Cislo smlouvy Partnera: Cislo smlouvy IMTM: Cislo smlouvy FNU_

Smilouva o spolupraci

uzaviend v souladu s ustanovenim § 1746 odst. 2 zdkona ¢. 89/2012 Sb., ob¢anského zi
v i¢inném znéni
Nize uvedeného dne, mésice a roku uzavrely smluvni strany:

1. Fakultni nemocnice u sv. Anny v Brné
stitni prispévkova organizace

se sidlem: Pekaiska 664/53, 656 91 Brno

1@: 00159816

zasteupend: Ing. Vlastimilem Vajdakem, reditelem
Odpovédné pracovisté: Mezindrodni centrum klinického vyzkumu

kontaktni osoba:
tel.

2. Nemocnice Jihlava, prispévkova organizace
se sidlem: Vrchlického 59, 586 33 Jihlava
IC: 00890638
zastoupena: MUDr. Lukas Velev, MHA, reditel

/déle jen ,,FNUSA“Y

Odpovedné praceviste: Neurologické oddéleni
kontaktni osoba:

3. Univerzita Palackého v Olomeuci

/déle jen ,,Partner*/

se sidlem: Kiizkovského 511/8, 779 00 Olomouc

soucast: Lékarska fakulta UP

se sidlem: Hnévotinska 976/3. 779 00 Olomouc

(& 61989592

zastoupena: prof. MUDr. Josefem Zadrazilem, CSc., dékanem

Ustav molekularni a transl
kontaktni osoba:

Odpovédné pracovisté: a¢ni mediciny Lékarske fakulty

/dale jen ,,JMTM*/

tuto

Smlouvu o spoluprici
(dale jako ,.smlouva®)

Preambule

Smluvni strany spolu uzaviraji tuto smlouvu e spolupraci za iucelem feSeni projektu sniazvem
Klondini hematopoéza nezndmého viznamu u cévni mozkové prihody* (dile jako ,,projekt”). Cinnost
smluvnich stran na projektu je popsdna dale, pficemZ spoluprice mezi smluvnimi stranami bude
financovédna v ramci projektu Molekuldrni, bunéény a klinicky pfistup ke zdravému stdrnuti -



ENOCH, reg. ¢. CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000868 (smlouva ¢. Tsm/2018/442/Kr) a spoluprice
bude probihat také v ramci Czech Stroke Research Network.

Napli prace za FNUSA:

FNUSA uhradi ndklady na prepravu odebranych vzorki a poskytne Partnerovi pristup do eCRF
(ClinData). Ddle pak bude FNUSA s Partnerem spolupracovat vramci Czech Stroke Research
Network za podminek stanovenych samostatnou smlouvou.

Napla prace za Partnera:

Partner provede odbér vzorkii krve a odbér aterosklerotického platu v prubéhu standardni
endarterektomie u pacientit dle vstupnich a vylucovacich kritérii protokolu (pfiloha ¢. I smlouvy).
Pacient je o odbéru vzorki predem informovin a podepisuje informovany souhlas dle navrhu FNUSA
a schvdleni Etické komise Partnera. Odbér vzorkii nebude mit zadny vliv na poskytovanou lécebné
preventivni péci. Vzorek je pseudonymizovan.

Napl!n prace IMTM:
IMTM zajisti potiebné zkumavky pro odbér vzorkii u Partnera. IMTM dile provede laboratorni ¢dst
projektu, kdy budou odebrané vzorky laboratorné zpracoviany pomoci specializovanych metod
molekuldrni biologie.

Clinek I.

1. Pacienti, ktefi budou odpovédnym pracovistém Partnera vyhodnoceni jako vhodni pro dcast
v projektu, budou informovéni o cilech projektu oSetiujicim lékafem. V piipadé souhlasu téchto
pacientu s Gcasti v projektu, zajisti u téchto pacientu oSetiujici lékai a/nebo studijni koordindtor
podepsdni informovaného souhlasu.

D

Odebrany vzorek krve a aterosklerotického platu (ddle jen ,,vzorek*) od pacienti, ktefi souhlasili
se zarazenim do projektu, poskytne Partner v souladu s touto smlouvu FNUSA a IMTM Kk dalsi
realizaci projektu.

3. Dodani vzorku Partnera musi byt v souladu s povolenim Etické komise Partnera (ddle jako ,,EK
Partnera™), pricemz v dobé podpisu této smlouvy je k dispozici pisemny souhlas EK Partnera
s projektem a informovanymi souhlasy pacienti.

