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Seznam použitých zkratek 

ALM – akrolentiginózní melanom 

BRAF – B-Raf proto-oncogene 

BRCA1 – breast cancer 1 gene 

BRCA2 – breast cancer 2 gene 

CCND1 – cyclin D1 

CDK4 – cyclin-dependent kinase 4 

CDK6 – cyclin dependent kinase 6 

CDKN2A – cyclin-dependent kinase 

inhibitor 2A 

CNS – centrální nervová soustava 

CT – výpočetní tomografie 

CTLA-4 – cytotoxic T-lmyphocyte 

antigen 4 

ČR – Česká republika 

DMBA – 7,12-dimethylbenz[a] anthracen 

DMSO – dimethylsulfoxid 

DNA – deoxyribonukleová kyselina 

E2F – transkripční faktor 

HDM2 – human double minute 2 homolog 

KIT – KIT proto-oncogene receptor 

tyrosine kinase 

LMM – lentigo maligna melanom 

MC1R – melanocortin 1 receptor 

MDM2 – mouse double minute 2 homolog 

MEK – mitogen-activated protein kinase 1 

MRI – magnetická rezonance 

NADH – nikotinamidadenindinukleotid 

NADPH – 

nikotinamidadenindinukleotidfosfát 

NM – nodulární melanom 

NOR – Národní onkologický registr 

NQO1 – NAD(P)H dehydrogenase 

[quinone] 1 

NRAS – NRAS proto-oncogen 

NRF2 – nuclear factor, erythroid 2 like 2 

OR – relativní riziko 

p53 – tumor protein p53 

PCR – polymerase chain reaction 

PD-1 – programed cell death protein 1 

pRb – retinoblastoma protein 

PS – fotosenzibilizátor 

PTEN – phosphatase and tensin homolog 

RB1 – RB transcriptional corepressor 1 

RFLP – restriction fragment length 

polymorphism 

ROS – reaktivní formy kyslíku 

rpm – revolutions per minute 

RT – room temperature 

RTG – rentgen 

SSM – povrchově se šířící melanom 

TP53 – tumor protein p53 gene 

UK – Velká Británie 

USA – Spojené státy americké 

USG – ultrasonografie 

UTR – untranslated region 

UV – ultrafialové záření 

ÚZIS – Ústav zdravotnických informací a 

statistiky ČR 
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Úvod 

Maligní melanom je díky rychlému lymfogennímu a hematogennímu metastazování jednou 

z nejzhoubnějších lidských malignit pocházející z neoplastické proliferace melanocytů a jeho 

incidence v posledních desetiletích neustále roste. I když melanom tvoří pouze 4 % všech 

dermatologických malignit, je zodpovědný za 80 % všech úmrtí na rakovinu kůže. Jedním 

z nejvýznamnějších rizikových faktorů je rodinná anamnéza onemocnění, kdy přibližně 

5-10 % všech melanomů je dědičného charakteru a přítomnost melanomu v rodině přináší až 

dvojnásobné riziko vzniku tohoto onemocnění. Recentní studie poukazují také na souvislost 

mezi výskytem melanomu a dědičným karcinomem pankreatu. 

Detekce této nemoci v časném stádiu může vést k plnému vyléčení pacientů, ale 

pozdní stádium s již přítomnými metastázemi má extrémně špatnou prognózu se střední 

dobou přežití menší než 10 měsíců. Tato špatná prognóza do značné míry vyplývá 

z rezistence na konvenční chemoterapii, a proto jsou v současných studiích zkoumány 

molekulárně cílené terapie a jsou objevovány další a další potencionálně účinné látky. 

Nedostatek účinných terapeutik je částečně způsoben neúplnou znalostí patogeneze 

melanomu a nedostatkem informací o převládajících genech pozměněných během jeho 

vývoje. Maligní melanom je vysoce komplexní onemocnění, v jehož genetice hraje roli 

obrovské množství genů. Mezi několik málo genů označovaných za predisponující se mohou 

řadit geny CDKN2A a CDK4, které hrají důležitou úlohu v regulaci buněčného cyklu. 

Existuje celá řada potencionálně predisponujících genů jako je např. gen NQO1, u kterých 

bude záviset na dalším výzkumu, zda budou použity jako biomarkery či nikoliv. 

Cílem této diplomové práce bylo v literárním přehledu shrnout doposud známé 

poznatky o buněčných, molekulárních a genetických charakteristikách maligního melanomu 

vycházející z neustále se rozšiřujících genomických informací. Experimentální část se pak 

věnuje detekci mutací v genech CDKN2A, CDK4 a polymorfismu C609T v genu NQO1 

pomocí metod PCR, PCR-RFLP a sekvenace u dobrovolníků s melanomem či karcinomem 

pankreatu v rodině. 
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 1 Zhoubné nádory kůže 

Kůže je nejrozsáhlejším lidským orgánem spojující člověka s okolním světem a zároveň ho 

chrání před chladem, světlem, poškozením infekcí a zadržuje vodu, tuk či vitamin D. Je 

nejvíce vystavena působení jak fyzikálních, tak chemických kancerogenů vnějšího prostředí. 

Skládá se z těchto částí: epidermis (pokožky), corium (dermis-škára) a tela subcutanea 

(podkožní vazivo). Vrchní část pokožky tvoří ploché buňky neboli epitelie, pod nimi se 

nachází buňky bazální a ve třetí části jsou melanocyty (pigmentové buňky), které jsou 

zodpovědné za barvu kůže (Vorlíček et al., 2012; Costin a Hearing, 2007). 

Mezi nejčastější zhoubné novotvary kůže patří karcinomy, melanom a dále se mohou 

vzácně vyskytovat sarkomy, maligní lymfomy, metastázy jiných nádorů či leukemické 

infiltráty (Vorlíček et al., 2012). 

 1.1 Epidemiologie 

V incidenci zhoubných nádorů kůže jsou obrovské regionální a rasové rozdíly. Incidence 

stoupá u bílé populace směrem k rovníku a také u osob žijících ve vyšších nadmořských 

výškách. Nejvíce jsou ohroženi lidé s menším množstvím melanocytů, světlou pletí 

a světlými vlasy a v oblastech s vysokým počtem dní plného slunečního svitu. Největší 

incidenci tak mají obyvatelé Austrálie a Nového Zélandu a také státy severní Evropy, 

u Asiatů je incidence nízká a u černochů se nádory kůže téměř nevyskytují. Snědí lidé 

s černými vlasy a vysokým obsahem melanocytů jsou díky charakteru své kůže chránění 

před slunečním zářením mnohem efektivněji (Chudnovsky et al., 2005). 

Od počátku devadesátých let dochází k strmému nárůstu výskytu kožních nádorů, což 

je spojeno zejména se zvýšenou expozicí obyvatel slunečnímu záření. Celosvětově incidence 

narůstá o zhruba 4-5 % ročně. Mortalita rovněž stoupá, ale ne tak strmě jako incidence 

(Šlampa et al., 2007; Vorlíček et al., 2012; Arenbergerová, 2016). 

Podle dat Národního onkologického registru (NOR) incidence zhoubných novotvarů 

kůže v České republice dlouhodobě roste. Rostoucí počet hlášených případů souvisí zejména 

se stárnutím populace, kdy věk je hlavním rizikovým faktorem zhoubného bujení. Dalším 

možným vlivem na rostoucí incidenci je vyšší výskyt fyzikálních a chemických kancerogenů 

a dále také přesnější diagnostika a celková kvalita lékařské péče. Vyšší počet hlášených 

případů může také souviset se zavedením celoplošných onkologických screeningů. Incidence 

je vyšší u mužů než u žen (ÚZIS ČR, 2016. [online]). Nejčastěji diagnostikovaným 

onkologickým onemocněním je tzv. jiný zhoubný novotvar kůže, kam patří zejména 
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bazaliomy a spinocelulární karcinomy. V roce 2017 bylo hlášeno celkem 27916 těchto 

nádorů (muži – 14870, ženy – 13046), což je v celkovém počtu necelá třetina všech 

nahlášených zhoubných novotvarů v tomto roce. Případů kožního melanomu bylo v roce 

2017 nahlášeno 2620, opět s vyšším počtem u mužů (1384), což ho řadí na sedmé místo ze 

všech zhoubných novotvarů. Z dat také vyplývá, že incidence kožního melanomu vzrostla za 

posledních 30 let zhruba trojnásobně viz Obr. 1 (ÚZIS ČR, 2019. [online]). 

 

Obr. 1: Růst incidence zhoubného melanomu kůže (C43) a jiných zhoubných novotvarů kůže (C44) (převzato 

a upraveno dle ÚZIS ČR, 2019. [online]). 

Zajímavé je srovnání mortality, která vykazuje v absolutních číslech stagnaci, což je 

zapříčiněno zejména zvyšující se kvalitou lékařské péče, lepší organizací protinádorové 

léčby (např. vznik Komplexních onkologických center v roce 2005), dostupností nových 

diagnostických a terapeutických prostředků anebo časnější diagnostikou nádorových 

onemocnění, kdy vysoké procento je diagnostikováno v příznivějších stádiích. V roce 2016 

zemřelo v ČR na zhoubné novotvary kůže 590 lidí, což je pouze o 114 lidí více než v roce 

1994, o 101 lidí více než v roce 2010 a o 24 lidí více než v roce 2015 (ÚZIS ČR, 2016. 

[online]). 

Z dat z let 2010-2014 vyplývá i průměrný věk pacientů se zhoubným melanomem. 

U mužů je tento medián věku 65 let, u žen je nižší a to 61 let. V roce 2017 bylo nejvíce 

případů hlášeno u mužů mezi roky 70-74, u žen pak mezi roky 65-69 viz Obr. 2 (Mužík 

a Malúšková, 2014; ÚZIS, 2019. [online]). 
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Obr. 2: Věk pacientů s maligním melanomem (převzato a upraveno dle ÚZIS ČR, 2019[online]). 

Ve srovnání se světem se Česká republika dle incidence nachází na 18. místě. Na 

předních místech se nachází Austrálie, Nový Zéland a severské státy jako Norsko, Dánsko či 

Švédsko (Global Cancer Observatory, 2018. [online]). 
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 2 Maligní melanom 

Maligní melanom nebo také jen melanom či melanoblastom je ve srovnání s ostatními 

nádory kůže relativně vzácný, ale jde o jeden z nejzhoubnějších kožních nádorů vůbec. 

Jedná se o neuroektodermový nádor, který vzniká z pigmentových buněk (melanocytů), 

které se během embryonálního vývoje dostaly z embryonálního základu pro nervovou tkáň 

do kůže, ale i do jiných orgánů a sliznic jako je oko, sliznice urogenitálního či 

gastrointestinálního traktu. Kožní pigmentové buňky jsou označovány jako klasické 

melanocyty a podílejí se na pigmentaci kůže a vlasů, zatímco melanocyty na jiných místech, 

jako je oko, ucho či srdce jsou označovány jako neklasické. Prekurzorem pigmentových 

buněk je melanoblast a zralá pigmentová buňka se nazývá melanocyt. Melanocyty hrají 

důležitou roli v ochraně kůže před ultrafialovým (UV) zářením (Borovanská a Riley, 2011; 

Colombo et al., 2011; Ryška et al., 2017). 

Melanocyty produkují melanin, polymer založený na tyrosinu, ve specializovaných 

organelách příbuzných lysozomu, melanosomech. Syntéza melaninu je katalyzována 

enzymem tyrosinásou a zahrnuje některé toxické meziprodukty, které právě melanosom 

redukuje, čímž chrání buňku před škodlivými účinky těchto sloučenin. Během melanogeneze 

se syntetizují dva melaninové pigmenty, eumelanin, který je hnědý/černý a pheomelanin, 

který je žlutý/červený. Lidé, kteří produkují převážně eumelanin, mají hnědé nebo černé 

vlasy a tmavou pleť, která se snadno opálí. Eumelanin také chrání pokožku před poškozením 

způsobeným UV zářením. Lidé, kteří produkují převážně pheomelanin, mají zrzavé nebo 

blonďaté vlasy, pihy a světle zbarvenou pleť, která se špatně opaluje. Vzhledem k tomu, že 

pheomelanin nechrání pokožku před UV zářením, lidé s více pheomelaninem mají mnohem 

větší riziko poškození kůže způsobené slunečním zářením (Colombo et al., 2011). 

Kožní melanom se primárně nachází na kůži, ale může se vyskytovat prakticky 

kdekoliv, jelikož melanocyty během embryogeneze putují nejen do kůže, ale i do celé řady 

orgánů (Borovansky a Riley, 2011). Proto se dá melanom rozdělit do několika podskupin, 

kterými jsou povrchově se šířící melanom, nodulární melanom, akrolentiginózní melanom, 

lentigo maligní melanom a další neobvyklé varianty: 

- Povrchově se šířící melanom (SSM) – je zodpovědný asi za 70 % všech maligních 

melanomů. U mužů se nachází zejména v horních partiích trupu a u žen na bércích 

či stehnech. Jeho charakteristickým znakem je horizontální růst, přičemž jeho 

okraje jsou zpočátku relativně pravidelné, ale později už mají nepravidelné 

melanomové kontury; 
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- Nodulární melanom (NM) – tvoří 20 % melanomů a je charakteristický rychlým 

vertikálním růstem na podkladě melanocytárního névu nebo vzniká na intaktní 

kůži a prognosticky se jedná o jednu z nejzávažnějších variant melanomu; 

- Lentigo maligna melanom (LMM) – tvoří se na podkladě lentigo maligna zejména 

u starších osob na obličeji, může mít v průměru až 10 cm a k vertikálnímu růstu 

dochází až po mnoha letech; 

- Akrolentiginózní melanom (ALM) – jedná se o NM či SSM šířící se v místech bez 

vlasových folikulů - dlaně, plosky, pod nehty. Prognosticky se jedná 

o nejrizikovější typ. Pokud je přítomna tmavá skvrna pod nehtem je důležité 

sledovat, zda odrůstá spolu s nehtem a jde o tzv. podnehtovou modřinu nebo 

zůstává na stejném místě, pak by se mohlo jednat o ALM (Arenbergerová 

a Arenberger, 2005; Chudnovsky et al., 2005). 

Jednotlivé typy se od sebe liší i geneticky, a to zejména spektrem chromozomálních 

aberací a také frekvencí mutací jednotlivých specifických genů, ale i biologickým 

a klinickým chováním (Chin et al., 2006; Ryška et al., 2017). 

 2.1 Klinické projevy 

Každý kožní melanom vzniká jako plošné ložisko a pokud je zachycen v této fázi, 

chirurgické odstranění znamená trvalé uzdravení. Tento plošný růst je nenápadný a může 

trvat několik let. Poté dochází k vertikálnímu růstu (viz Obr. 3), nádor se mění na vysoce 

maligní a je prognosticky nepříznivý. Plošný melanom je třeba odlišit od běžných 

pigmentových skvrn. Na rozdíl od jiných kožních nádorů jako je basaliom či spinaliom se 

melanom nevyznačuje lokálním destruktivním růstem, ale především nebezpečím metastáz 

(Vorlíček et al., 2012; Arenbergerová, 2016). Kožní melanom musí mít změny vzhledu 

ložiska, které jsou vyjádřeny pěti kritérii pravidla ABCDE (obrázkové znázornění pravidel 

viz Příloha 1) a čím více těchto pravidel se vyskytuje, tím je větší riziko, že se jedná 

o maligní melanom. 

- A – Asymmetry – ložisko je nepravidelné s asymetrickým tvarem; 

- B – Borderline – okraje ložiska jsou cípaté, nepravidelné se zářezy a výběžky; 

- C – Colour – barva ložiska se mění, tmavne a stává se skvrnitým; 

- D – Diameter – průměr ložiska je nad 5 mm a trvale se zvětšuje; 

- E – Elevation – růst do výšky či evolution – vývoj v čase. 
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Obr. 3: Fáze histologické progrese transformace melanocytů. A) normální kůže, B) radiální růstová fáze – 

melanomové buňky migrují do horní části epidermis C) vertikální růstová fáze – melanomové buňky pronikají 

do dermis (Chudnovsky et al., 2005). 

Charakteristický pro kožní melanom je změněný kožní reliéf, jemné šupinkatění, 

zvětšování, zhrubění povrchu, svědění, vertikální růst, mokvání a krvácení. Změny všech 

névů jako např. změna okrajů, barvy a vyvýšení mohou znamenat maligní zvrat. Symptomy 

jako krvácení, svědění, zánětlivý okraj či ulcerace jsou známkou již pokročilého stadia 

melanomu (Arenbergerová a Arenberger, 2005). 

Biologické chování maligního melanomu je vysoce variabilní a do značné míry 

nepředvídatelné. Dnes je maligní melanom chápán jako skupina morfologicky podobných 

nádorů, které se však liší nejen svou histologií, charakterem a dynamikou šíření a růstu, ale 

zejména svou etiopatogenezí, molekulárními změnami, signálními dráhami, které jsou 

aktivovány či deaktivovány a interakcí mezi nádorovými buňkami a hostitelským 

organismem. Proto je důležité charakterizovat melanomy na molekulární úrovni 

a neklasifikovat nádory pouze dle jejich morfologie (Viros et al., 2008; Ryška et al., 2017).  
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 2.2 Etiologie a rizikové faktory 

Přesná příčina vzniku melanomu není známa, ale existuje řada faktorů, které se podílejí na 

jeho rostoucí incidenci. 

Melanom může vzniknout na intaktní kůži, ale riziko vzniku je vyšší, pokud je na 

kůži přítomna některá tzv. prekurzorová afekce – vrozené névy (mateřská znaménka), 

lentigo maligna (maligní melanocyty, které ještě nenapadly epidermis) či dysplastické névy 

(nepravidelně probarvené útvary). Na podkladě dysplastických névů vzniká melanom ve 

25-30 % případů a riziko melanomu u osob s těmito névy je 30x vyšší než o osob bez nich 

(Vorlíček et al., 2012). Incidence dysplastických névů v populaci je okolo 4 %, ale 

u pacientů s melanomem je to až 34-59 % (Duffy a Grossman, 2012). U velkých vrozených 

névů je riziko vzniku melanomu tím větší, čím je névus větší, avšak vznik nových 

pigmentových névů po 60. roce života by měl být vždy hodnocen s možným vznikem 

melanomu (Kodet a Krajsová, 2017). 

2.2.1 UV záření 

Z environmentálních vlivů je pro vznik melanomu zásadní ultrafialové záření. UV záření 

působí pravděpodobně jako iniciátor karcinogeneze. Nejrizikovější je expozice UV záření 

v dětství, ale ani expozice v dospělosti není bezvýznamná. Nejvíce nebezpečné jsou 

nárazové pobyty na přímém slunci spojené se solární dermatitidou. Taktéž se nedoporučuje 

návštěva solárií (Vorlíček et al., 2012). 

UV záření poškozuje DNA tak, že buňky se sami destruují nebo trvale zastavují 

buněčné dělení. Nicméně melanocyty jsou odolnější k UV záření než jiné druhy buněk 

a pokud dojde k poškození jejich DNA, tak melanocyty téměř nikdy nepodstoupí apoptózu. 

Proto začnou abnormální melanocyty růst a začnou se v nich kumulovat mutace zejména 

v genech, které řídí buněčný cyklus. Nakonec můžou buňky nekontrolovatelně proliferovat 

a mohou odolávat apoptóze, což vede k tvorbě a růstu melanomu (Melanoma. [online]). 

Vzhledem k tomu, že UV záření je považováno za nejrizikovější faktor pro vznik 

melanomu, měl by být nejvyšší výskyt melanomu u lidí profesně pravidelně vystavených 

slunečnímu záření, jako jsou např. zemědělci. Ze studií však vyplývá, že přerušované 

sluneční záření zvyšuje riziko daleko více než kumulativní sluneční záření (Vuong et al., 

2014). V dnešní době už proto není UV záření považováno za hlavní příčinu vzniku 

melanomu vzhledem k tomu, že u nejvíce ohrožených typů (světlá kůže, světlé vlasy) se 

melanomy nevyskytují na těch místech, které jsou nejvíce exponovány slunečnímu záření, 
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ale na místech jako jsou dlaně, plosky nohou, sliznice dutiny ústní, genitálu a podobně 

(Ryška et al., 2017). 

Maligní melanom už dnes není chápán jako jedno nádorové onemocnění, ale jako 

skupina nádorových onemocnění, které se liší např. histologií či molekulárními změnami. 

Typickým příkladem může být rozdíl mezi melanomem, který vznikne na kůži občasně 

vystavené UV záření, který se vyznačuje výskytem mutace v genu BRAF, zatímco 

u melanomu vznikajícího po chronickém vystavení kůže UV záření jsou mutace genu BRAF 

vzácné, ale vyskytuje se zvýšený počet kopií genu CCND1 (Sauter et al., 2002; Maldonado 

et al., 2003; Lee et al., 2010). 

2.2.2 Genetické faktory 

Odhaduje se, že zhruba 5-10 % všech melanomů může mít familiární výskyt. Familiární 

melanom je pak spojen s autozomálně dominantní dědičností germinálních mutací genů 

CDNK2A a CDK4. Mezi další rizikové geny pak můžeme řadit geny MC1R, BRAF, RB1, 

BRCA1 a BRCA2. Mohou se uplatňovat i další dědičné syndromy jako je xeroderma 

pigmentosum či syndrom dysplastických névů (Aoude et al., 2015; Potrony et al., 2016). 

