc within a week of blood drawing. 

For plaque analysis : 5*5*5 mm of endothelial/plaque tissue will be stabilized by placing into 1000 µI 

of stabilization solution (RNA later or Allprotect Tissue Reagent) at a room temperature and send to 

lab for processing within week. The rest of the tissue will be placed to buffered 4% formaldehyde 

solution and send for processing to Olomouc. 

To detect CHIP related mutations, we will use MPS approach using a panel of frequently mutated 

genes, defined in literature (Jaiswal 2014, 2017). Illumina MPS platforrn will be using amplicon based 

enrichment library preparation with unique molecular indices. 

Ali needed instruments are readily available in IMTM. Stabilization reagents,solution and tubes for 

blood will be provided by UMTM 

Outcome measures 

F ACS - fraction of blood elements. 

MPS - presence of known variants with association to atherosclerosis, or known causa! variants in a 

defined (sub )set of cells. 

Ethical considerations: 

Patient samples, after consenting to the processmg of biological material, will be handled in 

accordance with Regulation 2016/679 of the European Parliament and ofthe Council (EU) of27 April 

2016 on the protection of individuals with regard to the processing of persona! data and on the free 

movement of such data and cancelling the Directive 95/46 / EC (General Data Protection Regulation; 

hereinafter referred to as 'GDPR') and in accordance with the relevant national rules on persona! data 
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protection. The med ical facil ity wi l l  keep the medical documentation according to the legal regulations 

(Act No . 372/20 1 1 Col!., On health services and conditions of their provision, Regu lation No. 98/20 1 2  

Col ! . ,  On medical documentation, etc.), and the processing of persona! data in health services. For the 

purpose of processing persona! data in the field of science and research, it is govemed by the relevant 

lega! regulations (Act No. 378/2007 Col ! . ,  On Pharmaceuticals and on Amendments to Certain Related 

Acts, Regu lation No. 226/2008 Col ! . ,  On Good Clinical Practice and C loser Conditions of Clinical 

evaluation of med icina! products) . Informed consent by the tria! subject, either a patient or a volunteer 

involved in a particular research study wi l l  be obtained and the processing of persona! data associated 

with this research wi l l  primarily be based on his consent. l nformed consent is signed by the subject (its 

lega) representative) during enrol l ing the patient into study. The informed consent includes, in addition 

to persona! data, the intended purpose of the resaerch and its possible risks and the impact on the 

health of the person. Further treatment of biological material after its use in the study is described as 

wel l .  

Data analysis 

Percentual distribution of particular blood elements using F ACS . 

Primary and secondary analysis of MPS data, with l ist of frequencies of detected variants associated 

with CHIP. 

Study financing 

Research project is funded from grant resources - ENOCH 

Attachments: 

Informed consent 
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