4. Informované souhlasy pacientii budou uloZeny v archivované zdravotnické dokumentaci Partnera.
Partner, zejména prostiednictvim lékare a/nebo studijniho koordindtora. zajisti ziskdni tohoto
souhlasu od jednotlivych pacientii k odbéru, uchovini a pouziti krve a aterosklerotického platu jim
odebranych (klinickych vzorki) pro dcely realizace projektu.

N

Vzorky budou bezprostiedné po odebrini vloZzeny do sterilnich piepravnich nddob, nejcastéji
zkumavek a neprodlené prepraveny do vyzkumné laboratofe IMTM, kde bude probihat laboratorni
¢ast projektu. Vzorky budou laboratorné zpracovany pomoci specializovanych metod molekularni
biologie.

6. Vzorky budou ze strany Partnera predavany prepravni spolecnosti a odeslany do laboratoii IMTM
po predchozi domluveé smluvnich stran. FNUSA neni odpovédna za ztratu nebo $kodu na vzorcich
takto dodanych. Naklady na piepravu uhradi FNUSA, kterd také zvoli zplsob prepravy a
prepravni spole¢nost, tak aby byly dodrZzeny vSechny podminky protokolu (ptiloha ¢. 1 smlouvy).

7. Vzorky budou zpracoviany pseudonymizované, pod ¢iselnym kédem. Partner nebude FNUSA ani
IMTM piedavat ziadné osobni ddaje pacientl, od nichz byly vzorky odebrany, podle kterych by
pacienti mohli byt pfimo identifikovani.
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Vzorky budou smluvnimi stranami pouzity vyhradné k provedeni tohoto projektu. Pro umoznéni
interni ¢i externi kontroly ziskanych vysledki (vcéetné reprodukovatelnosti dat) bude IMTM
vzorky ¢i produkty (materidly) znich odvozené archivovat po dobu 10 let a poté budou
zlikvidovany jako biologicky odpad.

Smluvni strany se dohodly, Ze do projektu bude zarazeno maximalné 50 pacientii. Smluvni strany
se dohodly, Ze projekt bude probihat v anticipované dob¢ od 1. 1. 2022 do 30. 6. 2023.

Clanek II.

Smluvni strany jsou pfi realizaci projektu povinny dodrzovat piisluiné pravni predpisy Ceské
republiky, zeyména zakon ¢. 89/2012 Sb., obcansky zakonik, ve znéni pozdéjSich predpisi, a

zdkon €. 372/2011 Sb., o zdravotnich sluzbiach a podminkach jejich poskytovani, ve znéni
pozdgjSich predpist (dale jen ,,ZZS*).

Smluvni strany jsou dale povinny se vzajemné bez odkladu informovat o skute¢nostech a
zméndach, které maji nebo mohou mit vliv na uskute¢néni projektu ¢i dosazeni ucelu a cilu
projektu a na tuto smlouvu.

Cléanek 111
Ochrana osobnich tdaja

Smluvni strany se zavazuji dodrzovat viechny piisluiné pravni piedpisy Ceské republiky véetné
predpistt Evropské unie ve vztahu k ochrané osobnich udaji. V ramci projektu jsou smluvni strany
spravci osobnich tddaj.

Kazda smluvni strana bude odpovédna za své vlastni zpracovani osobnich udaji a zajisti, aby
osobni udaje tykajici se pacientii byly shromazd'ovany, uchovavany a predavany v souladu se
v§emi platnymi nadnarodnimi a narodnimi piedpisy o ochrané osobnich 1idaji a touto smlouvou.

Smluvni strany se zavazuji piijmout takova opatieni, aby nemohlo dojit k neopravnénému nebo
nahodilému piistupu k osobnim udajim, k jejich zméne¢, zni¢eni ¢i ztrdté, neopravnénym
pienosum, k jejich jinému neopravnénému zpracovani, jakoz i k jinému zneuZiti osobnich tdaju.

Data pacientti, respektive subjektii projektu, budou Partnerem v pseudonymizované podobe
poskytnuty FNUSA a IMTM v souladu s informovanym souhlasem pacienta.

Partner bude FNUSA a IMTM predavat v pseudonymizované podobé nasledujici informace
tykajici se pacientu:
= vzorek ozna¢eny kédem pacienta a datem a ¢asem odbéru;
= Klinické data — vaha, vyska. BMI. rasa, neurologické skére, forma terapie a dalsi klinicka
data, ktera se tykaji onemocnéni cévni mozkovou pithodou.