2.2.3 Riziková populace 

Za rizikovou populaci můžeme považovat pacienty s již diagnostikovaným melanomem 

nebo melanomem v rodinné anamnéze, ale také pacienty s velkým počtem dysplastických 

névů. Dále také pacienty s genetickou predispozicí či pacienty s imunosupresí. Velký 

význam má také fenotyp jedince, kdy vnímavějšími jedinci jsou pacienti se světlým 

fototypem kůže, se světlou barvou vlasů a také jedinci s četnými pihami a světlou barvou očí 

(Gilchrest et al. 1999; Gandini et al. 2005a; Gandini et al., 2005b; Kodet a Krajsová, 2017). 

Riziko jednotlivých faktorů je uvedeno v tabulce níže (Tab. I). 

Samotnou rizikovou skupinou jsou pak bělošští muži s věkem nad 50 let a nižším 

socioekonomickým statutem, kdy celosvětově téměř 60 % úmrtí na melanom tvoří právě tato 

skupina. To může být způsobeno tím, že ve srovnání se ženami mají muži výrazně menší 

informovanost a péči o vlastní pokožku, včetně samovyšetřovacích postupů (Kodet 

a Krajsová, 2017). 

Za rizikovou skupinu může být považován také letecký personál, především piloti, 

kteří dle meta-analýzy Sanlorenzo et al. (2015) mají dvojnásobný výskyt melanomu ve 

srovnání s běžnou populací. Čím výš piloti stoupají od zemské atmosféry, tím více jsou 
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vystavováni nejen UV záření, ale také kosmickému záření, což je vysokoenergetické záření, 

které je pro tělo nepřirozenou zátěží, s níž se musí vyrovnat. Významnou příčinou vzniku 

melanomu i ostatních malignit u těchto povolání může být časté narušení cirkadiánního 

rytmu z důvodu překračování časových pásem a nepravidelná pracovní doba 

(Rafnsson et al., 2000; McNeely et al., 2018). 

Tab. I: 1Rizikové faktory pro vznik melanomu (Badenas et al. (2012)). 

Faktor Přibližné relativní riziko 

člen rodiny náchylné k melanomu
*
 35-70 

předchozí melanom 8,5 

historie melanomu v rodině
#
 2-3 

typ pleti I (světlá kůže) 1,4 

pihovatá kůže 2-3 

modré oči 1,6 

zrzavé vlasy 2,4-4 

spálení kůže s puchýři 2-3 

vícečetná či atypická znaménka 2-12,7 

    * více postižených příbuzných na stejné straně rodiny 
    # jeden nebo více postižených příbuzných prvního stupně 

 2.3 Diagnostika 

Většina melanomů je odhalena klinicky. Při histologickém vyšetření se hodnotí 

morfologické uspořádání, intenzita pigmentace, způsob šíření a růstu či povrchové 

vředovatění. Histologické vyšetření je doplněno vyšetřením stupně invaze (hloubky invaze) 

podle Clarka a tloušťky nádoru podle Breslowa (v mm). Součástí klinického vyšetření je 

palpace uzlin, doplňuje ji rentgen (RTG) plic, ultrasonografie (USG) břicha, eventuálně 

výpočetní tomografie (CT vyšetření) (Vorlíček et al., 2012). 

Genetické vyšetření predispozic pro melanom týkající se genů CDKN2A a CDK4 má 

význam u pacientů s familiárním výskytem melanomu a také u pacientů s více 

diagnostikovanými melanomy a u pacientů s melanomem v raném věku (Kodet a Krajsová, 

2017). 

V České republice dosud nebyl zaveden plošný screening populace, který by se 

zaměřoval na prevenci kožních nádorů, i když samozřejmě existují edukativní programy, 

např. akce Stan proti melanomu, která každoročně vyšetří a diagnostikuje stovky nových 

případů kožních nádorů (Melanom.cz. [online]). Význam klinického screeningu potvrzují 
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studie, které poukazují na zvýšení incidence melanomů po zavedení preventivních 

screeningových programů a edukace populace. Takovou studií je i studie Breitbart et al. 

(2012), kdy zhruba 19 % populace severního Německa podstoupilo vyšetření na melanom, 

přičemž 90 % nově diagnostikovaných případů bylo zachyceno v raném stádiu a mortalita na 

melanom v této oblasti byla až o 50 % menší než ve zbytku Německa. Studie také poukazují 

na finanční nenáročnost dermatologických vyšetření ve srovnání s vyšetřením jiných 

nádorových onemocnění (Losina et al., 2007). 

 2.4 Léčba 

Pokročilý melanom a melanom s metastázemi dlouhou dobu zůstával jednou z nejhorších 

diagnóz s nepříznivou prognózou a velmi krátkou dobou celkového přežití. To se však 

postupně mění s pokroky v oblastech biologie, molekulární genetiky a nádorové imunologie. 

Bylo schváleno 6 léků pro léčbu pokročilého melanomu se čtyřmi rozdílnými mechanismy 

účinku, při nichž dochází k inhibici blokátorů imunitních kontrolních bodů CTLA-4 či PD-1 

a inhibici genů BRAF, MEK (Bajčiová, 2016a). 

Základní léčebnou metodou je odstranění primárního ložiska s dostatečným lemem 

okolní zdravé tkáně (zhruba 0,5-2 cm podle tloušťky nádoru) do dostatečné hloubky. 

Chirurgické odstranění nádoru znamená u tenkých melanomů prakticky stoprocentní 

vyléčení. Radioterapie se používá tam, kde není možné chirurgické odstranění 

a chemoterapie má význam pouze paliativní, ale používá se hlavně u plicních a jaterních 

metastáz (Ditrichová a Tichý, 2006). 

Jednou z novějších chirurgických technik je operace sentinelové uzliny, která může 

pacienta ochránit před invazivnějším chirurgickým postupem. Zjistilo se, že lymfa, a tedy 

i nádorové buňky přestupují nejprve do jedné uzliny, tzv. sentinelové a teprve pak se šíří do 

dalších v okolí. Sentinelová uzlina je označena izotopem a patentní modří a dermatochirurg 

hledá úplně první lymfatickou uzlinu, která filtruje tkáňový mok z oblasti s nádorem. 

Sentinelová uzlina je poté vyjmuta a vyšetřena histopatologicky. Pokud se v ní najdou 

nádorové buňky, provede se následné odstranění všech uzlin ve spádové oblasti. Velikou 

výhodou této techniky je, že místo odstranění všech mízních uzlin ve spádové oblasti se při 

negativním výsledku odstraní pouze jedna uzlina (Arenbergerová a Arenberger, 2005). 
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 2.5 Prognóza 

Prognóza onemocnění souvisí zejména s hloubkou invaze podle Clarka a celkovou tloušťkou 

nádoru dle Breslowa (Chudnovsky et al., 2005; Ryška et al., 2017). 

Nejdůležitějším ukazatelem je tloušťka nádoru podle Breslowa (viz Tab. II). Léze 

tloušťky menší než 0,75 mm mají velmi malé riziko diseminace. S narůstající tloušťkou se 

toto riziko zvyšuje a největší riziko činí tloušťka 4 a více mm. Příznivými známkami je 

tenký nádor, nepřítomnost exulcerace, časné stádium, nepřítomnost klinických změn 

v nádoru a přídatných ložisek a nepronikání nádorových buněk do cév (Vorlíček et al., 

2012). Prognóza je také příznivá, pokud se melanom vyskytuje na povrchu, pokud však 

proniká vertikálně do hlubších vrstev, prognóza se rapidně zhoršuje. Proto je velice důležitá 

včasná diagnostika melanomu. Z klasifikace a prognózy vyplývá, že za časnou diagnostiku 

je považován melanom s hodnotou Breslowa do 1 mm (Arenbergerová a Arenberger, 2005; 

Kodet a Krajsová, 2017). 

Tab. II:2 Klasifikace podle Breslowa (Šlampa et al., 2007). 

Stupeň postižení dle Breslowa Hloubka invaze melanomu 

Tis Melanom in situ 

pT1 Tloušťka nádoru méně než 0,75 mm 

pT2 Tloušťka nádoru 0,75 – 1,5 mm 

pT3 Tloušťka nádoru 1,5 – 4 mm 

pT4 Tloušťka nádoru více než 4 mm 

Melanom může metastazovat do lymfatických uzlin a také hematogenně v podstatě 

kamkoliv, nejčastěji do kůže, podkoží, plic, jater, CNS, kostní dřeně, ale také do vcelku 

raritních míst jako je srdce, slezina či štítná žláza. Přičemž kožní metastázy jsou známkou 

minimálně třetího stádia nádoru. Prognóza maligního melanomu je vždy závažná a při 

vzdálených metastázích se medián přežití pohybuje okolo 7 měsíců (Ditrichová a Tichý, 

2006; Ryška et al., 2017). 

Důležitá je i tzv. dispenzarizace neboli aktivní sledování osob s odstraněným 

melanomem kvůli vzniku metastáz, které se mohou objevit i 10 let po jeho odstranění. 

Pravidelně jsou tedy prováděna klinická vyšetření kůže a lymfatických uzlin a další 

zobrazovací vyšetření jako RTG plic, sonografie břicha a lymfatických uzlin, biochemické 

vyšetření krve nebo magnetická rezonance (MRI) a CT (Arenbergerová a Arenberger, 2005). 
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 2.6 Pediatrický melanom 

Pediatrický melanom je definován jako melanom vyskytující se u dětí od narození do 21 let 

věku. Maligní melanom u dětí a dospívajících patří mezi vzácná maligní onemocnění, ale je 

u dětí nejčastějším typem kožního zhoubného nádoru. Dle věku, ve kterém se melanom 

vyskytne, se rozděluje do 4 skupin: 

- kongenitální melanom – je diagnostikován prenatálně a při narození 

a vzniká transplacentárním přenosem; 

- neonatální (infantilní) – je diagnostikován od narození do 1 roku věku; 

- dětský – je diagnostikován od 1 roku do 13 let; 

- adolescentní – je diagnostikován od 13 do 21 let (Mills a Mesina, 2009). 

Dle dat National Cancer Database je pediatrický melanom častější u dívek (55 %), 

u nichž se vyskytuje především na horních a dolních končetinách a trupu, u chlapců se 

vyskytuje výrazně více ve věkové skupině od 1 do 4 let s výskytem na hlavě a krku (Lange 

et al., 2007; Bajčiová, 2016b). 

V České republice bylo v roce 2017 u pacientů do 24 let diagnostikováno 31 případů 

maligního melanomu. Ze všech případů melanomu v tomto roce tak mladí pacienti tvoří 

1,2 % (ÚZIS ČR, 2019. [online]). Maligní melanom patří mezi nádory s nejrychleji 

stoupající incidencí a přesunem do mladších věkových kategorií. U mladistvých do 24 let je 

meziroční nárůst incidence až 20 % ročně, nejvíce ve skupině od 15 do 24 let (Bajčiová, 

2016b). 

Příčina vzniku maligního melanomu u dětí není přesně známá a zřejmě se jedná 

o multifaktoriální proces podobně jako u dospělých i s mutacemi genů CDKN2A, BRAF, 

PTEN, ale liší se frekvence těchto mutací. Studie Whiteman et al. (1997) zkoumala 

melanomy u pacientů mladších 15 let a frekvence mutací CDKN2A byla velmi nízká, pouze 

u 1 z 31 případů, přičemž tento pacient měl silnou rodinnou anamnézu melanomu. Podobnou 

studii publikovali Youl et al. (2002), kde mutace CDKN2A byla nalezena pouze u 2 ze 147 

pacientů ve věku 15-19 let. Proto není zcela jasné, zda má pediatrický melanom stejný či 

jiný mechanismus vzniku (Lu et al., 2015; Bajčiová, 2016b). Diagnóza u těchto pacientů je 

problematická hlavně kvůli vzácnému výskytu tohoto onemocnění v nízkém věku. Ve 

srovnání s dospělými však mají melanomy u pacientů mladších 20 let obvykle větší rozměry 

a tloušťku (Mills a Mesina, 2009). 
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 3 Genetika maligního melanomu 

Mnoho studií provedených v průběhu několika desetiletí na benigních a maligních 

melanocytických lézích a na melanomových buněčných liniích poukázalo na četné geny 

účastnící se vývoje a progrese melanomu. Maligní melanom má ze všech nádorů nejširší 

spektrum mutací signálních drah. Maligní transformace není důsledkem mutace jednoho 

genu, a tak mutací popsaných u maligního melanomu je velké množství, z nichž 

nejdůležitější jsou germinální mutace genů CDNK2A, CDK4, MC1R, RB1 a TP53, somatické 

mutace protoonkogenů BRAF, NRAS, KIT a tumorsupresorických genů CCDN1 a PTEN 

(Chudnovsky et al., 2005; Bajčiová, 2016a). 

Melanom, podobně jako jiné malignity, vzniká v důsledku akumulace mutací 

v genech kritických pro buněčnou proliferaci, diferenciaci a buněčnou smrt (Hanahan 

a Weinberg, 2011; Bajčiová, 2016a). Přibližně 5-10 % všech melanomů je dědičného 

charakteru a přítomnost melanomu v rodině přináší vyšší riziko vzniku melanomu. 

Familiární maligní melanom je onemocnění s autozomálně dominantní dědičností, ale otázka 

genetické predispozice k malignímu melanomu je velice komplikovaná. V současnosti je 

pospáno několik genů, jejichž mutace může způsobit dědičnou predispozici ke vzniku 

maligního melanomu. Nejčastěji zmiňovanými mutacemi jsou mutace v genech CDKN2A 

a CDK4 (Hayward, 2003; Gandini et al., 2005b; Macháčková et al., 2008). Familiární 

melanom je charakteristický výskytem u pacientů mladších 40 let, kdy ve studii 

Goldstein et al. (1994) byl průměrný věk diagnózy 33 let a u 9 % pacientů došlo k rozvoji 

melanomu před 20. rokem života ve srovnání se 2 % u běžné populace. 

V následujících kapitolách budou popsány jednotlivé geny predisponující 

k melanomu. 

 3.1 CDKN2A 

Na základě shromažďování informací o rodinách jedinců s melanomem byl jako kandidátní 

lokus, který hraje rozhodující roli v predispozici k familiárnímu melanomu, zvolen lokus 

9p21, tedy gen CDKN2A (Cannon-Albright et al., 1992). CDKN2A neboli cyklin-dependent 

kinase inhibitor 2A, se nachází na 9. chromozomu v oblasti 9p21.3. Gen CDKN2A patří mezi 

nejčastější místa genetické změny u lidské rakoviny. Delece tohoto lokusu byla pozorována 

u glioblastomu, melanomu, pankreatického adenokarcinomu, nemalobuněčného karcinomu 

plic, karcinomu močového měchýře a orofaryngeálního karcinomu a u celé řady dalších 

malignit (Ruas a Peters, 1998; Zhao et al., 2016; Biomarkers: CDKN2A. [online]). 
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Gen CDKN2A kóduje informace pro tvorbu několika proteinů (viz Obr. 4) přes různé 

čtecí rámce. Nejvíce studované jsou proteiny p16
INK4A

 a p14
ARF

, které oba fungují jako 

tumor supresory, což znamená, že udržují buňky tak, aby nerostly a nedělily se 

nekontrolovaně. Oba proteiny se také podílejí na zastavení buněčného dělení ve starších 

buňkách. Tyto dva proteiny sdílejí druhý exon, ale mají odlišné promotory a první exon (1α 

pro p16
INK4A

 a 1β pro p14
ARF

). Je také důležité, že první exony se spojují do různých čtecích 

rámců v exonu 2 a proto jsou proteiny translatovány v alternativních čtecích rámcích 

a nemají homologii aminokyselin (Sharpless et al., 2003; CDNK2A gene. [online]). 

 

Obr. 4: Izoformy genu CDKN2A (převzato a upraveno dle CDKN2A [online]). 

3.1.1 Mutace genu CDKN2A s nefamiliárním výskytem 

Gen CDKN2A je zodpovědný za asi 25-50 % hereditárních melanomů a 0,2-2 % 

sporadických melanomů. Kromě rizika melanomů mohou mít přenašeči také zhruba 11-17 % 

riziko vzniku nádorů pankreatu (Hussussian et al., 1994; Begg et al., 2005; Hocker et al., 

2008; Foretová et al., 2009; Vasen et al., 2000).  

Většina zárodečných mutací se vyskytuje v exonech lα a 2, což naznačuje, že 

p16
INK4A

 je funkčně dominantní složkou CDKN2A. Byly také popsány i vzácnější hluboké 

intronové mutace, i když se celosvětově jedná jen o velmi málo případů (Harland et al., 

2001, Harland et al., 2005a; Tsao et al., 2012). Tyto mutace by se však mohly stát středem 

zájmu u pacientů, u nichž nelze jednoznačně prokázat jinou mutaci v kódujících oblastech 

genů predisponujících k melanomu. 
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Výskyt zárodečných mutací v genu CDKN2A je v populaci velmi nízký. V první 

populační studii zaměřené na melanomy v Queenslandu v Austrálii bylo pouze 0,2 % všech 

melanomů způsobeno mutacemi tohoto genu (Aitken et al., 1999). V dalších studiích 

melanomů v Severní Americe, Itálii a Austrálii byla prevalence mutace okolo 2 % 

(Begg et al., 2005) a ve studii z roku 2011 v řecké populaci bylo 5 % melanomů způsobeno 

mutacemi genu CDKN2A (Nikolaou et al., 2011). Poslední populační studie je z roku 2015 

z Queenslandu, kde mělo spojitost s mutací v genu CDKN2A 1,31 % melanomů 

(Aoude et al., 2015). 

3.1.2 Mutace genu CDKN2A a její familiární výskyt 

Frekvence mutací genu CDKN2A je výrazně vyšší u pacientů s rodinnou historií melanomu 

než u pacientů bez ní, což prokazuje např. studie Puig et al. (2005), kdy mutace byla 

přítomna u 35,5 % pacientů s melanomem v rodině a u 8,2 % pacientů bez rodinné 

anamnézy. Navíc u pacientů s rodinnou anamnézou a mutací p16-Leiden (c.225_243del, 

rs730881674), což je nejčastější mutace u familiárního melanomu v Nizozemsku, došlo 

k rozvoji melanomu o 15,3 roku dříve než u kontrolních pacientů bez rodinné anamnézy 

(van der Rhee et al., 2011). 

Ve skupině pacientů s více primárními melanomy, a tedy vyšší pravděpodobností 

zvýšené frekvence mutací genu CDKN2A, byla tato frekvence relativně nízká v rozmezí od 

9 do 15 %, kdy ale opět mnoho pacientů mělo pozitivní rodinnou anamnézu (MacKie et al., 

1998; Monzon et al., 1998; Hashemi et al., 2000; Auroy et al., 2001; Pastorino et al., 2008). 

Ve studii Bishop et al. (2002) provedené na území Evropy (Francie, Itálie, 

Nizozemsko, Anglie a Švédsko), USA a Austrálie mělo z 320 melanomových pacientů 

z rodin postižených melanomem 291 (91 %) přítomno mutaci v genu CDKN2A. Bylo také 

testováno 713 nepostižených členů rodin, z nichž 194 (27 %) bylo nositelem mutace. 

Celková penetrace byla vypočtena na 0,3 ve věku 50 let a 0,67 ve věku 80 let. Statisticky 

významný byl také vliv prostředí, ve kterém pacienti žijí. Ve věku 50 let byla penetrace 

vypočtena na 0,13 v Evropě, 0,5 v USA a 0,32 v Austrálii, ve věku 80 let pak 0,58 v Evropě, 

0,76 v USA a 0,91 v Austrálii. Tato studie tedy naznačuje, že penetrace se liší dle incidence 

melanomu, a tedy stejné faktory, které ovlivňují incidenci melanomu, mohou ovlivňovat 

penetraci CDKN2A. 

Největší celosvětová studie, která byla dosud publikována na toto téma je studie 

Goldstein et al. (2006), která zahrnovala celkem 466 rodin (2137 jedinců) s nejméně 
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3 případy melanomu v rodině. Mutace genu CDKN2A byla detekována ve 190 rodinách 

(41 %), z toho 178 případů se týkalo izoformy p16
INK4A

. Celkem bylo v této studii 

detekováno 66 různých mutací, které byly ve 40 % detekovány v exonu 1α a v 53 % v exonu 

2, přičemž nejčastější z nich jsou uvedeny v tabulce III i s jejich nejčastějším geografickým 

výskytem.  

Tab. III3: Nejčastější mutace genu CDKN2A (Goldstein et al., 2006). 

Exon Mutace Počet rodin s mutací Nejvyšší výskyt 

5´UTR c.-34G>T 11 Severní Amerika (8) 

Exon 1α c.32_33ins9-32 6 UK, Austrálie, Severní Amerika (2) 

Exon 1α c.71G>C 9 UK, Austrálie (3) 

Exon 1α c.95T>C 6 UK, Austrálie (3) 

Exon 2 c.159G>A 19 UK (10) 

Exon 2 c.225_243del19 21 Holandsko (18) 

Exon 2 c.301G>T 16 Španělsko + Itálie (9) 

Exon 2 c.331_332insGTC 11 Švédsko (11) 

Exon 2 c.377 T>A 7 Severní Amerika (6) 

Intron 2 c.IVS2-105A>G 11 UK (7), Austrálie (3) 

Do celosvětové studie Goldstein et al. (2007) bylo zahrnuto 358 rodin se 1720 

pacienty postižených melanomem. Mutace byla přítomna u 39 % (150) rodin a frekvence 

mutací se pohybovala od 20 % v Austrálii tedy v regionu s nejvyšší mírou výskytu 

melanomu, 45 % v Severní Americe až do 57 % v Evropě tedy v regionu s nejnižší mírou 

výskytu, což může být způsobeno rozdílnými příčinami vzniku melanomu než jen mutacemi 

genu CDKN2A. 

3.1.3 p16
INK4A

 

Nejdůležitější izoformou genu CDKN2A je izoforma p16
INK4A

, která se účastní dráhy 

p16
INK4A

/CDK4,6/pRb. Inaktivace této dráhy se ukázala jako klíčová pro vznik melanomu. 

Tato dráha pomáhá řídit G1 fázi buněčného cyklu a nejčastěji je inhibována mutacemi 

v genu CDKN2A a jeho izoformě p16
INK4A

 (Chudnovsky et al., 2005). Celá tato dráha 

zahrnuje mutace, které predisponují jedince k melanomu, a proto je důležité brát v potaz 

celou tuto signální dráhu v souvislosti s potlačením melanomu u člověka (Chin et al., 2006). 

Izoforma p16
INK4A

 se váže na komplex CDK4/6, který normálně stimuluje buňku 

k pokračování buněčného cyklu a dělení. Nicméně navázáním p16
INK4A

 na tento komplex 



18 

nemůže buňka pokračovat do S fáze a dělit se, protože se udržuje pRb v aktivním 

hypofosforylovaném stavu. Pokud však dojde k mutaci a p16
INK4A

 chybí, komplex naváže 

cyklin D. Tím dojde k fosforylaci pRb, který uvolní transkripční faktor E2F, který umožní 

přechod buňky z G1 do S fáze (viz Obr. 5). Rb (retinoblastoma) má za úkol udržovat buňku 

v interfázi. Buňky produkují p16
INK4A

, pokud už nejsou schopny se dále dělit (Koh et al., 

1995; Chudnovsky et al., 2005; CDNK2A gene. [online]). 

 

Obr. 5: Mechanismus působení p16INK4A a p14ARF v buněčné proliferaci (Chudnovsky et al., 2005). 

3.1.3.1 Mutace p16INK4A 

Mutace specificky inaktivující p16
INK4A

 se týkají především exonu 1α, ale byly také 

objeveny polymorfismy v 5´a 3´UTR, které mění translaci či regulují stabilitu p16
INK4A

, 

stejně jako mutace promotorové a sestřihové (Hussussian et al., 1994; Fitzgerald et al., 1996; 

Liu et al., 1999; Kumar et al., 2001; Sharpless, 2004). 

Ve studii Monzon et al. (1998) zabývající se pacienty s vícečetnými sporadickými 

melanomy bez rodinné historie melanomu v severní Americe se ukázala přítomnost mutace 

CDKN2A u 15 % pacientů. Jednalo se o inzerce, missense mutace a delece, přičemž 4 z 5 

mutací způsobovali dysfunkční protein, který vykazoval zhoršenou vazbu na CDK4. 

U dalších členů rodiny ve třech rodinách byly nalezeny identické mutace vyskytující se 

u vyšetřovaných pacientů tedy probandů. Navíc se první nádor u pacientů s mnohočetnými 

primárními melanomy vyvíjí v mladším věku než u pacientů se solitárním melanomem. 

Frekvence zárodečných mutací CDKN2A v této studii (15 %) je podobná jako frekvence 
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pozorovaná v rodinách postižených melanomem v jižním Ontariu (28 %). Z toho vyplývá, že 

pacient s vícečetnými melanomy má přibližně stejnou pravděpodobnost výskytu mutace 

CDKN2A jako při jeho familiární dědičnosti. U pacientů s mnohočetnými melanomy bez 

rodinné anamnézy melanomu je fenotypová exprese mutací CDKN2A pravděpodobně 

ovlivněna dalšími vrozenými či environmentálními faktory. 

Studie Soufir et al. (2004) vyšetřila 23 rodin s melanomem. Byly detekovány 

4 pravděpodobně patogenní mutace ve třech rodinách a u jednoho pacienta, který měl navíc 

karcinom pankreatu. Jednalo se o inzerci 24bp lokalizovanou v nukleotidu 23 exonu 1α 

(c.9_32dup24, rs 587780668), která pravděpodobně vznikne nesprávným crossing-overem 

mezi dvěma 24bp opakováními, které se přirozeně vyskytují ve wild type sekvenci. Vložení 

8 aminokyselin neovlivňuje vazebnou aktivitu p16
INK4A

 na CDK4, ale funkční význam této 

inzerce je nejistý (Monzon et al., 1998). Druhou mutací byla substituce C>G (c.209C>G, 

rs 786202575) v exonu 2, která způsobuje posun čtecího rámce isoformy p16
INK4A

 

(Pro70Arg), ale je neutrální pro p14
ARF

 (Ala184Ala). V případě p16
INK4A

 by mohlo 

nahrazením prolinu argininem dojít k narušení prostorového uspořádání dvou sousedních 

helixů. Třetí mutace byla substituce A>C (c.229A>C, rs 1563889628) umístěná také v exonu 

2, která mění jak čtecí rámec p16
INK4A

 (Thr77Pro), tak p14
ARF

 (His91Pro). Genotyp 

CDKN2A p16 Thr77 je lokalizován v těsném kontaktu s CDK6 zapojenou do vazby 

s p16
INK4A

, proto tato mutace (CDKN2A p16 Thr77Pro) mění terciární strukturu p16
INK4A

 

v důsledku chybné interakce s proteinem CDK4. Změna u p14
ARF

 je lokalizována 

v nukleární doméně proteinu, a proto je potenciálně škodlivá i pro její funkci. Čtvrtá mutace 

pak byla detekována u pacienta, který měl kromě kožního melanomu také karcinom 

pankreatu a je charakterizována substitucí C>T (c.170C>T, rs 372266620) v nukleotidu 70, 

která mění čtecí rámec p16
INK4A

 (Ala57Val), ale je neutrální pro p14
ARF

 (Arg71Arg). 

V případě p16
INK4A

 může dojít ke změně prostorového uspořádání. Kromě toho byla tato 

mutace ve studii Soufir et al. (1998) popsána jako zárodečná v případě familiárního 

melanomu. 

3.1.4 p14
ARF

 

Stejně jako p16
INK4A

, tak i p14
ARF

 je tumor-supresorový protein., který se ale účastní dráhy 

p14
ARF

/HDM2/p53 jejíž inaktivace je stejně jako u dráhy zahrnující p16
INK4A

 klíčová pro 

vývoj melanomu. Tato dráha pomáhá řídit G1 fázi buněčného cyklu a nejčastěji je 



20 

inhibována mutacemi v genu CDKN2A a jeho izoformě p14
ARF

 (Zhang a Xiong, 1999; 

Chudnovsky et al., 2005). 

Tato izoforma pomáhá zdržovat buňky v G1 a G2 fázi pomocí interakce s proteiny 

HDM2 a p53. Za normálních okolností se p14
ARF

 naváže na protein HDM2 a tím podpoří 

jeho degradaci, což vede k stabilizaci p53. Pokud je ale p14
ARF

 mutován, není schopen této 

vazby a volný HDM2 označí protein p53 a přednostně ho destruuje. Protein p53 je důležitý 

tumor supresorový gen, který je nezbytný pro regulaci buněčného cyklu tím, že odhaluje 

poškozenou DNA. Destrukce toho proteinu pak vede k proliferaci poškozených buněk, a ne 

k jejich apoptóze (viz Obr. 6). Jak p53, tak p14
ARF

 se vyskytují především v buňkách, které 

už nejsou schopny se dále dělit (Pomerantz et al., 1998; Chudnovsky et al., 2005). 

Mutace poškozující dráhy proteinu p53 vedoucí k její inaktivaci je přítomna 

prakticky u všech nádorových buněk. U většiny solidních nádorů se jedná přímo o mutaci 

genu TP53, melanom je však výjimkou. Četné průzkumy prokázaly, že výskyt mutací TP53 

v případě melanomu je výrazně méně častý. Např. studie Hocker a Tsao (2007) prokázala 

mutaci genu TP53 pouze u 13 % melanomů. Navíc k amplifikaci HMD2 dochází pouze  

u 3-5 % lidských melanomů, z čehož vyplývá, že mutace vedoucí k melanomu se musí 

vyskytovat jinde v této dráze, a to především v genu CDKN2A (Muthusamy et al., 2006; 

Hocker a Tsao, 2007; Hocker et al., 2008). 

 

Obr. 6: Mechanismus působení p16INK4A a p14ARF v buněčné proliferaci (Chudnovsky et al., 2005). 
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3.1.4.1 Mutace p14ARF 

Mutace, které ovlivňují výlučně exon 1β a tedy izoformu p14
ARF

, jsou vzácné, což vedlo 

k domněnce, že p16
INK4A

 hraje v predispozici k melanomu rozhodující roli. Ve studii 

Harland et al. (2005b) bylo prokázáno 5 zárodečných mutací u rodin s melanomem v exonu 

1β na donorovém sestřihovém místě, které neměli žádnou jinou mutaci p16
INK4A

 či genu 

CDK4. Předpokládá se, že tyto mutace vedou k aberantnímu proteinu, což potvrzuje jejich 

roli v predispozici k melanomu, i když jejich přesná role doposud nebyla prokázána. Na 

druhé straně v případě mutací ve sdíleném exonu 2 se zdá, že cílí především na transkript 

p16
INK4A

 než na p14
ARF

. Dříve se předpokládalo, že změny v tomto exonu vedou k inaktivaci 

obou transkriptů. Studie Yang et al. (2005) však zjistila, že změny jsou závažnější pro 

p16
INK4A

 než pro p14
ARF

. Exon 2 je však v případě p14
ARF

 nutný ke správné funkci dráhy 

p14
ARF

/HDM2/p53 a pro plnou aktivitu p14
ARF

 důležitou pro stabilizaci p53 a proto mutace, 

které ovlivňují jak p16
INK4A

, tak p14
ARF

 mohou být pro p14
ARF

 taktéž velmi závažné (Zhang 

a Xiong, 1999). Transkript je p14
ARF

 silným tumor-supresorem in vivo např. u myší. 

Pozorování u lidí pak potvrdilo významné role v potlačení melanomu in vivo pro oba 

produkty, jak p16
INK4A

, tak i p14
ARF

 (Hewitt et al., 2002). 

Studie Randerson-Moor et al. (2001) zjistila deleci p14
ARF

 u dvou rodin 

s melanomem a řadou nádorů nervového systému. Z této studie vyplývá, že mutace p14
ARF

 

predisponují jedince nejen k melanomu, ale také k nádorům nervového systému. Zda je 

v těchto rodinách přítomna i mutace p16
INK4A

 není z této studie jasné, a proto nelze zcela 

říci, že tyto nádory jsou způsobeny pouze delecí p14
ARF

. To potvrzuje i studie 

Petronzelli et al. (2001), která zkoumala mutace u rodiny s 9 případy melanomů, u čtyř 

z nich se také vyvinuly neurofibromy. Tato rodina nese zárodečnou mutaci v exonu 2, která 

ovlivňuje jak p16
INK4A

, tak p14
ARF

 a oba transkripty jsou tedy defektní. 
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V mnoha dalších studiích bylo objeveno velké množství dalších mutací, jak 

benigních, tak patogenních, z nichž nejčastější včetně jejich vlivu na transkripty p16
INK4A

 

i p14
ARF

 jsou uvedeny v tabulce IV. 

Tab. IV4: Nejčastější mutace v genu CDKN2A včetně jejich účinku (Borg et al., 2000; 

Yakobson et al., 2000; Hewitt et al., 2002; Goldstein, 2004; Begg et al., 2005; Goldstein et 

al., 2006; Orlow et al., 2007; Ghiorzo et al., 2012). 

Mutace Exon 
Změna u 

p16
INK4A

 

Změna u 

p14
ARF

 
Účinek mutace 

c.-34 G>T 5´UTR Novel AUG Beze změny Snižuje transkripci p16
INK4A

 

c.71 G>C 1α R24P Beze změny Snížená nebo nulová vazba na CDK4/6 

c.79 G>T 1α E27X Beze změny Předčasný stop kodon 

c.95 T>C 1α L32P Beze změny Neschopnost vazby na CDK4/6 

c.132 C>A 1α Y44stop Beze změny Částečná nebo úplná neschopnost 

zastavení růstu 

c.131_132insA 1α Y44stop Beze změny Částečná nebo úplná neschopnost 

zastavení růstu 

c.334 G>C 1β Beze změny G122R Zřejmě ovlivňuje sestřih ARF 

c.159 G>A 2 M53I D109N Snížená nebo nulová vazba na CDK4/6 

Částečná nebo úplná neschopnost 

zastavení růstu 

c.301 G>T 2 G101W R156L Snížená nebo nulová vazba na CDK4/6 

Částečná nebo úplná neschopnost 

zastavení růstu  

Inhibice fosforylace Rb 

Nestabilita proteinu 

c.331_332insGTC 2 p.R112_L113insR Beze změny Neschopnost vazby na CD4/6 

c.377 T>A 2 V126D Beze změny Snížená nebo nulová vazba na CDK4/6 

c.212 A>G 2 N71S Beze změny Snížená nebo nulová vazba na CDK4/6 

Částečná nebo úplná neschopnost 

zastavení růstu  

c.247 C>T 2 H83Y A138V Snížená nebo nulová vazba na CDK4/6 

Částečná nebo úplná neschopnost 

zastavení růstu  

Inhibice fosforylace Rb 

Nestabilita proteinu 

c.365 G>T  2 G122V Beze změny Nestabilita proteinu 

c.IVS2-105 A>G Intron 2   Ovlivňuje sestřih 
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3.1.5 Další izoformy genu CDKN2A 

Mezi další z hlediska své funkce zřejmě méně významné, a proto méně prostudované 

izoformy genu CDKN2A se řadí izoformy p12, p16
γ
, p19 a smARF. Kódující oblast 

izoformy p12 se částečně shoduje s p16
INK4A

, kdy mají společný promotor a exon 1α, p12 má 

však navíc alternativní donorovou oblast intronu 2 s terminačním kodónem a má tedy jiný 

C-konec než p16
INK4A

, a proto neinteraguje s CDK4. Protein p12 je exprimován především 

v pankreatu a v nádorových buňkách potlačuje jejich růst. Přesná funkce p12 však dosud 

není zcela známá, ale dle recentních výzkumů p12 představuje potenciální tumor-supresor, 

jehož inaktivace je významně asociována s výskytem karcinomu pankreatu (Poi et al., 2013). 

Izoforma p16
γ
 má identický exon 1α a 2 s p16

INK4A
 a odlišný exon 2γ. S p16

INK4A 
se 

shoduje i v terciární struktuře a také reguluje buněčný cyklus inhibicí CDK4 (Lin et al., 

2007). 

Izoformy p19 a smARF jsou exprimované u myší a jsou homology k p14
ARF

. 

Izoforma p19 je delší než p14
ARF

, ale má stejnou funkci, a to inhibici proliferaci interakcí 

s MDM2 (homolog HDM2 u myší) (Ouelle et al., 1995). Izoforma smARF je kratší než 

p14
ARF

 a její funkcí je indukce apoptózy (Reef et al., 2007). 

 3.2 CDK4 

Gen CDK4 (cyklin-dependent kinase 4) se nachází na chromozomu 12 v oblasti 

12q14.1. Tento gen kóduje protein, který je členem Ser/Thr protein kinázové rodiny. Je to 

katalytická podjednotka protein kinázového komplexu, který je nezbytný pro progresi G1 

fáze buněčného cyklu. Bylo prokázáno, že je také zodpovědný za fosforylaci genového 

produktu retinoblastoma (Rb) (CDK4 gene. [online]). CDK4 se účastní stejné dráhy jako 

p16
INK4A

. Proto pokud dojde k mutaci v genu CDK4, nedojde k navázání p16
INK4A

 na 

komplex CDK4/6 a dojde k inaktivaci pRb a přechodu buňky do S fáze (Chudnovsky et al., 

2005; Hocker et al., 2008). Tím, že se CDK4 a CDKN2A účastní stejné regulační dráhy, 

klinické charakteristiky melanomů jako je průměrný věk či průměrný počet melanomů se 

u pacientů s těmito mutacemi neliší (Goldstein et al., 2000). 

Klíčové mutace genu CDK4 byly prozatím potvrzeny pouze v několika rodinách. 

Jedinými objevenými mutacemi jsou mutace R24C (c.70C>T, CGT→TGT) nebo R24H 

(c.71G>A, CGT→CAT), které se vyskytují jak u sporadického, tak familiárního melanomu 

(Zuo et al., 1996; Soufir et al., 1998; Tsao et al., 1998; Chudnovsky et al., 2005; 

Karagianni et al., 2018). K těmto mutacím, které jsou vzácnou příčinou melanomu, dochází 
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v konzervovaném zbytku argininu v pozici 24, který je rozhodující pro vazbu p16
INK4A

 na 

CDK4. Substituce této aminokyseliny vede ke zrušení interakce s p16
INK4A

 a ke zrušení 

schopnosti inaktivovat kinázu. To má za následek zvýšení fosforylace pRb navázaného na 

transkripční faktor E2F a zvýšené uvolňování tohoto faktoru, který následně podporuje 

přechod buňky do S fáze (Hayward, 2003; Tsao et al., 2012). Pacienti, kteří nesli tyto 

zárodečné mutace, nemají přítomnou mutaci p16
INK4A

, což zároveň naznačuje, že inaktivace 

p16
INK4A

 a aktivace CDK4 se vzájemně vylučují (Chin et al., 2006). Stejná mutace (CDK4 

R24H) byla prokázána také u pacienta s rodinnou anamnézou melanomu v Lotyšsku. 

Zajímavé je, že pro lotyšskou populaci jsou mutace genu CDKN2A vzácnější než mutace 

genu CDK4 (Pjanova et al., 2007; Veinalde et al., 2013). 

CG dinukleotid je potenciálním methylačním místem a jako takový je náchylný 

k mutacím, protože metylovaný cytosin může spontánně deaminovat za vzniku thyminu. 

Pokud dojde k metylaci v CDK4 v kodonu 24 (CGT), tak tímto mechanismem lze vysvětlit 

jak mutaci TGT, tak CAT. Kodon 24 tedy může sloužit jako mutační hotspot. Z toho také 

vyplývá, že negativní selekce může být důležitá k zabránění dalším mutacím tohoto genu 

postihující jeho funkci (Molven et al., 2005). 

Studie Muthusamy et al. (2006) prokázala v melanomových buňkách nadměrnou 

expresi genů CDK4 a HDM2 bez ovlivnění exprese p16
INK4A

 a p14
ARF

, což jsou geny, které 

jsou v melanomech běžně mutovány. Toto zjištění naznačuje, že amplifikace CDK4 a HDM2 

může nahradit ztrátu funkce p16
INK4A

 či p14
ARF

. 

 3.3 MC1R 

Gen MC1R neboli melanocortin 1 receptor se nachází na chromozomu 16 v pozici 16q24.3. 

Lidský gen MC1R kóduje 317aminokyselinový receptor spřažený s G-proteiny (Rees, 2004). 

MC1R je exprimován v melanocytech, ale také např. v keratinocytech, zánětlivých buňkách 

či dermálních buňkách (Böhm et al., 2002; Luger et al., 2003). Je umístěn na povrchu 

melanocytů a hraje důležitou roli v normální pigmentaci, kdy kontroluje, jaký typ melaninu 

je produkován. Pokud je aktivován, stimuluje tvorbu eumelaninu, pokud není aktivován 

nebo je blokován je stimulována tvorba pheomelaninu, který nechrání pokožku před UV 

zářením. Obvyklé polymorfismy tohoto genu jsou spojeny s normálními rozdíly v barvě 

kůže a vlasů. Některé polymorfismy jsou častější u lidí se světlou pokožkou a vlasy a tyto 

polymorfismy snižují schopnost MRC1R stimulovat produkci eumelaninu, tudíž dochází 
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k tvorbě především pheomelaninu a tedy ke zvýšenému riziku vzniku melanomu 

(Valverde et al., 1995; MC1R gene. [online]). 

Studie naznačují, že jiné změny v tomto genu mohou také zvyšovat riziko vzniku 

melanomu bez poškození kůže UV zářením. V těchto případech se může melanom 

vyskytnout i u lidí s tmavší pletí. To je často spojeno s mutacemi v dalších genech, jako jsou 

geny BRAF a CDKN2A (MC1R gene. [online]). Studie Fargnoli et al. (2008) na italské 

populaci pak potvrdila hypotézu Landi et al. (2006), která spojovala různé polymorfismy 

genu MC1R s BRAF-mutantními melanomy, přičemž u melanomů bez BRAF mutace tato 

spojitost prokázána nebyla. 