Zpracovani osobnich udajii bude probihat po dobu tcinnosti smlouvy. Tim nejsou dotceny
povinnosti smluvnich stran jakoZto spravci osobnich tidaji uchovavat zpracovavané osobni tidaje
podle piislusnych pravnich predpisi, zejména zdkona ¢. 372/2011 Sb., o zdravotnich sluzbach a
podminkach jejich poskytovani. ve znéni pozdéjsich predpisu.

Jakmile smluvni strany pozbydou pravni dlivody pro zpracovani osobnich tidaji podle platnych
pravnich piredpist a této smlouvy, dojde k likvidaci osobnich 1daji, a to tak, Ze bude ze strany
Partnera nendvratné zni¢en kli¢ k propojeni pseudonymizovanych udaja, takZe subjekt tdaju
prestane byt identifikovatelnym.

Vzhledem ke zpilsobu pieddvani dat subjekti 1dajd, tedy v pseudonymizované podobé a
nemoznosti jejich identifikace ze strany FNUSA a IMTM, se budou subjekty udaji pro
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uplatiiovani svych prav spojenymi s ochranou osobnich udajii obracet vyhradné na Partnera.
V piipadé odvolani souhlasu se zpracovavanim osobnich tidaji ze strany subjektu daji je Partner
povinen informovat o této skute¢nosti FNUSA a IMTM bez zbyte¢ného odkladu, respektive jim
sdelit kédové oznaceni piislusného vzorku, ke kterému se toto odvolani vztahuje.

Smluvni strany se zavazuji si navzajem hlasit kazdé poruseni zabezpeceni osobnich tidaju, a to bez
zbyte¢ného odkladu potom, co se o takovém poruseni dozvi, nejpozdéji do 24 hodin, tak, aby
incidentem dotéena strana meéla moZnost incident posoudit a splnit své povinnosti Vvici
dozorovému iiradu, pripadné vici subjektim tidaja.

. Smluvni strany se zavazuji k vzdjemné soucinnosti a pomoci pii feSeni vSech podstatnych

problému, které mohou v ramci plnéni smlouvy vzniknout v souvislosti s ochranou osobnich
tidaji. Tato soucinnost zahrnuje i1 efektivni spolupraci v piipadé kontroly ze strany dozorového
uradu, vyfizovani zadosti a piipadnych stiznosti pacientli, a oznamovani bezpecnostnich incidentil,
a pripadnych spravnich ¢i soudnich fizeni.

Clanek IV.
Publikace

Partner bude na publikaci vysledku projektu, ktery bude publikovan IMTM spolu s FNUSA,

uveden I'ako sioluautor. Konkrétni osobou uvedenou na publikaci bude _

Clanek V.
DusSevni vlastnictvi a duvérné informace

Ac¢koliv se nepredpoklada, Ze neéktera ze smluvnich stran poskytne druh€ smluvni strané jakékoliv
duSevni vlastnictvi nebo prava k predmétu duSevniho vlastnictvi, smluvni strany se dohodly, Ze
pokud kterdkoliv se smluvnich stran poskytne druhé strané pro spolupraci dle této smlouvy
nehmotny majetek v podobé predméti prav dusevniho vlastnictvi v nejsirSim slova smyslu podle
platné a ticinné pravni upravy (vyndlez, uzitny vzor, know-how atd.), smluvni strany uzaviou
smlouvu o poskytnuti prava k uzivani predmétu duSevniho vlastnictvi, ktera zadvazné pro smluvni
strany ur¢i prava a povinnosti k poskytnuté licenci, véetné licen¢ni ceny (dale jen ,licence®).
Uréena prava a povinnosti, podminky a pravidla poskytnuti licence k pfedmétu duSevniho
vlastnictvi nesmi zakladat nedovolenou nepiimou statni podporu.

V piipadé ukoncéeni spoluprace dle této smlouvy po dobu uéinnosti licence smluvni strana
prestane uzivat duSevni vlastnictvi poskytnuté na zdkladé licence druhou smluvni stranou a vrati
Ji vSechny hmotné nosice, dokumenty a podklady poskytnuté druhou smluvni stranou za tcelem
uzivani daného dusevniho vlastnictvi, neni-li vyslovné v licenci ujednano jinak. Smluvni strana
zaroven zachova mlcenlivost o viech duvérnych skuteé¢nostech a informacich tykajicich se nebo
souvisejicich s duSevnim vlastnictvim poskytnutym druhou smluvni stranou za Gcelem
spoluprace, které se dovédéla v ramci realizace spoluprace dle této smlouvy nebo v souvislosti
s ni, v souladu s podminkami i¢inné licence.