MC1R gen byl zkoumán v rodinách s mutacemi genu CDKN2A. Bylo zjištěno, že 

u jedinců, kteří nesli nějaký polymorfismus v genu MC1R a mutaci CDKN2A došlo k rozvoji 

melanomu v dřívějším věku než pouze u jedinců s mutací CDKN2A (Box et al., 2001; van 

der Velden et al., 2001). Studie Debniak et al. (2006) poukázala na asociaci mutací MC1R 

s melanomovým rizikem a toto riziko se zvyšuje aditivně, pokud pacienti mají také 

přítomnou mutaci A148T genu CDKN2A. Tato mutace spolu s mutací R151C genu MC1R 

vede až ke čtyřnásobnému zvýšení rizika vzniku maligního melanomu. 

 3.4 BRAF 

BRAF je serin/treoninová protein kináza aktivovaná fosforylovanou formou RAS proteinu 

působící v RAS/RAF/MAPK signální dráze a nachází se na chromozomu 7 v pozici 7q34. 

Gen BRAF je protookogen, který je zodpovědný za regulaci mitogenem aktivované 

proteinové kinázy (MAPK), která hraje hlavní roli v progresi melanomů regulací buněčné 

proliferace, diferenciace a smrti (Bhatia et al., 2015). 

Nejčastěji se vyskytující mutací BRAF je V600E v exonu 15, která vede k aktivaci 

MAPK dráhy a rozvoji rakoviny (Bhatia et al., 2015). Tato mutace představuje 90 % všech 

BRAF mutací v melanomu (Goydos et al., 2005). Vzácnější je pak záměna V600K a V600R, 

kdy V600K se vyskytuje často u starších pacientů a u pacientů s chronickým poškozením 

UV zářením (Menzies et al., 2012). Somatické onkogenní mutace genu BRAF jsou nejčastěji 

mutovanými onkogeny u kožních melanomů vyskytující se u 40-60 % pacientů 

s melanomem, a to především u melanomů, které vznikají u jedinců, jejichž kůže nebyla 

tolik poškozena UV zářením a často se vyskytují ve spojení s mutací genu MC1R 

(Fargnoli et al., 2008; Lee et al., 2010). Mutace BRAF byla nalezena také u jiných 

nádorových onemocnění jako je např. zhoubný nádor plic, sarkom, karcinom vaječníku, 
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zhoubný nádor prsu či jater, ale vždy už u menšího množství případů než v případě 

melanomu (Davies et al., 2002). 

Studie Bezić et al. (2019) zkoumala klinickopatologické rysy u BRAF
V600E

 

mutovaných melanomů, kdy tyto melanomy byly spojeny s mladším věkem, s ženským 

pohlavím a častěji se nacházely na končetinách. 

Prognostický význam mutací BRAF u maligního melanomu zůstává kontroverzní. 

Existují studie, které prokázaly špatné přežití u pacientů s mutací BRAF (Ardekani et al., 

2012), zatímco jiné nezjistily žádnou souvislost (Edlunch-Rose et al., 2006). Studie Tas 

a Erturk (2020) zkoumala prognostický význam mutací genu BRAF
V600E

, kdy do studie bylo 

zahrnuto 151 pacientů s melanomem, u kterých byla tato mutace přítomna v 51 %, a to 

především u mladších pacientů a také u melanomů nacházejících se na horních končetinách, 

hrudi, hlavě a krku. Dolní končetiny pak byly postiženy u pacientů bez mutace V600E. 

Zjistili také, že pacienti s touto mutací měli lepší celkovou dobu přežití ve stádiích III a IV 

ve srovnání s pacienty bez mutace. Došli tedy k názoru, že mutace V600E by mohla 

u pacientů s melanomem znamenat snížené riziko relapsu a metastází, ale že její 

prognostický význam by měl být ještě zkoumán ve větších studiích. Diagnostika mutace 

BRAF
V600E

 však zůstává důležitá pro výběr pacientů, u kterých lze použít léčbu BRAF 

inhibitory, jako je vemurafenib a dabrafenib. Maldonado et al. (2003) došli ke stejnému 

závěru, že se mutace BRAF
V600E

 téměř nevyskytuje u melanomů nacházejících se na místech 

neexponovaných slunci, jako jsou dlaně či chodidla. Souhrnně lze tedy říci, že 

nerovnoměrná distribuce této mutace u různých melanomů naznačuje odlišné genetické 

dráhy, které vedou ke vzniku nádoru. 

Mutace BRAF
V600E

 byla ve studii Kozak et al. (2020) zjišťována v cirkulující 

nádorové DNA (cfDNA) izolované z plazmy pacientů s metastatickým melanomem 

léčených BRAF inhibitorem. Mutace v cfDNA byla nalezena u 77 % pacientů na začátku 

léčby a u 29 % po 4-8 týdnech léčby. Pacienti s mutací V600E zjištěnou na začátku léčby 

měli kratší dobu přežití bez progrese onemocnění než pacienti bez mutace V600E na začátku 

léčby. Nedetekovaná mutace V600E v cfDNA byla spojena s příznivou prognózou. Studie 

Calbet-Llopart et al. (2020) sledovala mutaci BRAF
V600E

 v cfDNA u pacientů s melanomem 

a bez melanomu. U pacientů ve stádiu IV byla tato mutace detekována u 71 % případů, ve 

stádiu III u 15 % pacientů a u pacientů bez melanomu u 1,4 %. Mutace však nebyla nalezena 

u vyléčených pacientů bez relapsu delšího než 3 roky. Z výsledků těchto studií vyplývá, že 

analýza mutace BRAF
V600E

 je významným biomarkerem pro sledování prognózy a odpovědi 

na léčbu u pacientů s metastatickým melanomem.  
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 4 Další potenciálně predisponující geny 

Kromě charakteristických změn signálních drah p16
INK4A

 a p14
ARF

 odhalilo genomické 

profilování lidského melanomu vysoce přeskupený melanomový genom, což svědčí 

o heterogenitě této choroby. Zkoumání této heterogenity a dalších potenciálních 

predisponujících genů může vést k pochopení patogeneze onemocnění a možné reakci na 

terapii. 

 4.1 NQO1 

Jedním z takových potenciálně predisponujících genů by mohl být i gen NQO1 neboli 

NAD(P)H:chinon oxidoreduktáza, který se nachází chromozomu 16 v pozici 16q22.1. Gen 

NQO1 zahrnuje 6 exonů, 5 intronů a kóduje 274 aminokyselin (Ross et al., 2000). Protein 

NQO1 vykazuje nejvyšší expresi v ledvinách, kosterních svalech a plicích, zatímco nejnižší 

exprese se objevuje v buňkách pankreatu (Jaiswal, 1994). NQO1 je hlavně cytosolový 

enzym a je přítomen téměř ve všech typech tkání, které poskytují ochranu proti různým 

stresům, včetně xenobiotik, oxidantů, UV světla a ionizujícího záření (Garate et al., 2010). 

Gen NQO1 kóduje protein, který využívá NADH nebo NADPH k bioaktivaci 

i detoxikaci potenciálně mutagenních a karcinogenních chinonů získaných oxidací 

fenolických metabolitů benzenu. Chinony se vyskytují ve všech organismech jako 

flavonoidy, tedy koenzymy přenášející elektrony a metabolické konečné produkty oxidace. 

Komerčně se chinony využívají při výrobě barviv, činění kůží a ve fotografii (Vasiliou et al., 

2006). 

NQO1 katalyzuje redukci chinonů na hydrochinony, které jsou méně toxické a lépe 

vylučitelné. Tím dojde ke snížení množství chinonů, které by mohly vstoupit do redoxního 

cyklu a vést k oxidačnímu stresu a neopláziím, protože chinony a jejich redukované formy-

hydrochinony, pokud nejsou eliminovány, představují mutageny, které interagují s DNA 

(Joseph a Jaiswal, 1998; Lin et al., 2001; Arif et al., 2003). Ne všechny hydrochinony jsou 

však redoxně stabilní a v některých případech mohou redoxně labilní hydrochinony reagovat 

s molekulárním kyslíkem za vzniku semichinonů a generovat ROS, které mohou ovlivnit 

proteiny, lipidy a funkce DNA. O chinony soutěží NOQ1 s NADPH-cytochromem P450, 

který přeměňuje chinony na hydrochinony za vzniku velmi reaktivního meziproduktu 

semichinonu a vedlejšího produktu superoxidanionradikálu, který vyvolává oxidační stres 

(Jaiswal et al., 1988; Joseph a Jaiswal, 1998; Ross et al., 2000). 
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Moran et al. (1999) použili ve své studii lidské promyeloblasty, aby zjistili schopnost 

metabolitu benzenu hydrochinonu indukovat aktivitu NQO1 a zjistili, že detoxikační 

systémy včetně NQO1 a glutathionu chrání organismus před toxicitou vyvolanou metabolity 

benzenu. Nemutovaný gen NQO1 tedy chrání buňky před mutační aktivitou chinonů, 

a především reaktivního meziproduktu semichinonu, ale i následně vznikajících reaktivních 

forem kyslíku. Nositelé variantního mutantního genotypu (C609T) nemají plně funkční 

NQO1, a proto mají při expozici těmto látkám zvýšené riziko vzniku nádorových 

onemocnění (NQO1 gene. [online]; Jaiswal et al., 1988). 

Indukce NQO1 je zprostředkována výhradně prostřednictvím Keap1/NRF2/ARE 

dráhy. Keap funguje jako senzor, který při vystavení externím (chemikálie) či interním 

(stresová reakce) signálům ztrácí schopnost označit NRF2 k degradaci. NRF2 je tedy 

stabilizován, váže se na ARE a iniciuje expresi cytoprotektivních genů včetně NQO1 

(Dinkova-Kostova et al., 2002; NRF2 gene. [online]). 

NQO1 byl dlouho považován za „dobrý“ protein, který chrání člověka před 

genotoxickým poškozením. Kromě toho bylo zjištěno, že NQO1 je vyžadován při stabilizaci 

tumor-supresorového p53, jehož degradace je obvykle regulována ubikvitinací. Bylo však 

zjištěno, že k jeho degradaci může dojít i v reakci nezávislé na ubikvitinu, které se účastní 

právě NQO1, který stabilizuje p53 a chrání ho před degradací. Jedinci se sníženou aktivitou 

NQO1 mají sníženou stabilitu p53, což může vést k rezistenci vůči lékům, jako jsou 

chemoterapeutika (Asher et al., 2005). Vysoká hladina exprese NQO1 byla korelována 

s četnými lidskými malignitami, což svědčí o její roli v progresi rakoviny a chemorezistenci. 

Rakovinné buňky díky NQO1 přežijí v relativně vysokém oxidačním stresovém stavu ve 

srovnání s normálními buňkami, a také jsou rakovinné buňky díky nadměrné expresi NQO1 

chráněné před toxickým působením chemoterapeutických látek, což vede k progresi 

rakoviny. Bylo zjištěno, že inhibitory enzymu NQO1 zlepšují účinky chemoterapeutických 

látek (Srijiwangsa a Na-Bangchang, 2017). 

Studií týkajících se NQO1 a jeho úlohy v patogenezi melanomu bylo doposud 

publikováno relativně málo a zabývaly se spíše léčbou melanomu. Na druhou stranu bylo 

zjištěno, že NQO1 hraje roli v melanogenezi, kdy normální lidské melanocyty byly ošetřeny 

inhibitory NQO1 a došlo k snížení melanogeneze, zatímco po podání rekombinantního 

adenoviru byla melanogeneze jasně indukována, a to současně se zvýšením hladiny proteinu 

TYR, tedy enzymu, který katalyzuje melanogenezi (Choi et al., 2010). 

Studie Garate et al. (2010) se pokusila určit expresi a základní funkci NQO1 při 

proliferaci melanomových buněk a zjistili, že NQO1 je ve většině melanomových buněčných 
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linií nadměrně exprimován. Exprese této oxidoreduktázy dále významně indukuje progresi 

buněčného cyklu, což vede k proliferaci melanomových buněk. 

Již bylo zmíněno, že většina studií NQO1 v souvislosti s melanomem se týkala léčiv. 

Jedním z takových léčiv je i přírodní produkt β-lapachon. Pokud byl spolu s β-lapachonem 

použit ještě induktor NQO1 (aktivátor Keap1/NRF2 dráhy, kyselina karnosová) došlo k další 

expresi NQO1 prostřednictvím stabilizace NRF2 a tím se zvýšila cytotoxicita β-lapachonu ve 

všech melanomových buňkách. Z toho tedy vyplývá, že osa NRF2-NQO1 může být 

potenciálně využita jako terapeutický cíl u maligního melanomu (Arakawai et al., 2018). 

β-lapachon použili i ve studii Lamberti et al. (2018), kteří však pozorovali i jeho toxicitu, 

a proto použili jeho derivát PFB spolu s fotodynamickou terapií, která spočívá v podání 

fotosenzibilizátoru (PS), po kterém následuje in situ radiace viditelným světlem o specifické 

vlnové délce. Excitace PS vede k řadě fotochemických reakcí a produkci ROS, což ve 

výsledku vede k indukci NQO1. Tím tedy dokázali, že současné použití PFB 

a fotodynamické terapie zlepšilo terapeutické účinky na melanomové buňky. 

Úloha NQO1 v toxicitě a karcinogenezi byla prokázána na modelu myší NQO1 (-/-). 

Tyto myši vykazovaly zvýšenou citlivost na karcinogenezi kůže vyvolanou 

7,12-dimethylbenz[a]anthracenem (DMBA). Pokud byla tato látka podávána NQO1 (-/-) 

myším a wild type myším, měly po 23 týdnech od prvního podání DMBA NQO1 (-/-) myši 

větší nádory s vyšší frekvencí než wild type myši. Přičemž kožní nádor se vyvinul u 100 % 

NQO1 (-/-) myší a u 33 % u normálních myší. Z této studie vyplývá, že NQO1 (-/-) myší 

jsou náchylnější k rakovině kůže a že NQO1 může chránit buňky před karcinogenezí. 

(Long et al., 2001). Ke stejnému výsledku došli i Long et al. (2000) pouze s použitím 

benzo(a)pyrenu. 

Ve studii Iskander et al. (2005) byla u NQO1 (-/-) myší po podání 

benzo(a)pyrenového metabolitu benzo(a)pyren-trans-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxidu 

pozorována zvýšená frekvence kožních nádorů. Současně také pozorovali nižší indukci p53 

a také sníženou apoptózu a došli tedy k názoru, že změněný redoxní stav buňky spolu 

s nedostatkem indukce p53 hraje významnou roli ve zvýšení citlivosti NQO1 (-/-) myší na 

rakovinu kůže indukovanou chemickými látkami. Studium myší s nulovou expresí genu 

NQO1 může být základem pro určení úlohy tohoto enzymu v souvislosti s citlivostí na 

toxicitu a karcinogenezí také u lidí. 

Gen NQO1 není vysoce polymorfním a u člověka byly identifikovány pouze dvě 

polymorfní varianty genu, a to NQO1*2 a NQO1*3 (Maitland-van der Zee a Daly, 2012). 

Polymorfismus NQO1*3 vzniká substitucí T za C v pozici 465, která vede ke změně 
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argininu za tryptofan v pozici 139 (R139W, rs 1131341). Tato záměna vede k produkci 

enzymu NQO1, který postrádá vazebné místo pro chinon, vykazuje tedy omezenou aktivitu 

v případě některých substrátů a zřejmě pouze snižuje celkovou expresi proteinu NQO1, aniž 

by nějak významně ovlivnil jeho přirozenou buněčnou aktivitu ve srovnání s wild type 

genotypem (Lienhart et al., 2017). Frekvence výskytu variantní alely je v populaci relativně 

nízká, a to v rozmezí 0-5% (Gaedigk et al., 1998), bez významného vlivu na funkci NQO1 

a z tohoto důvodu se stanovení polymorfismus NQO1*3 standardně neprovádí a tedy i tato 

diplomová práce se dále bude zabývat pouze polymorfismem NQO1*2. 

4.1.1 Polymorfismus NQO1*2 

Traver et al. (1992, 1997) charakterizovali polymorfismus v genu NQO1 při kterém dochází 

k substituci T za C v pozici 609, která vede ke změně prolinu na serin v pozici 187 (P187S, 

rs1800566). NQO1*1 kóduje normální enzym, zatímco alela NQO1*2 kóduje enzym se 

sníženou aktivitou a genotyp NQO1*2/*2 má enzym katalyticky neaktivní. Frekvence alely 

NQO1*2 se v různých etnických populacích pohybuje mezi 0,22 (běloši) až 0,45 (Asiaté). 

Frekvence genotypu NQO1*2/*2 se pohybovala mezi 4 % u bělochů, 5 % u Afroameričanů, 

16 % u mexických Hispánců a 22 % v čínských populacích (Kelsey et al., 1997; 

Vasiliou et al., 2006). 

Polymorfismus C609T v exonu 6 je rizikovým faktorem pro řadu malignit, včetně 

plic, tlustého střeva, jater, prsu a také pankreatu (Lafuente et al., 2000; Siegel a Ross, 2000; 

Menzel et al., 2004; Šarmanová et al., 2004; Siegel et al., 2012; Zheng et al., 2014). 

V metaanalýze Lajin a Alachkar (2013) zahrnující 92 studií s 21178 případy rakoviny byla 

posouzena kombinace výskytu C609T polymorfismu a malignit. V rámci této metaanalýzy 

bylo zjištěno, že polymorfismus genu C609T genu NQ01 je důležitým genetickým 

rizikovým faktorem u rakoviny, a to zejména u rakoviny močového měchýře.  

Studie prokázaly, že homozygotní jedinci s touto mutací (TT) vystavení benzenu 

mají až 7x vyšší riziko rakoviny kostní dřeně, což může vést např. k aplastické anémii či 

leukémii (Rothman et al., 1997; Nebert et al., 2002). Fagerholm et al. (2008) zjistili, že 

homozygotní varianta 609TT silně předpovídá špatné přežití u žen s rakovinou prsu, což je 

zvláštně patrné po chemoterapii epirubicinem a u p53-aberantních nádorů. Přežití po 

metastázování bylo sníženo u homozygotů NQO1*2*2, což dále implikuje nedostatek NQO1 

v progresi rakoviny a rezistenci na léčbu. Z této studie vyplývá, že genotyp NQO1 je 

prognostickým a prediktivním markerem u rakoviny prsu. 
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Analýza španělské populace složené z 247 pacientů s kolorektálním karcinomem 

ukázala významnou úlohu variantní alely NQO1*2 jako rizikového faktoru, a navíc byla tato 

alela spojena se zvýšenou frekvencí mutací genu KRAS, který je také mutován u pacientů 

s melanomem (Lafuente et al., 2000; Cicenas et al., 2017). Ve spojitosti s genem NQO1 byly 

také publikovány pohlavní rozdíly u rakoviny plic, kde ženy nekuřačky, které měly alespoň 

jednu variantní alelu, měly významně vyšší riziko onemocnění (Saldivar et al., 2005). 

Pohlavní rozdíly by mohly souviset např. s hormonálními vlivy uvnitř organismu. 

Ve studii Sarbia et al. (2003) určovali prevalenci polymorfismu C609T u pacientů 

s adenokarcinomem jícnu (OAC), srdce (CAC) a žaludku (GAC). Distribuce genotypu NQ01 

C609T byla mezi kontrolami významně odlišná ve srovnání s pacienty s těmito malignitami. 

Celková frekvence alely 609T byla 0,141 u kontrol, 0,270 u pacientů s OAC, 

0,241 u pacientů s CAC a 0,192 u pacientů s GAC. Jednotlivci nesoucí jednu nebo obě 609T 

alely měli 2,85krát vyšší riziko pro vývoj OAC a 2,18krát vyšší riziko pro vývoj CAC než 

wild type homozygoti. Z těchto závěrů vyplývá, že určení genotypu NQO1 může nabýt na 

významu jako prediktivní marker v budoucích studiích adenokarcinomu horního 

gastrointestinálního traktu. 

NQO1 hraje důležitou roli zejména v léčbě nádorů, chinony totiž představují velkou 

a rozmanitou skupinu protinádorových léčiv. NQO1 je exprimován ve vysokých hladinách 

v celé řadě solidních nádorů, a proto je tento enzym vhodný pro intracelulární aktivaci 

léčiva. Použití NQO1 jako prediktivního biomarkeru pro senzitivitu na chinonová 

protinádorová léčiva je přesvědčivý. Aktivita NQO1 a jeho exprese lze snadno měřit ve 

vzorcích biopsie nádorů, ale hladiny NQO1 se mohou v průběhu času značně lišit působením 

xenobiotik či faktorů prostředí. Alternativním testem pro predikci exprese NQO1 tak může 

být stanovení polymorfismu NQO1*2, kdy by tento test identifikoval mutované jedince, 

kteří budou na léčbu reagovat méně příznivě nebo mohou mít zvýšenou toxicitu kvůli 

neschopnosti aktivovat tyto léky v nádorových buňkách. Je proto důležité v dalších studiích 

potvrdit, zda NQO1 a jeho polymorfismus NQO1*2 hraje klinicky významnou roli 

v protinádorové aktivitě jednotlivých léků (Siegel et al., 2012). Řada z těchto léků jako např. 

17-AAG či mitomycin C by mohla být také používána u léčby melanomu (Demirci et al., 

2000; Kasai et al., 2016; Mielczarek-Lewandowska et al., 2020). 

NQO1 je tedy důležitým prvkem v protinádorové terapii, ale existuje jen málo 

informací o tom, zda odpověď na tato léčiva je ovlivněna polymorfismem NQO1*2. Proto je 

potřeba dalších studií k testování této hypotézy. 
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 5 Familiární melanom a karcinom pankreatu 

Recentní studie poukazují na souvislost mezi výskytem (familiárního) melanomu 

a dědičným karcinomem pankreatu. Jedná se především o stejné mutace zárodečné linie 

genu CDKN2A. Všechny tyto studie prokazují zvýšené riziko karcinomu pankreatu u rodin 

s melanomem a mutací v genu CDKN2A, ale přesný vztah mezi tímto genem a karcinomem 

pankreatu zůstává neznámý. 

Karcinom pankreatu je vysoce agresivním onemocněním se špatnou prognózou 

a vysokou mortalitou. Míra přežití 5 let je menší než 5 % a smrt obvykle nastává po 1 roce 

od diagnózy a pouze u 20 % pacientů může být nádor v době diagnózy odoperován. 

Problémem je hlavně pozdní diagnostika tohoto onemocnění díky nejednoznačným 

příznakům. Zhruba 3-10 % karcinomů pankreatu je dědičného charakteru (Bartsch et al., 

2002; Lynch et al., 2002). 

Stejně jako u melanomu je genetika karcinomu pankreatu značně neznámá. Studie 

Bartsch et al. (2002) zkoumala frekvenci mutací genu CDKN2A u rodin s přítomností 

melanomu či karcinomem pankreatu. 18 rodin pouze s karcinomem pankreatu nemělo 

žádnou mutaci, zatímco u 2 z 5 rodin s karcinomem pankreatu i melanomem se vyskytovaly 

patogenní mutace Q50X a E119X. Jednalo se o mutace postihující izoformu p16
INK4A

, 

u izoformy p14
ARF

 nebyla prokázána žádná mutace. 

Ghiorzo et al. (2012) testovali 225 jedinců italské populace s karcinomem pankreatu, 

která ukazuje, že mutace genu CDKN2A se vyskytují u 5,7 % z nich s převládající mutací 

E27X a G101W. U 16 rodin s rakovinou pankreatu byla mutace nalezena u 5 rodin. Tato 

zjištění naznačují, že tyto rodiny mohou nést různé mutace genu CDKN2A. což může být 

užitečné pro identifikaci rizikových pacientů. 

Mutace p16-Leiden (c.225_243 del) je nejčastější mutací genu CDKN2A způsobující 

familiární melanom v Nizozemsku. Tato delece způsobuje posun čtecího rámce, o kterém se 

předpokládá, že vede k výrazně zkrácenému proteinu p16
INK4A

. Jedinci s touto mutací také 

mají 15-20% celoživotní riziko rozvoje rakoviny pankreatu. Ve studii Vasen et al. (2000) 

byla tato mutace přítomna u 19 rodin z 27 a v těchto rodinách bylo 86 pacientů 

s melanomem. Druhou nejčastější malignitou byl právě zhoubný nádor pankreatu. 

V 8 rodinách bez mutace p16-Leiden nebyl ani jeden případ rakoviny pankreatu. Zmiňují 

však, že tato mutace nemusí být jediným rizikovým faktorem pro rozvoj rakoviny pankreatu, 

protože mezi rodinami existuje variabilita ve výskytu této malignity (Gruis et al., 1995; 

Vasen et al., 2000). 
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Studie Harinck et al. (2012) zpochybnila předpokládanou zbytečnost testování rodin 

postižených karcinomem pankreatu, ale bez melanomu, na mutace v genu CDKN2A. 

Zkoumali 28 takových rodin a zjistili, že mutace p16-Leiden (c.225_243 del) a mutace 

c.19_23dup se nachází u 6 rodin. Došli tedy k závěru, že analýza mutací genu CDKN2A by 

měla být zahrnuta také do genetického testování rodin pouze s karcinomem pankreatu. 

Studie Lal et al. (2000) prokázala u 2 ze 14 pacientů jak s karcinomem pankreatu, tak 

melanomem mutace I49S a M53I, přičemž obě varianty vedou ke snížené funkci proteinu 

CDKN2A. Díky těmto výsledkům dospěli k názoru, že vznik pankreatického karcinomu 

a melanomu není náhoda, ale může v některých případech souviset se zárodečnými 

mutacemi genu CDKN2A. Tato studie také posiluje představu, že genetická predispozice by 

měla být zvažována u všech pacientů s více různými primárními malignitami. 

Další studie německé populace naopak naznačuje, že mutace genu CDKN2A se 

nevyskytují u pacientů s karcinomem pankreatu v rodině, z čehož vyplývá, že je 

nepravděpodobné, aby mutace tohoto genu byly ukazatelem predispozice ke karcinomu 

pankreatu, pokud současně není v rodině diagnóza melanomu (Slater et al., 2010). 

Z těchto studií vyplývá, že analýza genu CDKN2A by měla být zahrnuta do 

genetického testování v rodinách, které mají v rodinné anamnéze jak melanom, tak karcinom 

pankreatu. Stejným způsobem by na vyšetření mutací CDKN2A měli být testovány i rodiny 

pouze s karcinomem pankreatu. Tím by došlo k lepšímu rozpoznávání osob ohrožených 

karcinomem pankreatu a melanomem. 

Z důvodů popsaných výše proto byly pro naši studii vybráni nejen pacienti 

s melanomem v rodině, ale také s výskytem karcinomu pankreatu v rodině. Bohužel jsme 

nezískali data ani od jednoho pacienta přímo s karcinomem pankreatu vzhledem ke špatné 

prognóze tohoto onemocnění. 
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 6 Cíle práce 

Hlavním cílem experimentální částí bylo otestovat pacienty, kteří měli v rodině melanom či 

karcinomem pankreatu. Rozdělení dílčích částí experimentů bylo následovné: 

 

i. Získání dobrovolníků pro studii. 

ii. Praktické zvládnutí vybraných laboratorních metod v laboratoři klinické genetiky. 

iii. Zjištění mutací v genu CDKN2A, CDK4 a NQO1 u účastníků studie. 

iv. Vytvoření dotazníku pro pacienty a jeho zpracování. 

v. Zpracování získaných dat. 
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 7 Materiál a metody 

Praktická část mé diplomové práce byla vykonána v genetické laboratoři GENLABS s.r.o. 

v Českých Budějovicích pod vedením Mgr. Dagmar Riegert Bystřické, Ph.D. V praktické 

části se věnuji analýze sledovaných mutací a polymorfismů v genech CDKN2A, CDK4 

a NQO1. Mutace a polymorfismy v genech CDKN2A a CDK4 byly vyšetřeny metodou PCR 

a mutace v genu NQO1 pomocí metody PCR-RFLP. V rámci praktické části bylo 

analyzováno 35 dobrovolníků. 25 experimentů bylo prováděno s DNA izolovanou 

z bukálního stěru, kde vyšetřovaným materiálem jsou epiteliální buňky z ústní sliznice 

a 10 experimentů bylo provedeno s DNA izolovanou z periferní krve, kde vyšetřovaným 

materiálem jsou leukocyty. 

Analýza genu CDKN2A zahrnovala stanovení mutací ve vybraných exonových 

oblastech (exony 1α, 1β, 2, 3 a 4), některých intronových oblastech a exon-intronových 

přechodech. 

Analýza genu CDK4 zahrnovala stanovení mutací v exonu 2. 

Analýza genu NQO1 zahrnovala stanovení alelové varianty NQO1*2, která vzniká 

substitucí thyminu za cytosin v nukleotidové pozici 609, a nemutované varianty genu 

NQO1*1 (wild type). 

 7.1 Účastníci studie 

V rámci výzkumu bylo nutné vyhledat dobrovolníky s výskytem melanomu či karcinomu 

pankreatu v rodině. Celkem se studie zúčastnilo 35 dobrovolníků (20 žen a 15 mužů). 

Všichni dobrovolníci byli s výzkumem seznámeni a podepsali informovaný souhlas s účastí 

ve výzkumu, který byl přiložen ke každé odběrové bukální soupravě, či byl předán 

pacientovi osobně. Informovaný souhlas je uveden v Příloze 2. 

7.1.1 Dotazník 

Pro získání dalších informací o pacientech byl vytvořen on-line dotazník týkající se jejich 

zdravotního stavu a zdravotního stavu jejich rodinných příslušníků. Otázky byly 

formulovány následovně, např.: ,,Byl Vám při vyšetření kůže diagnostikován kožní nádor 

(melanom)?“; ,,Vyskytuje se ve Vaší rodině někdo jiný s diagnostikovaným melanomem?“. 

Dotazník je uveden v Příloze 3. Data získaná z dotazníku byla následně statisticky 

zpracována. 
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7.1.2 Odběr biologického materiálu 

V rámci výzkumu byly odebrány primární vzorky periferní krve či bukálního stěru pro 

izolaci DNA u všech 35 selektivně vybraných dobrovolníků. Odběrové soupravy pro bukální 

stěr (Isohelix SK1 Buccal Swab) byly pacientům zaslány poštou nebo předány osobně. 

Periferní krev byla odebírána v Biochemické laboratoři EUC Kliniky v Českých 

Budějovicích. Bukální stěr i periferní krev byli ihned zpracovány tak, aby nedošlo k jejich 

znehodnocení. 

 7.2 Izolace DNA 

Izolace DNA probíhala z bukálního stěru či periferní krve. Vzhledem k malým odchylkám 

ve výsledné koncentraci DNA nebyla volba primárního zdroje DNA zásadní. Pouze 

u jednoho pacienta, který provedl bukální stěr, bylo zažádáno o nový odběr kvůli nízké 

koncentraci DNA. 

7.2.1 Izolace DNA z bukálního stěru 

Izolace DNA ze stěru bukální sliznice byla prováděna pomocí izolačního kitu GeneAll 

ExGene
TM

 Clinic SV mini dle doporučení výrobce. Reagenty izolačního kitu jsou uvedeny 

níže (Tab. V). 

Odchylky od protokolu doporučeného výrobcem jsou v použitých koncentracích 

reagentů. Dále se lišili některé kroky postupu, kdy první krok s přidáním PBS pufru byl 

vynechán a došlo pouze k přidání proteinasy K a BL pufru. V posledním kroku bylo přidáno 

50 µl místo doporučených 200 µl elučního AE pufru z důvodu získání vyšší koncentrace 

izolátu DNA. Následovala inkubace při pokojové teplotě (RT) prodloužená na dobu 5 min. 

místo doporučené 1 minuty. Tento eluční krok byl opakován tak, že získaný objem ze 

zkumavky byl napipetován zpět na kolonku a zopakována byla také inkubace prodloužená na 

5 min. a centrifugace. Po zopakování byly u všech vzorků kolonky odstraněny a u vzorků 

bylo provedeno měření koncentrace DNA. Vyizolovaná a řádně označená DNA byla 

skladována v mrazicím boxu při -20 °C. 
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Tab. 5V: Reagenty izolačního kitu GeneAll ExGene
TM

 Clinic SV mini použité pro 1 izolační 

reakci z bukálního stěru. 

Reagenty Objem (µl) 

Proteinasa K 40 

BL buffer 400 

BW buffer 600 

TW buffer 700 

AE buffer 50 

7.2.2 Izolace DNA z plné krve 

Izolace DNA z plné krve byla prováděna pomocí izolačního kitu GeneAll ExGene
TM

 Clinic 

SV mini dle doporučení výrobce. Reagenty izolačního kitu jsou uvedeny níže (Tab. VI). 

Odchylky od protokolu GeneAll ExGene
TM

 Clinic SV mini jsou pouze v posledním 

kroku, kdy bylo přidáno 50 µl místo doporučených 200 µl elučního AE pufru z důvodu 

získání vyšší koncentrace izolátu DNA a následovala inkubace při pokojové teplotě (RT) po 

dobu 5 min. místo doporučené 1 minuty. Tento eluční krok byl opakován tak, že získaný 

objem ze zkumavky byl napipetován zpět na kolonku a zopakována byla také inkubace 

prodloužená na 5 min. a centrifugace. Po zopakování byly u všech vzorků kolonky 

odstraněny a u vzorků bylo provedeno měření koncentrace DNA. Vyizolovaná a řádně 

označená DNA byla skladována v mrazicím boxu při -20 °C. 

Tab. 6VI: Reagenty izolačního kitu GeneAll ExGene
TM

 Clinic SV mini použité pro 1 izolační 

reakci z plné krve. 

Reagenty Objem (µl) 

Proteinasa K 20 

BL buffer 200 

100% ethanol 200 

BW buffer 600 

TW buffer 700 

AE buffer 50 
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 7.3 Fluorometrie 

Koncentrace DNA u všech vzorků byla měřena fluorometrem (Quibit Fluorometr 2.0, 

Thermo Fisher Scientific) za použití kitu Qubit
TM

 dsDNA HS Assay (Invitrogen). Reagenty 

kitu jsou uvedeny níže (Tab. VII). Po vytemperování všech reagencií na RT byl připraven 

zásobní roztok. Bylo smícháno 199 µl Qubit
TM

 dsDNA BR pufru s 1µl Qubit
TM

 dsDNA BR 

reagentu a směs byla pomocí stolní centrifugy (Microspin FV-2400; Biosan) vortexována 

a stočena. Pro přípravu standardů bylo ve dvou mikrozkumavkách Qubit
TM

 assay tubes 

smícháno 190 µl zásobního roztoku s 10 µl příslušných standardů. Pomocí roztoků 

obsahujících standardy byl fluorometr zkalibrován a připraven pro měření koncentrace DNA 

u vzorků. 

Pro měření vzorků bylo smícháno 198 µl zásobního roztoku se 2 µl měřené DNA ve 

speciálních mikrozkumavkách Qubit
TM

 assay tubes. Směs byla krátce zvortexována 

a inkubována při RT alespoň 2 minuty. Následně byla změřena koncentrace u všech vzorků 

DNA na zkalibrovaném fluorometru. 

Tab. 7VII: Reagenty kitu Qubit
TM

 dsDNA HS Assay (Invitrogen) použité pro měření 

koncentrace DNA. 

Reagenty Objem (µl) 

Qubit dsDNA BR buffer 199 

Qubit dsDNA BR reagent 1 

Qubit dsDNA BR standard #1 10 

Qubit dsDNA BR standard #2 10 
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 7.4 Analýza genů CDKN2A a CDK4 

Pro analýzu genů CDKN2A a CDK4 se využívá metoda PCR. Během PCR se 

v požadovaném vzorku amplifikují úseky DNA o různých velikostech. Analýza genu 

CDKN2A zahrnovala stanovení mutací v exonových oblastech (exony 1α, 1β, 2, 3 a 4), 

některých intronových oblastech a exon-intronových přechodech. Analýza genu CDK4 

zahrnovala stanovení mutací exonu 2. Po PCR reakci došlo k přečištění produktů a jejich 

sekvenaci v externí firmě SEQme s.r.o. Analýza sekvenačních reakcí byla provedena opět 

v laboratoři pomocí programu Chromas. 

7.4.1 PCR 

Po izolaci DNA a změření její koncentrace byly pomocí metody PCR specificky 

amplifikovány oblasti genu CDKN2A a CDK4. Jeden vzorek byl problematický jak nízkou 

koncentrací DNA, tak zřejmě i přítomností inhibitorů a PCR reakce byla několikrát 

opakována i se změnou vstupního množství DNA, změnou použité polymerázy či modifikací 

reakčního protokolu. Ani jeden přístup se však neosvědčil, a proto bylo zažádáno o nový 

odběr, který byl zpracován původním postupem popsaným níže. 

Pro PCR amplifikaci byly použity specifické primery uvedené v tabulce VIII. 

Sekvence primerů byly převzaty z Bioptické laboratoře v Plzni a primery byly vyrobeny 

firmou Elisabeth Pharmacon, spol. s r. o. 

Tab. 8VIII: Sekvence primerů pro PCR reakci. 

 PCR 

reakce 
Exon/intron Směr Sekvence primeru 5´-3´ 

Velikost 

templátu (bp) 

Gen CDKN2A 

1 1β 
F AGTTAAGGGGGCAGGAGTG 

333 
R AAACAAAACAAGTGCCGAATG 

2 1α 
F ACCGGAGGAAGAAAGAGGAG 

510 
R CCCTTCAGATCTTCTCAGCATT 

3 2 
F AGCTTCCTTTCCGTCATGC 

399 
R GGGTACAAATTCTCAGATCATCA 

4 3 
F CAGAAGCCAGAGCACATGAA 

156 
R CAGCTTGCGATAACCAAAGG 

5 4 
F GGTAGGGACGGCAAGAGAG 

168 
R CCTGTAGGACCTTCGGTGAC 

6 Intron 4 
F TACATGCACGTGAAGCCATT 

159 
R TTCTTTCAATCGGGGATGTC 

Gen CDK4 7 2 
F GCGACTTTTGGTGATAGGAGTC 

292 
R CAACCCTCCACCACCTTCT 
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Nejprve bylo potřeba připravit tzv. master mix. K tomu byl použit kit MyTaq
TM

 Red 

DNA polymerase (Bioline) dle doporučení výrobce. Pro větší výtěžnost PCR reakce byl 

navíc použit dimethylsulfoxid (DMSO). Reagencie a jejich objemy použité pro přípravu 

mastermixu jsou uvedeny níže (Tab. IX). Příprava PCR mixu byla prováděna v chladícím 

stojanu v PCR boxu. Do 1,5 ml mikrozkumavky byla napipetována deionizovaná H2O, 

5x MyTaq Red Reaction Buffer, MyTaq
 
Red DNA polymerase, DMSO, forward a reverse 

primery. Výsledný objem jedné reakce byl 48µl. Do mastermixu byly následně 

připipetovány 2 µl izolátu DNA. Zkumavka byla následně zvortexována a stočena 

v minicentrifuze (Microspin FV-2400; BioSan). 

Tab. IX9: Složení 1 PCR reakce. 

Reagenty Objem (µl) 

deionizovaná H2O 34 

5x MyTaq Red Reaction Buffer 10 

MyTaq Red DNA polymerase 5U/µl 0,5 

DMSO (100%) 2,5 

Forward primer (20 pmol) 0,5 

Reverse primer (20 pmol) 0,5 

Průběh PCR reakce je uveden v tabulce X. Pro amplifikaci byl použit gradientový PCR 

cycler (MultiGene, Labnet). Po PCR amplifikaci byly PCR produkty vizualizovány pomocí 

gelové elektroforézy (viz kapitola 7.6 Gelová elektroforéza). 

Tab. 10X: Průběh PCR reakce. 

1 cyklus Teplota (°C) Čas (min) 

Denaturace 95 9 

40 cyklů Teplota (°C) Čas (min) 

Denaturace 95 1 

Annealing 60 1 

Elongace 72 1 

1 cyklus Teplota (°C) Čas (min) 

Finální elongace 72 7 
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7.4.2 Přečištění PCR produktů genu CDKN2A a CDK4 

7.4.2.1 GeneAll ExpinTM Combo GP kit 

Po provedení PCR reakce byly PCR produkty přečištěny pomocí GeneAll Expin
TM

 Combo 

GP kitu, jehož reagenty jsou uvedeny v tabulce XI. 

Odchylka od protokolu je pouze v posledním kroku, kdy bylo přidáno 10-30 µl 

ddH2O (podle kvality PCR produktu) namísto doporučených 50 µl. 

Po přečištění byly vzorky vizualizovány pomocí gelové elektroforézy (viz kapitola 

7.6 Gelová elektroforéza). Takto přečištěné vzorky byly připraveny pro sekvenační reakce. 

Tab. 11XI: Reagenty GeneAll Expin
TM

 Combo GP kitu použité k přečištění 1 vzorku. 

Reagenty Objem (µl) 

PCR produkt 45 

PB buffer 225 

NW buffer 700 

ddH2O 10-30 

7.4.2.2 ExoSAP-ITTM PCR Product Cleanup 

Pokud po PCR reakci nebyly PCR produkty na gelové elektroforéze dobře viditelné, byly 

přečištěny enzymaticky pomocí ExoSAP-IT
TM

 PCR Product Cleanup, jehož reagenty jsou 

uvedeny v tabulce XII. Po smíchání reagentů byla směs pomocí PCR cycleru (MultiGene, 

Labnet) inkubována 15 min. při 37 C kvůli degradaci zbývajících primerů a nukleotidů 

a dále byla směs inkubována 15 min. při 80 °C kvůli inaktivaci ExoSAP-IT
TM

 činidla. Takto 

přečištěné vzorky byly připraveny pro sekvenační reakce. 

Tab. 12XII: Reagenty ExoSAP-IT
TM

 PCR Product Cleanup použité k pro přečištění 1 vzorku. 

Reagenty Objem (µl) 

PCR produkt 5 

ExoSAP-IT
TM

 2 
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7.4.3 Sekvenační reakce 

Přečištěné PCR produkty byly připraveny pro sekvenační analýzu tak, že bylo smícháno 

potřebné množství přečištěného PCR produktu odpovídající 50 ng DNA (1-5 µl dle kvality 

přečištěného PCR produktu) s 10 pmol forward či reverse primerem stejným jako při PCR 

amplifikaci a směs byla doplněna ddH2O do 10 µl. Reagenty pro jeden vzorek jsou uvedeny 

v tabulce XIII. 

Tab. 13XIII: Složení 1 vzorku pro sekvenaci. 