Veskeré podklady, dokumentace, informace a vysledky vyzkumu a vyvoje, jez si smluvni strany
mezi sebou za dobu trvani této smlouvy poskytnou, jsou obchodnim tajemstvim ¢i divérnou
informaci poskytovatele téchto podkladi a informaci, ledaZze by $lo o podklady, dokumentaci,
informace a vysledky vyzkumu a vyvoje, (i) jeZ jsou nebo se stanou obecné znamé, tj. bézné
piistupné verejnosti; nebo (ii) které smluvni strana ziskala od tieti osoby, a to nikoli v disledku
poruseni této smlouvy, jiné smlouvy nebo obecné zavaznych pravnich predpist smluvni stranou
¢i tieti osobou. Smluvni strany se zavazuji zachazet divérné s veSkerym obchodnim tajemstvim
¢1 divérnymi informacemi druhé smluvni strany, ani je nepouZivat pro jiné ticely, nez stanovené
v této smlouve, ledaze kjejich poskytnuti je, nikoliv vlastnim zavinénim, smluvni strana
zavazana na zakladé zakona nebo zadvazného pravomocného rozhodnuti soudu nebo orginu



[\S]

veiejné spravy. Povinnost dle tohoto odstavce bude pro strany zdvazna i po zaniku této smlouvy,
a to bez ¢asového omezeni, neprestane-li byt informace divérnou, nebo neuplyne-li doba ochrany
predmétu prav.

Data ziskana v ramci projektu jsou spole¢nym majetkem Partnera, FNUSA a IMTM.

Clanek VI.
Financovani

Smluvni strany se dohodly, Ze spoluprace na zakladé této smlouvy bude probihat mezi stranami
bezplatné a kazdd smluvni strana si ponese své naklady. Materidl (zejm. nadoby a roztoky)
nezbytny pro provedeni odbérii vzorkii za timto ucelem poskytne IMTM Partnerovi na své
ndklady, a to v mnozstvi potrebném pro spolupraci smluvnich stran na zdkladé této smlouvy a
protokolu projektu, ktery je pfilohou této smlouvy. Naklady na prepravu vzorkt budou hrazeny
FNUSA.

Clanek VII.
Zavéreéna ustanoveni

Tato smlouva nabyva platnosti dnem podpisu posledni smluvni strany a uzavird se na dobu
urcitou, a to do 30. 6. 2023.

Smluvni strany berou na védomi, Ze tato smlouva podléhd povinnému uverejnéni podle zakona
¢. 34072015 Sb., o zvlastnich podminkéach G¢innosti nékterych smluv, uvefejiiovani téchto smluv a
o registru smluv (zdkon o registru smluv), ve znéni pozdé¢jSich predpisu. Smlouva nabyva
Géinnosti dnem jejiho uverejnéni v registru smluv. Uverejnéni zajisti IMTM a informuje o ném
ostatni smluvni strany.

Kazda ze smluvnich stran je opravnéna kdykoliv ukonéit tuto smlouvu i bez uvedeni divodu
pisemnou vypovedi doru¢enou druhé smluvni strané s vypoveédni lhitou, ktera ¢ini 30 dnt po
doruceni vypoveédi ostatnim smluvnim stranam. Tuto smlouvu Ize také ukonéit pisemnou dohodou
smluvnich stran.

Zmeény, jakoz i dopliiky této smlouvy mohou byt ¢inény pouze pisemné a musi byt podepsany
smluvnimi stranami.

Nebude-li piipadné nékterd ze stran trvat na splnéni povinnosti druhé smluvni strany ze smlouvy,
nebude se to vykladat jako vzdani se jakéhokoliv prava touto smluvni stranou ¢i prava Zadat
splnéni této povinnosti. Zadné vzdani se prav vzniklych v disledku porudeni smlouvy nebude
platné a uc¢inné, pokud nebude sepsano pisemné a podepsano smluvni stranou, jez se prav vzdava,
a Zadné vzdani se prav se nebude vztahovat na prava vznikla v dusledku nasledného nebo
Jakéhokoliv jiného poruSeni smlouvy.

Tato smlouva je vyhotovena ve tiech stejnopisech s platnosti originalu, z nichZ kazda smluvni
strana obdrZi po jednom vyhotoveni.