Reagenty Objem (µl) 

PCR produkt 1-5 

Forward či reverse primer 0,5 

ddH2O 4,5-7,5 

Primery použité pro sekvenaci jsou uvedeny v tabulce XIV. Takto připravené vzorky 

byly odeslány na sekvenační analýzu firmě SEQme s.r.o. Celkem bylo provedeno 344 

sekvenačních reakcí včetně opakování některých problematických reakcí. 

Tab. 14XIV: Primery použité k sekvenační analýze. 

 
PCR 

reakce 
Směr Sekvence primeru 5´-3´ 

Velikost 

templátu (bp) 

Gen CDKN2A 

1 F AGTTAAGGGGGCAGGAGTG 333 

2 F ACCGGAGGAAGAAAGAGGAG 510 

3 F AGCTTCCTTTCCGTCATGC 399 

4 R CAGCTTGCGATAACCAAAGG 156 

5 F GGTAGGGACGGCAAGAGAG 168 

6 R TTCTTTCAATCGGGGATGTC 159 

Gen CDK4 
7 F GCGACTTTTGGTGATAGGAGTC 292 

8 R CAACCCTCCACCACCTTCT 292 

7.4.4 Analýza dat 

Získaná data ze sekvenace od firmy SEQme s.r.o. byla upravena pomocí programu Chromas 

a pomocí programu BLAST® byly sekvence porovnány s databází sekvencí NCBI. Na 

základě porovnání sekvenačních dat testovaného vzorku a referenční sekvence ve výše 

uvedené genové databázi bylo ověřeno, zda jsou pacienti nositelem nějaké mutace. Výsledky 

sekvenační analýzy budou blíže popsány v kapitole 8.  
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 7.5 Analýza genu NQO1 

Pro analýzu polymorfismu genu NQO1 (rs1800566) se využívá metoda PCR-RFLP, která 

kombinuje dvě metody: polymerázovou řetězovou reakci (PCR) a polymorfismus délky 

restrikčních fragmentů (RFLP). Během PCR se v požadovaném vzorku amplifikuje 

specifický úsek genu o velikosti 196 bp. Poté se provádí restrikční štěpení PCR produktu 

pomocí restrikční endonukleázy Hinf I. V případě výskytu polymorfismu NQO1*2 se v PCR 

produktu vyskytuje štěpné místo a Hinf I rozštěpí PCR produkt na fragmenty o jasně 

definované velikosti, a to 119 bp a 77 bp. 

7.5.1 PCR 

Po izolaci DNA a změření její koncentrace byl pomocí metody PCR a specifických primerů 

amplifikován požadovaný úsek genu NQO1. 

Pro PCR amplifikaci byly použity specifické primery, jejichž sekvence byly převzaty 

z práce Bian et al. (2008). Primery byly vyrobeny firmou Elisabeth Pharmacon, spol. s.r.o. 

a jejich sekvence jsou uvedeny v tabulce XV. 

Tab. 15XV: Sekvence primerů pro PCR reakci. 

 Směr Sekvence primeru 5´-3´ Velikost templátu (bp) 

Gen NQO1 
F AAGCCCAGACCAACTTCT 

196 
R GCGTTTCTTCCATCCTTC 

Nejprve bylo potřeba připravit tzv. master mix. K tomu byl použit kit MyTaq
TM

 Red 

DNA polymerase (Bioline) dle doporučení výrobce. Pro větší výtěžnost PCR reakce byl 

navíc použit DMSO. Reagencie a jejich objemy použité pro přípravu mastermixu jsou 

uvedeny níže (Tab. XVI). Příprava PCR mixu byla prováděna v chladícím stojanu v PCR 

boxu. Do 1,5 ml mikrozkumavky byla napipetována deionizovaná H2O, 5x MyTaq Red 

Reaction Buffer, MyTaq
 

Red DNA polymerase, DMSO, forward a reverse primery. 

Výsledný objem jedné reakce byl 48µl. Do mastermixu bylo následně připipetováno 1-5 µl 

izolátu DNA (objem závisel na koncentraci DNA ve vzorku). Do pozitivní kontroly byly 

napipetovány 2 µl DNA již změřeného vzorku s heterozygotní variantou genu NQO1 a do 

druhé pozitivní kontroly byly napipetovány 2µl DNA již změřeného vzorku s homozygotní 

(wild type) variantou genu NQO1. Zkumavky byly následně zvortexovány a stočeny 

v minicentrifuze (Microspin FV-2400; BioSan). 
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Tab. 16XVI: Složení 1 PCR reakce. 

Reagenty Objem (µl) 

deionizovaná H2O 34,3 

5x MyTaq Red Reaction Buffer 10 

MyTaq DNA Polymerase 5U/µl 0,2 

DMSO (100 %) 2,5 

Forward pmer (20 pmol) 0,5 

Reverse primer (20 pmol) 0,5 

Průběh PCR reakce je uveden v tabulce XVII. Pro amplifikaci byl použit gradientový 

PCR cycler (MultiGene, Labnet). Po PCR amplifikaci byly PCR produkty vizualizovány pomocí 

gelové elektroforézy (viz kapitola 7.6 Gelová elektroforéza). 

Tab. 17XVII: Průběh PCR reakce. 

1 cyklus Teplota (°C) Čas 

Denaturace 95 5 min 

32 cyklů Teplota (°C) Čas 

Denaturace 95 30 s 

Annealing 55 30 s 

Elongace 72 1 min 

1 cyklus Teplota (°C) Čas 

Finální elongace 72 10 min 

7.5.2 Restrikční štěpení 

Výsledné PCR produkty o velikosti 196 bp byly štěpeny za použití restrikčního enzymu 

Hinf I. Reagencie použité pro restrikční štěpení jsou uvedeny v tabulce XVIII. Restrikční 

místo je zobrazeno na obr. 7. 

Nejprve bylo potřeba připravit mix pro restrikční štěpení. Do zkumavky bylo 

napipetováno pro každý vzorek 4,5 µl restrikčního pufru 10x CutSmart a 10 U (1µl) 

restrikčního enzymu Hinf I dle následného počtu reakcí. Směs restrikčního enzymu a pufru 

byla pipetou promíchána a stočena. Následně bylo ke každému PCR produktu připipetováno 

5,5 µl této směsi a zkumavky byly stočeny pomocí stolní centrifugy (Microspin FV-2400; 

BioSan) a inkubovány v miniinkubátoru (Mini Incubator, Labnet) při teplotě 37 °C po dobu 

minimálně 60 minut. Vizualizace produktů restrikčního štěpení byla provedena pomocí gelové 

elektroforézy (viz kapitola 7.6 Gelová elektroforéza). 
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Obr. 7: Restrikční místo enzymu Hinf I. 

Tab. 18XVIII: Reagenty použité pro restrikční štěpení 1 PCR produktu. 

Reagenty Objem (µl) 

Restrikční enzym Hinf I (10 U/µl) 1 

10x Restrikční pufr CutSmart 4,5 

7.5.3 Analýza dat 

V důsledku záměny nukleotidu C za T na pozici 609 v genu NQO1 vzniká nové štěpné 

místo. Restriktáza Hinf I rozštěpí PCR produkt o velikosti 196 bp na 2 fragmenty o velikosti 

119 bp a 77 bp. Pokud není přítomna mutovaná alela, PCR produkt se neštěpí. Pokud je 

v PCR produktu přítomna mutovaná i normální alela vznikají následkem restrikčního štěpení 

3 fragmenty o velikosti 196 bp, 119 bp a 77 bp. Výsledky PCR-RFLP budou popsány 

v kapitole 8. 

 7.6 Gelová elektroforéza 

Po provedení PCR reakce byly PCR produkty vizualizovány pomocí gelové elektroforézy na 

4% agarózovém gelu. Zásobní roztok 10x TBE byl připraven z prášku 10x TBE Buffer 

(Thermo Scientific), který se rozpustil v deionizované vodě a doplnil se na objem 1 litru 

deionizovanou vodou. Ze zásobního roztoku byl připraven pracovní roztok 1x TBE, který byl 

získán smícháním 50 ml 10x TBE se 450 ml deionizované vody. 

Pro přípravu barveného gelu byly použity 4 tablety obsahující 0,5g agarózy 

(FastGene Agarose Tablets, Nippon Genetics), 50 ml 1xTBE a pro vizualizaci 15 µl 

fluorescenční barvy Midori Green Advanced DNA Stain (Nippon Genetics). Směs byla 

ohřívána, částečně zchlazena a poté nalita do elektroforetické formy s hřebeny, kde také 

ztuhla. Ztuhlý gel přenesen do elektroforetické vany (Mupid® One Elecrophoresis System) 

a zalit roztokem 1xTBE tak, aby byl v pufru zcela ponořen. 

Pro kontrolu amplifikace bylo na 4% gel naneseno v případě 7 amplifikačních reakcí 

pokrývajících vybrané oblasti genů CDKN2A, CDK4 anebo v případě amplifikační reakce 

odpovídající genu NQO1 vždy 5 μl PCR příslušného PCR produktu a 5 μl hmotnostního markeru 

FastGene 100 bp DNA Ladder H3 RTU (Nippon Genetics) umožňujícího stanovení příbližné 
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délky PCR fragmentů. Elektroforéza probíhala zhruba 10 minut při 135 V. Poté byl gel přenesen 

na detekční systém (FastGene GelPic LED Box, Nippon Genetics) a byly odečteny výsledky 

amplifikace. Stejným způsobem byly také vizualizovány přečištěné PCR produkty použité pro 

sekvenaci. V případě restrikčního štěpení bylo na gel pipetováno 20 µl štěpeného PCR produktu.  
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 8 Výsledky 

 8.1 Koncentrace DNA 

Koncentrace DNA u izolovaných vzorků se pohybovala v rozmezí od 5,64 do 467 ng/µl 

(podrobný přehled naměřených koncentrací u jednotlivých vzorků viz Příloha 4), což bylo pro 

použité metody (PCR, sekvenace, PCR-RFLP) dostačující. 

 8.2  Zjištěné varianty v genu CDKN2A a CDK4 

Typický výsledek gelové elektroforézy po PCR amplifikaci vybraných oblastí genů CDKN2A 

a CDK4 je znázorněn na obrázku 8. 

 

Obr. 8: Vizualizace PCR produktů genu CDKN2A a CDK4 pomocí gelové elektroforézy. PCR1 (333bp), PCR2 

(510bp), PCR3 (399bp), PCR4 (156bp), PCR5 (168bp), PCR6 (159bp), PCR7 (292bp), marker – FastGene 100 

bp DNA Ladder H3 RTU (Nippon Genetics) (zdroj vlastní). 

V této diplomové práci byly diagnostikovány dva genové polymorfismy v genu 

CDKN2A a to A148T a c.*29C>G, které budou dále popsány. 

8.2.1 Varianta A148T 

Na základě porovnání sekvencí byl u vzorku č. 10, tedy u pacienta s maligním melanomem 

v rodině, prokázán výskyt benigní varianty A148T (c.442G>A; rs3731249) 

v heterozygotním stavu v exonu 2. Při této mutaci dochází k záměně alaninu kódovaného 

sekvencí GCG za threonin kódovaný sekvencí ACG v kodonu 148. Typický výsledek 

sekvenace pro heterozygotní stav je vidět na obrázku 9. 
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Obr. 9: Příklad sekvenační analýzy genu CDKN2A, PCR 3, vzorek č. 10. Černá šipka označuje heterozygotní 

stav R (G i A) pro benigní mutaci v genu CDKN2A c.442G>A (rs3731249) (zdroj vlastní). 

8.2.2 Varianta c.*29C>G (C500G, nt 500) 

Druhou variantou nalezenou u pacientů byla varianta c.*29C>G (rs11515), která je 

v literatuře popisována také jako nt500 či C500G. Typický výsledek sekvenace pro 

heterozygotní stav (CG) je vidět na obrázku 10 a pro homozygotní (wild type) stav (CC) na 

obrázku 11. 

 

Obr. 10: Výsledek sekvenační analýzy genu CDKN2A, PCR5, vzorek č. 34. Černá šipka označuje S (C i G) 

stav pro CDKN2A c.*29C>G (rs11515) (zdroj vlastní). 

 

Obr. 11: Výsledek sekvenační analýzy genu CDKN2A, PCR5, vzorek č. 35. Černá šipka označuje 

homozygotní stav C/C pro genovou variantu genu CDKN2A c.*29C>G (rs11515) (zdroj vlastní). 
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Tab. XIX ukazuje poměrné zastoupení genových variant CDKN2A pro c.*29C>G. 

Heterozygotní genotyp CG byl nalezen u 8 pacientů (22,9 %), homozygotní varianta CC 

byla prokázána u 27 pacientů (77,1 %). Homozygotní varianta GG se nevyskytovala ani 

v jednom případě. 

Tab. 19XIX: Zastoupení variant polymorfismu c.*29C>G v této studii. 

Genotyp Počet (%) 
Melanom 

v rodině 

Karcinom 

pankreatu v rodině 

Neznámý výskyt melanomu či 

karcinomu pankreatu v rodině 

CC 27 (77,1 %) 16 4 7 

CG 8 (22,9 %) 5 1 2 

GG 0 -- -- -- 

Zajímavé je porovnání různých výskytů genotypů c.*29C>G u jednotlivých pacientů. 

U 6 pacientů, kteří onemocněli maligním melanomem se wild type genotyp CC vyskytoval 

v pěti případech (83 %) a heterozygotní varianta CG pouze v jednom případě (17 %). 

Zkoumaný soubor dále zahrnoval 17 účastníků, u nichž se maligní melanom vyskytl 

v rodině, přičemž varianta CC byla prokázána ve 12 případech (75 %) a varianta CG pak 

pouze ve 4 případech (25 %). Podobně to bylo u pacientů s výskytem karcinomu pankreatu 

v rodině, kdy varianta CC se vyskytovala ve 4 případech (80 %) a varianta CG pak pouze 

v jednom případě (20 %). Od 9 pacientů jsme bohužel nezískali vyplněný dotazník, proto 

jsme nemohli s jistotou určit rodinnou anamnézu, a zjistit, zda mají pouze maligní melanom 

nebo i karcinomem pankreatu v rodině. 

Tab. XX ukazuje poměrné zastoupení variant polymorfismu c.*29C>G v populačních 

studiích ve srovnání s výsledky této diplomové práce. 

Tab.  20XX: Zastoupení variant polymorfismu c.*29C>G. 

 Genlabs s.r.o. Orlow et al. (2007) Polakova et al. (2009) 

Genotyp Počet (%) Počet (%) Počet (%) 

CC 27 (77,1 %) 2645 (73,2 %) 431 (71 %) 

CG 8 (22,9 %) 922 (25,5 %) 159 (26 %) 

GG 0 46 (1,3 %) 18 (3 %) 
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 8.3 Zjištěné varianty v genu NQO1 

Typický výsledek gelové elektroforézy po PCR amplifikaci je znázorněn na obrázku 12. 

 

Obr. 12: Vizualizace PCR produktů genu NQO1 po restrikčním štěpení pomocí gelové elektroforézy. Jamka 1 

a 4 obsahuje vzorek s genotypem NQO1*1/*1 (196 bp), jamka 2 a 3 obsahuje vzorek s genotypem NQO1*1/*2 

(fragmenty o velikosti 196 bp, 119 bp a 77 bp) jamka 5 obsahuje hmotnostní marker – FastGene 100 bp DNA 

Ladder H3 RTU (Nippon Genetics) (zdroj vlastní). 

V tabulce XXI jsou uvedeny referenční hodnoty pro PCR RFLP popsanou v kapitole 

7.5 a pro polymorfismus genu NQO1. 

Tab. 21XXI: Referenční hodnoty pro polymorfismus genu NQO1 C609T. 

Štěpený PCR produkt Výsledný genotyp 

196 bp Nemutovaný homozygot C/C (wild type) 

196+119+77 Heterozygot C/T 

119+77 Mutovaný homozygot T/T 

Tab. XXII pak ukazuje poměrné zastoupení variant polymorfismu genu NQO1 v této 

studii. Homozygotní (wild type) genotyp CC byl nalezen celkem u 19 pacientů (68 %) 

a heterozygotní varianta CT u 9 pacientů (32 %). Homozygotní varianta TT se nevyskytla 

ani v jednom případě. 
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Tab. 22XXII: Zastoupení variant polymorfismu C609T genu NQO1 této studii. 

Genotyp Počet (%) 
Melanom 

v rodině 

Karcinom 

pankreatu v rodině 

Neznámý výskyt melanomu či 

karcinomu pankreatu v rodině 

CC 19 (68 %) 10 4 5 

CT 9 (32 %) 5 1 3 

TT 0 -- -- -- 

Zajímavé je opět porovnání, u jakých pacientů se jaký genotyp polymorfismu C609T 

vyskytoval. U 7 dobrovolníků nebylo možné tento polymorfismus detekovat z důvodu ať už 

malé koncentrace DNA či nedostatku DNA pro analýzu z důvodu opakování sekvenačních 

reakcí při zjišťování mutací genů CDKN2A a CDK4. U 6 pacientů s maligním melanomem 

se genotyp CC vyskytoval u třech pacientů (50 %) a ve třech případech pak heterozygotní 

genotyp CT (50 %). U 11 dobrovolníků s maligním melanomem v rodině se varianta CC 

vyskytovala u 8 případů (73 %) a varianta CT pak u 3 případů (27 %). Podobně to bylo 

u účastníků s karcinomem pankreatu v rodině, kdy varianta CC se vyskytovala u 4 případů 

(80 %) a heterozygotní varianta CT pak v jednom případě (20 %). Od ostatních pacientů 

jsme bohužel nezískali vyplněný dotazník, proto jsme nemohli s jistotou určit rodinnou 

anamnézu, a tedy zda mají pouze maligní melanom či i karcinomem pankreatu v rodině. 

Mezi léty 2014-2020 bylo v genetické laboratoři GENLABS s.r.o. vyšetřeno celkem 

126 pacientů na polymorfismus NQO1 C609T, výsledné frekvence jednotlivých genotypů 

uvádí tabulka XXIII. 

Tab. 23XXIII: Výsledné frekvence genotypů genu NQO1 *1/*1 a NQO1 *1/*2 v laboratoři 

GENLABS s.r.o. 

Genotyp NQO1 (rs 1800566) Počet (%) 

CC (*1/*1) 91 (72 %) 

CT (*1/*2) 35 (28 %) 

TT (*2/*2) 0 
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 8.4 Vyhodnocení on-line dotazníku 

Celkem bylo provedeno genetické vyšetření mutací v genech CDKN2A a CDK4 

a polymorfismu NQO1 C609T u 35 dobrovolníků. Pouze 25 z nich vyplnilo on-line 

dotazník. Sumarizovaná data o výsledku vyšetření a odpovědích z on-line dotazníku jsou 

znázorněna v tabulce XXIV. 

Studie se zúčastnilo 20 žen a 15 mužů a jejich průměrný věk byl 38 let (41 let u žen 

a 34 let u mužů). U 6 pacientů se vyskytoval maligní melanom přímo a 17 dobrovolníků pak 

potvrdilo výskyt maligního melanomu v rodinné anamnéze. Ve sledovaném souboru se 

nevyskytoval ani jeden vzorek od pacienta s karcinomem pankreatu. Vyšetřili jsme však 

5 pacientů s karcinomem pankreatu v rodinné anamnéze. Dalších 20 účastníků mělo jinou 

malignitu v rodině (leukémie, rakovina prsu, rakovina plic, rakovina slinné žlázy, rakovina 

tlustého střeva, rakovina kostní dřeně a rakovina děložního čípku). 

Z 28 pacientů vyšetřených pro polymorfismy CDKN2A c.*29C>G a NQO1 C609T, 

se pouze v jednom případě nacházeli oba polymorfismy současně v heterozygotním stavu, 

a to u pacienta s maligním melanomem. 

Tab. 24XXIV: Výsledky vyšetření a data z on-line dotazníku. 