Pokud se jakékoli ustanoveni této smlouvy stane nebo ukaze, obecné ¢i relativné, neplatnym nebo
neucinnym, nebude tim zadnym zptsobem dotcena platnost nebo u¢innost ostatnich ustanoveni
této smlouvy nebo dotéeného ustanoveni nad ramec relativni neplatnosti nebo netic¢innosti.

Tato smlouva se #idi pravnimi predpisy Ceské republiky. Viechny spory, které vzniknou z této
smlouvy nebo v souvislosti s ni, a které se nepodafi vyfeSit prednostné smirnou cestou, budou
rozhodovéany obecnymi soudy Ceské republiky.



9. Smluvni strany shodné prohlaSuji, Ze tato smlouva byla uzaviena na zakladé jejich pravé,
svobodné a vaziné vile, nikoliv v tisni nebo za jinak jednostranné nevyhodnych podminek a
podpisem této smieuvy potvrzuji, Ze se dobfe sezndmily s textem této smlouvy a Ze se citi byt
jejim obsahem plné vazany. Na dikaz souhlasu s obsahem této smiouvy pfipojuji smiuvni strany
své vlastnoruéni podpisy.

10. Nedilnou soucasti t€to smlouvy je také jeji priloha ¢. 1 — Protokol Studie s ndzvem Klondlni
hematepoéza neurceného potencidlu pfi ischemické mozkové prihodé.

VBrnédne .......... g V. ....dne v dom dne '7'93- 2012

Za FNUSA: Za Partnera: Za IMTM:

MUDr. Lukas Velev, MHA
feditel

prof. MUDT. Josef Zadrazil,

Ing. Vlastimi}'V;
reditel
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Protocol outline
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Background

Recently, it was demonstrated that clonal hematopoiesis of indeterminate potential (CHIP) is
associated with the risk of coronary heart disease or early-onset myocardial infarction. Further,
causality between CHIP and atherosclerosis was established in atherosclerosis-prone mice that were
transplanted with bone marrow from Tet2 knockout and from control mice. As compared with mice
that had received control bone marrow, mice that had received bone marrow from the Tet2 knockout

mice had a median lesion size in the aortic root that was twice as large after 5 weeks (NEJM 2017).

Hence, the data imply that somatic mutations in hematopoietic cells may contribute to the
development of human atherosclerosis. Of note, hematopoietic cell clones are rare in persons younger

than 40 years, but they occur in more than 18% in the population above 70 years (NEJIM 2014).

The relationship between CHIP and risk ef ischemic 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. Alse, 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 prepose to study such relationship and explore one or several of the following

hypotheses:

Hypothesis 1: Clonal hematopoiesis 1s associated with carotid atherosclerosis generally.



Hypothesis 2: Clonal hematopoiesis is associated with symptomatic carotid atheroscierosis in the

Czech population.

Hypothesis 3: Clonal hematopoiesis is associated with ischemic stroke.

Hypothesis 4: Clonal hematopoiesis is more frequent in leucocytes fixed to endothelium affected by

carotid atherosclerosis as comparedto circulating leucocytes or unaffected endothelium.

Hypothesis 5: Clonal macrophages/monocytes as leucocyte subtype have a major role in
atherosclerosis build-up. They are more frequently present in the atherosclerotic plague compared to

the peripheral blood.

Hypothesis 6: Occurrence of clonal hematopoiesis leads to stroke in patients with pre-existing carotid

atherosclerosis.

Ob jectives and purpose of the study

e To examine the association between clonal hematopoiesis of CHIP type and carotid
atherosclerosis.

e To identily new risk factors of ischemic stroke.

e To clarify in more detail to what extent clonal hematopoiesis affects etiopathogenesis of
atherosclerosis.

Methods
There are several important considerations for the study design:

1) Even if CHIP is associated with stroke or is causing 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 FACS performance are not

established and must be tested.

3) Sample size to detect a difference of CHIP between two patients’ populations will depend on CHIP
frequency in these two groups. Such frequency is unknown and could be only extrapolated from very
limited data - see table 1 below. Therefore, before conducting properly powered study, more

information on expected CHIP frequency in different groups of ischemic stroke patients is needed.



4) It is expected that for properly powered study, sample size of around 1000 patients will be needed.

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

be sufficient.