Vzorek Pohlaví Věk 
CDKN2A 

A148T 

CDKN2A 

c.*29C>G 
NQO1 

Potvrzená 

diagnóza 

MM 

MM      

u jiných 

členů 

rodiny 

Potvrzená 

diagnóza 

KP 

KP       

u jiných 

členů 

rodiny 

Potvrzená 

jiná 

malignita 

Potvrzená 

jiná 

malignita 

členů 

rodiny 

1 žena 55 AA CC - 0 1 0 0 1 1 

2 žena 26 AA CC CC nd nd nd nd nd nd 

3 žena 52 AA CC - nd nd nd nd nd nd 

4 žena 43 AA CC CT 1 1 0 0 0 1 

5 muž 34 AA CC CT 0 0 0 1 0 1 

6 žena 55 AA CG - 0 1 0 0 0 1 

7 muž 39 AA CG CC nd nd nd nd nd  nd  

8 muž 14 AA CC CC nd  nd  nd  nd  nd  nd  

9 muž 53 AA CC CT nd  nd  nd  nd  nd  nd  

10 žena 30 AT CG CC 0 1 0 0 0 1 

11 muž 65 AA CC CC 0 1 0 0 0 1 

12 žena 27 AA CG CC 0 1 0 0 0 0 

13 muž 14 AA CC CT nd nd nd nd nd  nd  

14 muž 7 AA CC CT nd  nd  nd  nd  nd  nd  

15 žena 33 AA CG CC nd  nd  nd  nd  nd  nd  

16 muž 29 AA CC - 0 1 0 0 0 1 

17 žena 28 AA CC - 0 1 0 0 0 1 

18 žena 49 AA CC - 0 1 0 0 0 1 

19 žena 59 AA CC CC 1 1 0 0 0 0 
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Vzorek Pohlaví Věk 
CDKN2A 

A148T 

CDKN2A 

c.*29C>G 
NQO1 

Potvrzená 

diagnóza 

MM 

MM      

u jiných 

členů 

rodiny 

Potvrzená 

diagnóza 

KP 

KP       

u jiných 

členů 

rodiny 

Potvrzená 

jiná 

malignita 

Potvrzená 

jiná 

malignita 

členů 

rodiny 

20 muž 28 AA CC CC 0 1 0 0 0 0 

21 muž 33 AA CC CC 0 1 0 0 0 0 

22 žena 45 AA CC CC 1 0 0 0 0 1 

23 žena 49 AA CG CC 0 0 0 1 0 1 

24 muž 25 AA CC CC 0 0 0 1 0 1 

25 muž 26 AA CC CC 0 0 0 1 0 1 

26 muž 52 AA CC CC 0 0 0 1 0 1 

27 žena 45 AA CG CC 0 1 0 0 0 1 

28 muž 43 AA CC CC nd nd  nd nd nd nd 

29 žena 42 AA CC CC 0 1 0 0 0 1 

30 žena 62 AA CC CT 0 1 0 0 0 1 

31 žena 1 AA CC - 0 1 0 0 0 1 

32 žena 37 AA CC CT 1 0 0 0 0 1 

33 žena 36 AA CC CT 0 1 0 0 0 1 

34 muž 43 AA CG CT 1 nd nd nd 1 nd 

35 žena 46 AA CC CC 1 0 0 0 0 0 

   nd – no data, mm – maligní melanom, kp – karcinom pankreatu, mutantní genotyp 
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 9 Diskuse 

Cílem této diplomové práce bylo otestovat buď přímo pacienty anebo jejich příbuzné 

trpící maligním melanomem anebo karcinomem pankreatu na přítomnost mutací v genech 

CDKN2A a CDK4 a polymorfismu C609T v genu NQO1. Celkem bylo geneticky vyšetřeno 

35 dobrovolníků. Stěžejním doplněním informací bylo vyplnění on-line dotazníku vedoucího 

ke zjištění rodinné anamnézy pacientů. Z 35 dobrovolníků vyplnilo dotazník pouze 25, 

protože dotazník byl účastníkům studie zasílán až zpětně a tito dobrovolníci bohužel 

nereagovali ani na opakované pokusy o komunikaci. U 10 dobrovolníků jsme tedy nemohli 

zjištěné genetické varianty přiřadit k jedné či druhé skupině diagnózy, protože u nich nebyla 

známá celková anamnéza. Co se týče získávání informací o účastnících studie pomocí 

on-line dotazníku, je na místě připustit, že dotazníky měli být dobrovolníkům posílány 

rovnou s informovaným souhlasem a odběrovou soupravou na izolaci DNA, čímž by se 

docílilo vyplnění dotazníků od všech účastníků. Dotazník byl však vytvořen až v průběhu 

studie a toto již bohužel nebylo možné. Dále by byly zajímavé vzhledem k analyzovaným 

genům také informace o léčbě a případně i o přítomnosti metastáz u pacientů postižených 

některým z uvedených typů malignit. 

Na základě získaných dat jsme vyšetřili 6 pacientů s maligním melanomem. 

Zajímavé bylo zjištění, že průměrný věk těchto šesti pacientů v naší kohortě byl 46 let 

(46 u žen a 43 u mužů), což neodpovídá průměrnému mediánu věku pacientů s maligním 

melanomem, který je u žen 61 let a u mužů 65 let. Tato skutečnost by mohla být způsobena 

obecně vyšším povědomím o diagnostice a prevenci melanomu. Dalším důvodem by mohl 

být také opakovaný výskyt nádorových onemocnění v rodinách těchto pacientů, což jistě 

vedlo ke zvýšené pozornosti jich samotných a také jejich ošetřujících lékařů z hlediska 

prevence a včasného záchytu nádorových onemocnění. 

V genu CDKN2A bylo doposud popsáno 671 různých mutací, z nichž 126 bylo 

popsáno jako patogenních, 6 jako benigních a 328 jako mutací s nejasným významem. 

Zbytek se rozděluje do kategorií pravděpodobně benigní, pravděpodobně patogenní či 

rizikový faktor. Jedná se o mutace asociované nejen s melanomem, ale s různými jinými 

malignitami (ClinVar. [online]). CDKN2A je obrovský gen, který je složen z 27573 bazí, 

přičemž kódující sekvence tvoří pouze 4400 bazí, což je 16 % z celkového počtu bazí (NCBI 

Nucleotide [online]; Gene: CDKN2A [online]). Z 9 exonů a tedy kódujících oblastí genu 

jsou standardně sekvenovány pouze ty exony, které tvoří izoformy p16
INK4A

 a p14
ARF

, tedy 

exony 1α, 1β, 2 a 3. V celém genu se nachází obrovské množství zjištěných mutací 
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a polymorfismů (viz Příloha 5). Je pravděpodobné, že i mutace v intronových oblastech 

a 3ˈ a 5ˈ nepřekládaných oblastech mohou potenciálně ovlivňovat funkci genu CDKN2A. 

Příkladem může být intronová mutace c.*102-105A>G (IVS2-105 A/G, rs1060501266) 

přítomná hluboko v intronu 2, která ovlivňuje sestřih genu CDKN2A (Harland et al., 2001). 

Ve studii Goldstein et al. (2007) byla tato mutace nalezena u 9 rodin z UK a Austrálie 

a jednalo se o jednu z nejčastějších mutací. Studie Harland et al. (2001) pak stanovila 

frekvenci výskytu této mutace na 15 % u anglických rodin bez přítomnosti jiných mutací 

v genu CKDN2A. Mutace IVS2-105 A/G byla také zahrnuta do analýz v této diplomové 

práci. Z tohoto důvodu je důležité, aby byly více prozkoumány právě tyto oblasti, což může 

vést k porozumění procesu vzniku různých malignit a tím k vývoji nových metod léčby. 

V této diplomové práci byly v genu CDKN2A objeveny 2 varianty a to A148T 

v exonu 2 a c.*29C>G v 3´UTR oblasti, které budou dále diskutovány. V genu CDK4 pak 

nebyla zjištěna žádná mutace. 

V online databázi ClinVar a ve většině doposud publikovaných studií je varianta 

CDKN2A A148T pouze polymorfismem a je popisována jako benigní, a tedy nemá vliv na 

funkčnost transkripční varianty genu CDKN2A označovanou jako protein p16
NK4A

 

(Lilischkis et al., 1996; Spica et al., 2006; Bertram et al., 2002; NCBI. ClinVar. [online]). Ve 

studii McKenzie et al. (2010) se tento polymorfismus choval jako protein divokého typu ve 

všech funkčních testech a byl tedy schopen zastavit buněčný cyklus. Nebylo prokázáno, že 

by tato mutace ohrozila funkci proteinu, ale dosud publikované studie poukazují na možnou 

spojitost tohoto polymorfismu s dalšími mutacemi genu CDKN2A. Polská analýza kolektivu 

Debniak et al. z roku 2005 provedena na polské populaci však poukazuje na možnou 

asociaci této mutace s mírně zvýšeným rizikem vzniku melanomu obzvláště u lidí mladších 

50 let. Studie Harland et al. (2014) z Austrálie pak pozorovala skutečně zvýšené riziko 

spojené s variantou CDKN2A A148T, přičemž všechny australské případy měly časný nástup 

onemocnění, což naznačuje, že účinek této varianty je pravděpodobně silnější v mladším 

věku. Bakos et al. (2011), kteří se zabývali touto mutací u populace jižní Brazílie, která má 

největší incidenci melanomu v jižní Americe prokázala vyšší frekvenci této mutace 

u pacientů s více primárními melanomy či s familiárním výskytem melanomu (21,4 %) než 

u pacientů se sporadickým melanomem (10,1 %). Funkční testy pak prokázaly, že výsledný 

variantní protein má sníženou účinnost při inhibici buněčné proliferace ve srovnání s wild 

typem, což vede k domněnce, že tato varianta není zcela benigní, jak je běžně uváděno ve 

validovaných klinických databázích. Ve studii Puig et al. (2005) provedené na španělské 

populaci byla varianta CDKN2A A148T identifikována u 13,5 % pacientů s více primárními 
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melanomy, což je více než u zdravých kontrol (5,45 %). Tyto studie tedy poukazují na 

možnou asociaci varianty CDKN2A A148T s výskytem maligního melanomu. Další studie 

prokázaly, že varianta CDKN2A A148T je nadměrně zastoupena nejen u pacientů 

s melanomem, ale také u pacientů s rakovinou prsu, plic a močového měchýře a je tedy 

důležitým prediktorem malignity (Debniak et al., 2006; Borkowska et al., 2011). Zmíněné 

studie však byly provedeny pouze na polské populaci a jejich výsledky tedy nelze aplikovat 

na jiné populace. V této diplomové práci byla varianta CDKN2A A148T detekována pouze 

u pacientky (dcery) s výskytem maligního melanomu v rodině (postižená matka), a tedy 

nelze vyvodit závěry, zda je tato mutace přímo spojena s rizikem vniku maligního melanomu 

či nikoliv. Genetická analýza větší skupiny pacientů postižených maligním melanomem 

v různých populacích by mohla ukázat skutečnou frekvenci této konkrétní mutace. Následně 

by mohlo být vypočítáno relativní riziko (OR) vzniku maligního melanomu u nositelů této 

mutace. Je potřeba dalších nezávislých populačních studií týkajících se jak familiárních, tak 

sporadických melanomů, aby mohlo být s určitostí řečeno, že mutace CDKN2A A148T má či 

nemá dopad na funkci proteinu p16
INK4A

, a tedy může být považována za patogenní mutaci 

v případě maligního melanomu. 

Druhou zjištěnou mutací v této diplomové práci je mutace CDKN2A c.*29C>G 

nacházející se ve 3ˈ nepřekládané oblasti (3ˈUTR) genu. Tato oblast je zodpovědná za 

správnou regulaci genové exprese na posttranskripční úrovni (lokalizace mRNA, stabilizace 

mRNA, regulace translace) a tedy jakékoliv narušení v této oblasti může vést k celé řadě 

onemocnění včetně malignit (López de Silanes et al., 2007; Przybyla et al., 2015). Jakým 

způsobem tato varianta ovlivňuje riziko melanomu však doposud není jasné. Mohlo by se 

jednat o změnu stability transkriptu CDKN2A nebo o změnu úrovně transkripce, případně by 

mohla být ve vazebné nerovnováze s dosud neidentifikovanou variantou, která je přímo 

zodpovědná za zvýšenou citlivost na melanom. Mohlo by také dojít k narušení funkce genu 

změnou sestřihu mRNA, což vede k přeskakování exonů či k retenci intronů (Mayer et al., 

2000). Dle doposud publikovaných studií je tato mutace považována za polymorfismus. 

Studie Harland et al. (2014) neprokázala žádnou spojitost polymorfismu CDKN2A 

c.*29C>G s rizikem vzniku melanomu, jelikož frekvence této mutace byla 27 % u pacientů 

s melanomem a 26,8 % u zdravých kontrol. Dle Orlow et al. (2007) přítomnost tohoto 

polymorfismu vykazuje mírně zvýšené riziko pro vznik melanomu u nositelů homozygotní 

varianty (CC či GG). Obě uvedené studie ale naznačují, že je potřeba provést další analýzy 

k potvrzení této hypotézy. Aitken et al. (1999) popisují souvislost CDKN2A c.*29C>G 

s rizikem familiárního melanomu, ale zřejmě až ve spojení s dalšími genetickými faktory. 
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Frekvence mutované alely byla mírně zvýšená u 514 pacientů s melanomem (14,2 %) ve 

srovnání s 200 kontrolami (11,1 %). Pokud byly případy melanomů rozděleny na základě 

familiárního rizika výskytu melanomu, došlo k významnému posunu a polymorfismus 

CDKN2A c.*29C>G měl nejvyšší frekvenci u rodin s některou z mutací CDKN2A, a to 

především u rodin keltského původu (Aitken et al., 1999). Sauroja et al. (2000) publikovali 

zřejmě nejdůležitější studii týkající se polymorfismu CDKN2A c.*29C>G, ve které 

prokázali, že tento polymorfismus je spojen s výrazně kratší dobou progrese od primárního 

(diagnózy primárního melanomu) k metastatickému melanomu. U pacientů bez tohoto 

polymorfismu byla průměrná doba progrese 30 měsíců, zatímco u pacientů s polymorfismem 

to bylo pouze 6 měsíců. To znamená, že tento polymorfismus může významně ovlivňovat 

transkripty p16
INK4A

 a p14
ARF

. Došli k závěru, že sice nelze považovat polymorfismus 

CDKN2A c.*29C>G za hlavní prognostický faktor onemocnění, ale jakékoliv abnormality 

genu působících jako kontrolní body G1/S fáze buněčného cyklu jsou jedním 

z nejvýznamnějších faktorů nezbytných pro rozvoj maligního melanomu. Tyto výsledky 

svědčí o možné úloze tohoto polymorfismu a zřejmě i dalších polymorfismů v 3´UTR při 

iniciaci a progresi melanomu. K objasnění potenciální asociace polymorfismů v oblasti 

3´UTR je potřeba dále vyšetřovat rodiny s těmito polymorfismy. 

Polymorfismus CDKN2A c.*29C>G byl zkoumán také v souvislosti s jiným typem 

malignit jako je např. karcinom hlavy a krku, adenokarcinom horní části trávicího traktu či 

zhoubný nádor vaječníků ale ani v jednom případě nebyla prokázána spojitost mezi tímto 

polymorfismem a vznikem malignity (Pinheiro et al., 2014; Geddert et al., 2005; Yan et al., 

2008). Tento polymorfismus byl v dalších studiích naopak spojován s výskytem 

kolorektálního karcinomu, rakoviny močového měchýře a rakoviny děložního čípku 

(McCloud et al., 2004; Sakano et al., 2003; Vargas-Torres et al., 2014). U glioblastomu pak 

byla tato varianta spojena s horší prognózou a vyšším věkem (Royds et al., 2011). Další 

studie provedená na indické populaci poukazuje na to, že genotyp CG či GG má protektivní 

efekt v rozvoji rakoviny vaječníků (Thakur et al., 2012). V České republice byla 

v souvislosti s tímto polymorfismem publikována pouze jedna studie týkající se 

kolorektálního karcinomu, která ale nepotvrdila účast genu CDKN2A na tomto typu 

malignity (Polakova et al., 2009). 

V této diplomové práci byla nejvíce zastoupena homozygotní varianta CC (wild type) 

s procentuálním zastoupením 77,1 % a heterozygotní genotyp CG s 22,9 %. Homozygotní 

genotyp GG nebyl zjištěn ani v jednom případě. Tyto výsledky odpovídají populačním 

studiím, které ovšem byly provedeny na nesrovnatelně větším vzorku populace viz Tab. XX 
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v kapitole 8.2.2 Varianta c.*29C>G (C500G, nt 500) (Orlow et al., 2007; Polakova et al., 

2009). V obou studiích byl nalezen i homozygotní genotyp GG, který se v této diplomové 

práci nevyskytoval, což by právě mohlo být ovlivněno velikostí vyšetřovaného souboru. 

Studie srovnatelná jak množstvím pacientů, tak zjištěným zastoupením jednotlivých mutací 

je studie Veinalde et al. (2013) provedená na lotyšské populaci. Zde bylo vyšetřeno 

20 pacientů s maligním melanomem v rodině. Polymorfismus CDKN2A A148T byl zjištěn 

u 2 pacientů (10 %) a polymorfismus CDKN2A c.*29C>G u třech pacientů (15 %). Jiná 

studie týkající se také lotyšské populace se 125 případy maligního melanomu zachytila 

mutaci CDKN2A A148T v 6 % a polymorfismus CDKN2A c.*29C>G v 18 % pacientů 

s maligním melanomem (Pjanova et al., 2007). 

Dále byla v této diplomové práci u pacientů s maligním melanomem přítomna vždy 

jen varianta CC a transkripční varianty p16
INK4A

 i p14
ARF

 budou zřejmě plnit plnohodnotně 

své funkce v buněčném cyklu. Lze tedy předpokládat, že v patogenezi melanomu bude hrát 

roli jiný faktor než mutace v genu CDKN2A, která zde nebyla objevena. U dobrovolníků 

s melanomem v rodině byla však heterozygotní varianta CG přítomna u 4 pacientů ze 17 a ti 

by tak mohli mít nejen zvýšené riziko vzniku maligního melanomu, ale i rychlejší progresi 

tohoto onemocnění v případě rozvinutí melanomu. 

Závěrem lze shrnout, že v genu CDKN2A existuje obrovské množství mutací jak 

v kódujících, tak nekódujících oblastech, přičemž žádná studie se ještě nezaměřila na jejich 

možnou koexistenci a jejich vliv na všechny transkripční varianty genu. Je tedy 

pravděpodobné, že i mutace v 3´a 5´ nepřekládaných oblastech spolu s dalšími mutacemi 

mohou ovlivňovat funkci těchto variant a taková budoucí studie by mohla vnést nové 

poznatky do patogeneze a léčby maligního melanomu. 

V této diplomové práci byl u 28 pacientů charakterizován také polymorfismus C609T 

v genu NQO1, při kterém dochází k substituci T za C v pozici 609, která vede ke změně 

prolinu na serin v pozici 187 (P187S). Genotyp CC je spojen s největší aktivitou enzymu 

NQO1, genotyp TT naopak s jeho nejnižší aktivitou. V tomto případě byla nejvíce 

zastoupena nemutovaná homozygotní varianta CC (wild type) s procentuálním zastoupením 

68 % a heterozygotní genotyp CT s 32 %. Homozygotní genotyp TT nebyl zjištěn ani 

v jednom případě. V letech 2014-2020 bylo v genetické laboratoři GENLABS vyšetřeno 

celkem 126 jedinců, u nichž byl testován polymorfismus C609T v genu NQO1 pomocí 

metody PCR RFLP. Nejvíce zastoupen byl homozygotní genotyp CC s procentuálním 

zastoupením 72 % a heterozygotní genotyp CT s 28 %. Homozygotní genotyp TT se 
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nevyskytoval ani v jednom případě. Zjištěné frekvence tak odpovídají datům získaným v této 

diplomové práci. Navíc výsledky odpovídají také hodnotám typickým pro bělošskou 

populaci a korelují s daty získanými studií tohoto polymorfismu u 347 zdravých obyvatel 

České republiky (Šůsová et al., 2005). V rámci kavkazské populace byl heterozygotní 

genotyp CT detekován u většího procenta jedinců (39,5 %) ve srovnání s našimi výsledky. 

Navíc byli ve studované populaci detekováni také mutovaní homozygoti TT a to ve 4.4 % 

(Kelsey et al., 1997). V této diplomové práci varianta TT nebyla detekována ani v jednom 

případě, což může být způsobeno malým vyšetřovaným souborem či nižší prevalencí této 

varianty v české populaci. 

Na otázku, zda hraje NQO1 roli v patogenezi melanomu se snažili odpovědět 

Cheng et al. (2010). Použitím technologie tkáňových mikročipů a imunohistochemie 

zkoumali expresi genu NQO1 v dysplastických névech a primárních melanomech. Zjistili, že 

exprese je výrazně zvýšena právě u melanomů ve srovnání s névy, a to především u žen, což 

ale mohlo být ovlivněno genetickými rozdíly pozorovanými u různých podtypů melanomu. 

Tato zjištění naznačují, že NQO1 může hrát důležitou roli v prvotních fázích vývoje 

melanomu. Jeho fyziologickou funkcí je detoxikace potenciálně mutagenních sloučenin, 

a tedy snížená aktivita NQO1 zřejmě predisponuje melanocyty k progresi rakoviny. 

U 126 vzorků tkání od čínských pacientů s pankreatickým duktálním 

adenokarcinomem byl zkoumán prognostický význam nadměrné exprese NQO1 ve srovnání 

s kontrolními vzorky tkání zdravého pankreatu. U maligních vzorků byla silně pozitivní míra 

exprese NQO1 (65,9 %) ve srovnání s kontrolami (10,9 %), což naznačuje, že NQO1 může 

hrát důležitou roli v progresi onemocnění. Vysoká exprese NQO1 může být nezávislým 

prognostickým biomarkerem pro včasnou diagnostiku a prognózu a potencionálním 

molekulárním cílem u pacientů s pankreatickým adenokarcinomem. Další výzkumy by také 

mohli ověřit, zda by inhibitory NQO1 mohly být vhodně použity při léčbě pacientů 

a pankreatickým adenokarcinomem (Ji et al., 2017). 

Další studie zabývající se NQO1 v souvislosti s maligním melanomem a karcinomem 

pankreatu by mohly v budoucnu pomoci objasnit patogenezi těchto malignit a případně 

navrhnout nové metody léčby se zaměřením právě na genovou expresi NQO1. 