Table 1 documents frequency of CHIPS in patients with atherosclerosis and controls. Also, it

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

Study Outcome CHIP positivity CHIP positivity | Sample size of one
Atherosclerosis Atherosclerosis group needed (o
present absent detect the difference

with Alfa 5% and
power 80%

Bioimage CAD 17% 10% 371

MDC CAD 7% 4% 903

AVTB MI early onset 2% 1% 2316

PROMIS MI early onset 2% 1% 2316

5) Prevalence of CHIP is low in patients below 70 (see figure 1 below). Therefore, studying CHIP in
patients below 70 would require increase of sample size. Excluding patients below 70 will, as a

tradeoff, decrease patients” enrolment.
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Figure 1. Prevalence of Somatic Mutations, According to Age.

Colored bands, in increasingly lighter shades, represent the 50th, 75th,
and 95th percentiles.




Given the considerations above, we propose to proceed in at least two stages. The first stage will
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 FACS method and to
detect signal for difference between two patients groups.

Total number of patients enrolled in the first phase would be 100-200. Up to 25 tissue samples will be

also analyzed.

In the second stage, we will run properly powered single center study with aim to detect statistical
difference between two patients’ groups. Previous exploratory study will help us to focus on patients’
groups that will most likely prove the hypothesis. It is estimated based on previous data that around

1000 of patients will be needed.

Design of the first exploratory study

One purpose of the exploratory study will be to obtain knowledge on the biology mechanisms of CHIP
and atherosclerosis. Therefore, tissue samples obtained during vascular surgeries will be tested for

presence of CHIP positive macrophages/monocytes within atherosclerotic plaques.

In line with the second goal, data from four groups of patients will 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 enroll patients older than 70 years. Only patients with ischemic strokes in anterior circulation
will be included (no transitory ischemic attacks). The patients will be divided into 4 groups and in
each group will be enrolled 25-50 patients:
e Patients with a carotid stenosis (symptomatic carotid stenosis > 50% according to NASCET
criteria) who suffered an ischemic stroke. Etiology - TOAST 1.
e Patients with asymptomatic carotid stenosis =2 50% according to NASCET criteria.
e Patients with no carotid atherosclerosis or carotid stenosis < 30% who suffered an ischemic
stroke. Etiology - TOAST 2 and 3.
e Patients without ischemic stroke in their medical history and with no carotid atherosclerosis or

carotid stenosis < 30%.

In addition, in the first group we will obtain tissue samples of atherosclerotic plaque and the
surrounding tissue from carotid endarterectomy. The aim is to determine if in atherosclerotic plaque

there is increased presence of CHIP positive leucocytes compared to leucocytes circulating in



peripheral blood. Subsequently, we will test if there is a difference in CHIP in endothelial cells

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, 10 ml of peripheral blood will be drawn into
Cell-Free DNA BCT CE tube (Streck). Before posting, Streck tubes will be stored at a room

temperature and send to Olomouc within a week of blood drawing.

To obtain defined cell population {(macrophages/monocytes and/or circulating endothelial cells, and
endothelial 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 endothelial cells will be analyzed 18 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 wl
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 platform will be using amplicon based
enrichment library preparation with unique molecular indices.

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

blood will be provided by UMTM

Outcome measures
FACS — fraction of blood elements.
MPS - presence of known variants with association to atherosclerosis, or known causal variants in a

defined (sub)set of cells.

Ethical considerations:

Patient samples, after consenting to the processing of biological material, will be handled in
accordance with Regulation 2016/679 of the European Parliament and of the Council (EU) of 27 April
2016 on the protection of individuals with regard to the processing of personal 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 personal data
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protection. The medical facility will keep the medical documentation according to the legal regulations
(Act No. 372/2011 Coll., On health services and conditions of their provision. Regulation No. 98/2012
Coll., On medical documentation, etc.), and the processing of personal data in health services. For the
purpose of processing personal data in the field of science and research, it is governed by the relevant
legal regulations (Act No. 378/2007 Coll., On Pharmaceuticals and on Amendments to Certain Related
Acts, Regulation No. 226/2008 Coll., On Good Clinical Practice and Closer Conditions of Clinical
evaluation of medicinal products). Informed consent by the trial subject, either a patient or a volunteer
involved in a particular research study will be obtained and the processing of personal data associated
with this research will primarily be based on his consent. Informed consent is signed by the subject (its
legal representative) during enrolling the patient into study. The informed consent includes, in addition
to personal 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

well.

Data analysis
Percentual distribution of particular blood elements using FACS.
Primary and secondary analysis of MPS data, with list 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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