Heterozygotní varianta CT, která vede k enzymu NQO1 se sníženou aktivitou byla 

v této diplomové práci detekována u 2 pacientů s melanomem, u kterých nebyla detekována 

žádná jiná mutace genu CDKN2A a polymorfismus v genu NQO1 by mohl být iniciátorem 

kancerogeneze, protože enzym se sníženou aktivitou nebyl schopen detoxikovat potenciálně 

mutagenní sloučeniny a mohlo dojít k progresi rakovinného bujení. Snížená aktivita tohoto 



60 

enzymu by také mohla mít vliv na léčbu těchto pacientů. Dále byla tato varianta detekována 

u 3 dobrovolníků s melanomem v rodině a u 1 dobrovolníka s karcinomem pankreatu 

v rodině a vzhledem k tomu, že tento gen může hrát důležitou roli v progresy obou malignit, 

je důležité u těchto pacientů dbát na správnou prevenci. 

U 28 dobrovolníků se podařilo vyšetřit gen CDKN2A, CDK4 i NQO1. U poloviny 

případů byl nalezen vždy jeden heterozygotní genotyp pro sledované geny (CG pro 

CDKN2A c.*29C>G nebo CT pro NQO1*2) a 13 případů nemělo přítomno ani jednu mutaci 

v analyzovaných genech. Pouze u jednoho pacienta byly nalezeny dva různé variantní 

genotypy CG pro CDKN2A c.*29C>G a CT pro NQO1*2 v heterozygotním stavu  a to 

u pacienta, který v minulosti onemocněl maligním melanomem. Zajímavé by bylo od tohoto 

pacienta zjistit další informace o jeho léčbě a progresi onemocnění, zda měl přítomny 

metastáze apod. Tento pacient však byl jedním z těch, kteří nevyplnili on-line dotazník ani 

po opakované prosbě a není tedy pravděpodobné, že by chtěl poskytovat další informace 

o svém zdravotním stavu. 

Dalším přínosem pro tuto diplomovou práci by bylo porovnat výsledky z této studie 

s dostatečně velkou kontrolní skupinou bez přítomnosti maligního melanomu či karcinomem 

pankreatu v rodinné anamnéze. Porovnání takových skupin by bylo ve své podstatě 

přínosnější a výsledky by více vypovídaly o možné asociaci nalezených polymorfismů 

a mutací v genu CDKN2A a NQO1 s maligním melanomem. 

V rámci této diplomové práce byl vyšetřen poměrně malý počet participantů. Není 

však jednoduché přesvědčit pacienty, kteří trpí nějakou malignitou, či jejich rodinné 

příslušníky, ke spolupráci. Větší vzorek by patrně ukázal mnohem širší souvislosti a mohlo 

by se jednat o první takovou studii v České republice týkající se mutací genů 

predisponujících k malignímu melanomu. V případě všech analyzovaných genů by jistě bylo 

přínosem vyšetřit expresi těchto genů přímo v buňkách melanomu. V dnešní době však není 

prakticky možné vyšetřovat histologické vzorky od pacientů jinde než na patologických 

odděleních nemocnic či v bioptických laboratořích. 

Plošné genetické testování pacientů s maligním melanomem či karcinomem 

pankreatu a jejich rodinných příslušníků by se mohlo v budoucnu stát důležitým krokem 

k objasnění přesných příčin vzniku a rozvoje maligního melanomu a potenciálně by mohlo 

pomoci objevit nové látky k léčbě této malignity. O něco takového se snaží např. český 

projekt CZECANCA, který cílí u pacientů s dědičným nádorovým onemocněním na 
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219 genů, zahrnujícím mimo jiné i gen CDKN2A a CDK4. Jedná se o molekulárně-genetické 

vyšetření pomocí diagnostického NGS panelu. Výsledky tohoto projektu zatím nebyly 

publikovány (Soukupová et al., 2016). Vždy je však velmi důležité dbát na správnou 

interpretaci genetických testů v širším kontextu zjištěných poznatků. Na základě získaných 

poznatků v této práci může být například velmi vhodné vyšetření mutací v genech BRAF 

a NQO1, které zřejmě hrají významnou roli v odpovědi na léčbu u pacientů s maligním 

melanomem, a které dosud není v klinické praxi používáno. 

Přestože jsme analyzovali omezený počet pacientů s melanomem a karcinomem 

pankreatu a jejich rodinných příslušníků, výsledky této studie nás vedou k závěru, že 

patogenní mutace genu CDKN2A zřejmě nebudou hlavním predisponujícím faktorem pro 

maligní melanom v České republice. Maligní melanom tedy bude pravděpodobně způsoben 

mutacemi v jiných méně rizikových melanomových genech či dalšími environmentálními 

faktory. 
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Závěr 

V rámci diplomové práce byly shrnuty poznatky o maligním melanomu, což je 

neuroektodermový nádor, který vzniká z melanocytů a je jedním z nejzhoubnějších kožních 

nádorů se strmě rostoucí incidencí. V současné době je včasná diagnóza u pacientů 

s melanomem to nejdůležitější pro jejich stoprocentní vyléčení. 

Cílem experimentální části bylo detekovat mutace nejen v běžně vyšetřovaných 

genech CDKN2A, CDK4, ale také polymorfismus C609T v genu NQO1. Četnost mutací se 

v této studii ve srovnání s podobnými populačními studiemi významně nelišila. Budoucí 

výzkum těchto i dalších potencionálně predisponujících genů by však mohl do této 

problematiky vnést nové poznatky, které by nám pomohli porozumět biologické podstatě 

vzniku a rozvoje melanomu a tím přispět k vývoji nových metod léčby snižujících mortalitu 

spojenou s maligním melanomem. Cílem genetického testování je také identifikace vysoce 

rizikových pacientů, u nichž by bylo možné zahájit procesy prevence a případné včasné 

diagnostiky. V případě melanomu je však důležitá i edukace populace a běžná dostupnost 

základního dermatoonkologického vyšetření s následnou odbornou péčí. V posledních letech 

se však diagnostika a celková kvalita lékařské péče výrazně zlepšují a vysoké procento 

nádorových onemocnění je diagnostikováno v terapeuticky příznivějších stádiích. 
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Přílohy 

Příloha č. 1: Znázornění pravidel ABCDE (Arenbergerová a Arenberger, 2005). 

A – Asymetrie – ložisko je nepravidelné s nesymetrickým tvarem 

     

Asymetrický tvar     Symetrický tvar 

 

B – Borderline – okraje ložiska jsou cípaté, nepravidelné se zářezy a výběžky 

     

Nepravidelný okraj     Pravidelný okraj 

 

C – Colour – barva ložiska se mění, tmavne a stává se skvrnitým 

 

     

Vícebarevný projev     Jednobarevný projev 
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D – Diameter – průměr ložiska je nad 5 mm a trvale se zvětšuje 

     

Větší než 5 mm     Menší než 5 mm 

 

E – Elevation – růst do výšky či evolution – vývoj v čase 

     

Vyvýšený projev     Plochý projev 
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Příloha č. 2: Informovaný souhlas. 

 



92 
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Příloha č. 3: Dotazník. 

 

GENLABS s.r.o. 

MEDIPONT s.r.o. – ambulantní klinika 

Matice školské 1786/17 

370 01 České Budějovice 

 

 

DOTAZNÍK PRO VĚDECKÝ VÝZKUM 

Tento vědecký projekt vznikl ve spolupráci genetické laboratoře GENLABS s.r.o. a Katedry 

medicínské biologie Přírodovědecké fakulty Jihočeské univerzity za finanční podpory 

Studentské grantové agentury (SGA) PřF JU. 

1) Vaše jméno a příjmení 

       

2) Byl/a jste v minulosti na vyšetření kůže? 

□ ano      □ ne 

3) Pokud ano, proč jste na vyšetření kůže přišel/la? (Vyberte jednu nebo více odpovědí) 

□ na doporučení praktického lékaře 

□ měl/a jsem mnoho pigmentových znamének 

□ měl/a jsem znaménko, které se změnilo 

□ měl/a jsem kožní nádor v minulosti 

□ kožní nádor má člen rodiny 

□ chtěl/a jsem si nechat vyšetřit kůži 

4) Byl Vám při vyšetření kůže diagnostikován kožní nádor (melanom)? 

□ ano      □ ne 

5) Pokud ano, v kolika letech a v jakém stádiu? 

Věk v době diagnózy: 
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Stádium melanomu v době diagnózy: 

    

6) Vyskytuje se ve Vaší rodině někdo jiný s diagnostikovaným melanomem? 

□ ano      □ ne 

7) Pokud ano, jaký je Váš příbuzenský vztah? 

□ matka  □ otec  □ sestra  □ bratr  □ dcera  □ syn  □ strýc  □ teta 

□ jiný:    

8) Byla Vám diagnostikována rakovina slinivky? 

□ ano      □ ne 

9) Pokud ano, v kolika letech? 

    

10) Vyskytuje se ve Vaší rodině někdo jiný s diagnostikovanou rakovinou slinivky? 

□ ano      □ ne 

11) Pokud ano, jaký je Váš příbuzenský vztah? 

□ matka  □ otec  □ sestra  □ bratr  □ dcera  □ syn  □ strýc  □ teta 

□ jiný:    

12) Byl Vám diagnostikován jiný typ rakoviny? 

□ ano      □ ne 

13) Pokud ano, jaký typ? 

      

14) Vyskytuje se ve Vaší rodině někdo jiný s jiným typem rakoviny? 

□ ano      □ ne 
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15) Pokud ano, s jakým typem a jaký je Váš příbuzenský vztah? 

Typ rakoviny: 

      

Příbuzenský vztah: 

□ matka  □ otec  □ sestra  □ bratr  □ dcera  □ syn  □ strýc  □ teta 

□ jiný:    
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Příloha č. 4: Koncentrace DNA. 

 

Vzorek 

(PK, BS) 

Koncentrace 

DNA (ng/µl) 

Vzorek 

(PK, BS) 

Koncentrace 

DNA (ng/µl) 

Vzorek 

(PK, BS) 

Koncentrace 

DNA (ng/µl) 

1 (BS) 20,4 16 (BS) 18,1 31 (BS) 13,2 

2 (BS) 25,3 17 (BS) 5,64 32 (BS) 112 

3 (PK) 25,8 18 (BS) 16,6 33 (BS) 108 

4 (PK) 28,3 19 (PK) 27,2 34 (BS) 71,1 

5 (PK) 42 20 (BS) 37 35 (BS) 133 

6 (PK) 38,6 21 (BS) 74,4   

7 (PK) 71,7 22 (PK) 120   

8 (BS) 80,2 23 (PK) 92   

9 (BS) 107 24 (BS) 45,6   

10 (BS) 104 25 (BS) 95   

11 (BS) 467 26 (PK) 48,8   

12 (BS) 204 27 (PK) 24,5   

13 (BS) 128 28 (BS) 67   

14 (BS) 130 29 (BS) 29,9   

15 (BS) 101 30 (BS) 71,4   
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Příloha č. 5: Sekvence genu CDKN2A s vyznačenými variantami (Gene: CDKN2A – 

Marked-up sequence. [online]). 

3 prime UTR  5 prime UTR Coding sequence      Frameshift  Inframe deletion 

Inframe insertion Intronic  Missense        Non-coding exon Splice akceptor 

Splice region  Start loss Stop gained        Stop lost  Synonymoous 

 

Exony jsou zvýrazněny tučně 

GCYCGCGMGGTWTARGRYVSATYCWGGCARWYMGCAGGCTCYKGKTCSRGGMACCGSVWYAGCGCRCCGGCCTSAAGG

CSGYGTCCTGGRCTCGACTTMMSGCGCDCBGAGAGCCSGCGAGCCSGCGTCVVMGYTCCTGGACKAGARSBDMGCCTC

SCTTASASCGCGCYYAGVRYCCKGCTYCTCCKCATTCTCHBGCTGCCYYTGTGTCYTCRACTSAYCCCTCCTTTCTKC

YSCTCMTTCYTTTCCTTRYYCYGYKTTTACTRYTCCCAAACRGBACCGCTTTTCCTGTCTSCCAGCTGKAAAKGAGGA

AGGNAGASMKTCCMGAAAGGATCVVTRATGTGSAARAAARKGGRRGKAGRRRACRTGGASRSGGMGASYGGAGAGAGR

ACGTASRCSGARKRRTCRGRMGGHGGGATCAMGGRKAGTCSRBDTGTCYGGGCRCBRGGCAGRGMRWGBARGCGGCRG

YVGCCARYGGTCGYCAAGACAACCATKCTWCSBGASGACGCGRCGACAGGARGGGAGYRKCCAKCAGRRRARVRRAGC

RYRGGGRAAGARGAARGAGGAAGAAGSGYTMAGATGCYCCSCGRHTRTMGTKAAGGTTAAAACCGAAAATAAAWATRD

GSTAGAYACWAWGSACTHGGTRCTTSTCCCAGCCASKVKCCCTCGGCGACRCGKGCAGCTGGRARRRRAATGRGMGYS

YGGAMCCASMWGRGACYCYCRGRTGCGRCTCCACCTACSYAGTYBRSYRSCAGGYCKGRTYNAMAGCTCMSGYAGCGC

CRRCRCYGYGSVRTGTMYAGRTGTCGCRTCAGAGKCGTGCRGCRGTTTMGTTTAAYTTCGCTTKTTTTCCARATCTMG

AHRAGRWGCGGAGYGGCWTTYAGTTCAAAMMTGACATTCRRCCTCCTGATTGGYGGAWAGRGCARTSAKATKACCTCG

CTTTCCYTTCTTCCTTTTTCATTTTTAAATAAYSTAGTTTGAMGAATGRAAGWCKTTCGACDARSGGAGCCWGGAATA

AAAYAAGGRGRAYAGGGGRGCGGDRACGCRASCRGCRCCAGAAYHBSCKGSRGCGCGSCTRWKCYWGGTAGGGYCDTR

TSARGTGACRGMTGTAGCYRRGGGGHGAGCTGYCYGGVKYTGYSTTCYAGGHGTCYGGMMCSNVGGCCVTCACCRCSG

GGCGYCSKCGCWGVGGGTRGGAAGATRGKRRTGGKGGTGGGGGCGCAYACRKRGMGGGAAAGWGGCGGTARGHGGVAG

GGASARGAAMGCVVGCCYKGARCCGCCCGCSSGCSCDCCTHCCWAYRRRYRCCTCCSGCARMCCTTYCMGMGWRBGSM

GRRCTCAGAGCCGYTYCVAGATCTTRGAGGTCYGGGDGSGRGKBGGGGKGGGRKGGGKGKGRRGGKGARGGKRSGVGK

SGGSMGCRCTYHGKGAAGGYGRKWGYGCSCCYGCGRRGCRGAGWKGGRYRDSGKNCSGTKYRTGGRTSSYRKTVTGMA

RTWAADRRBDCAGGAGTGKYKYYGCHMWHCWCYGBTRYCAMARGGBSGYDCAGCGRCTGBVRAKCTHRGYYYYRGAGG

MRGCRAGAWCAYGGTGHGCWDGWTCYTGGYGACCCHSSGDATTCRKYGYRCRYGCRDYYCGCCKCDAGTGAGGGTTTT

HVYGGTYCRYMTYCYSYKKCTYABKRDRDARBGGRCAGMGCYRKRSRCGCCCRCCRCYGTVGYYSTVRTDCTRAYGYT

RCKGASRAGCCVGMGTCTAGRGCRRCAGCYRYTTCCTRKAVRAYNAGGTAGGARASGHCYTYRVAAASKCCDGGRHKC

WYTMSVYRYTTSYTTTKTTTGGTRYGATKTCGTAAACRGATAATTCGTCTBTARCCCAGGCKAGGAGGAGGAGSRGAT

AACCRCYRGTGGAGGYTTCSCCDTTYRVRTTACAAYGAYWHASRCRWGTGRTTCTCKCAGTACYRWTSAACSKGGACY

TCCCTTYWCACAGCCCSTCAATCSTGGGAAACTGAGGCGAAYAGAGCTTCTMAAYCCACSKCAGAAGYCARTKAGTCC

CVAATATCCTGGGTGRGAATGAYHAAGASWSASACAMABACMMACACACACASAYACACACACACAVAYACASAGTAG

GAAARGTGTAYTTCAAGCAYACWTTCTTKCTCCTTGGGRAKAATTATTGCWAAHCRTMTAAGTTTTCTGGAGRMRGCC

TTTTTTCTCCCCAGCYTCCYRGCGGRKTCAYCCTCTCYCACYTTSCAGGAGAKTGGAGRAYCBGTGAGWTACGRRGCA

YGSAGBCAKYGACTTCCTGAAATGCTAASARGGATYGYRGGATCASHTACTGCTRCGAGRAGCAAGCACTTGHTTCTT

GGRGGAGTTTTGCARCCAACAGRGAAATRGGCYTTCTYTGWGWGTYAGAGGYAGVGGTCYBRCRGYCTGARWGATTGA

AACTGCTYSGGAMARTGCTYVTAYGTTTAGCAARYGACRGAACTGTAGAACTGTTCCTGAGAAATCCCARCTGRYRGY

AYTTTAGTCATCTMAGASRACASTTAGCACAGYTTAAAAATGARGCCTAYTYCTTGAAAAAMAGAATCCRRSGYASTT

TTKTCCTCAYDYTGAMRAATGTTGACMCRGCCWGWGTRATTTCCTATARCCARGRAAACTGAAAGAMYATATGTACAG

TTAAAATATGTRMAATGCTAATYAAAAYWTSTRTARTAAKTYTWAAAGTARTTTAATGAGGYTTCACTTTTRYGACCR

TCSTTGTGGTATSCTTCRYCAGGAATRTATRGCTTCARAARGBAAAGGCSARCRRAGSGGTMATTAYTWTTTTACTSY

AATGTKAATTGTCTCTTTGACATGGAAATRTAAACCTGTTAAAAYTAYCAGTGWTTAATKYARTGTCTCAAKTTYTAY

TAGMAAAAAWTYAWAATCWVTAGGATAARTGCACATTTTAYTTTWTACKTTTCATATTRTRCAASTTAAYTTTKTWAA

TTTAGKCAAAGGAGYBTATAAASRATTTCAGGGCCTGTKGCTGGATTKGATTTTAATTCATTYTGAAACATTSAYAAG

RCYCTSKTTGTTGTTKHTKTWAACWSTGGTTTATCYRTATCAGCAAAARTTTAGCCASKGTGASYRSTAACTVTRTGA

ATATASTTCYTAAYATTRYTGTMTATATAAAAAYATKTATTAYYYYASKTAATRTTAYTCYATATAARATCATTTTGT

TTAAATTATTAAGTTGCCTCTGAAAATCTGTASYAACRAAGTAGRAYAKGTCRATGYATATAAATGCMATWATTATGT

DTTYTTYAGWTTAGGCCTATAAARCVTAACRTTGTGGTGATTTTAASYTASAGAAAMTATTTYVTAGYRWGKTAATRT

AYATGCAKRAAMYRCAARAATATTTAAATGATARDBTSATTGAAATAGATCAWTTTTTGTTATTTAGGTRTAARTCAR

http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=441801072
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=430026480
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=434145051
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=433149528
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=427541945
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=427541945
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=418266480
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=418266480
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=441603223
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=422040860
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=433399931
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TTTTCRGGRYRTATGTGAARAGYRCRATCTTYAGRAABTTTCTCAARATAGAACACAGCTKGGAYAGAATRTCTKKAA

ATATATGCARTTTTCCARTTTCAYAWGYMARATSATAYRCATAATATAAAAYMTAGYRKTGWHAATTATAATGATATG

TAATTAYATATTTCACRTTAATATATTTTATGCYCATRDCTAYAYTGATTTGGGAAYATATAYGGRTMCTAATTATGT

TAGGRTTCAWWYAATTCCYTGRSWRGCACHAGTGCTAAAAATTWCTTVTATGAATTAYTTAAYATCATTRCAWRTRAG

AYGTTATTTTARMTTTTTTWAAGTTTCTGCAARTRTGTTTATTATGACTTTTTATTTWTATRTGATTRGAAATAYATA

TAYTAAAATYYCAYRTTACCAGTTTSTTAACCAMARARACCTRAAAAATTSCCAYAGTTGATTTGTTAYTTCTRCYTB

GSTGCATTTACAAAATARTMATATTTTWRTTATGAARTTAAATATWSRTTTRTTTATAGCTASTTCAGAAGGCTCAGR

TWATTTTTTTCTTYAATAGCACMGAGTCCTCTCAAGGTAMGCACTGKGCRRTTAGTATAAACBATTATTCCBCATGTG

TACATGAKTCAYARTTTGTATTGTRTTCCAAGTGAAYCRTAGCCMTTTCARAAATCMAGACTTAYATTMATTTTAMTW

CTTTGAGTACTCTTSAATTTTAGAAAGTCCATTAYRRTCCYMASRTAGCAAYAACRTAGCYTATTACBRTCBMYGWTG

GTTTRCAGATCTRTTATTCCMYRTTAGTTYATYACTRTCWACTAYCATGRTRGAGTTAARCTAARCMATTTTCCCAAY

AWATGAAAAACTCCTRTTACTRARKTSATACAARTKGTATCAAAAATACTTYYTTAHAGCAAGDTTCAACAGTGGGCC

YARTGCTTYTMCASTTYTTCWRAAGNCCTTGGAGARACAGAGAAAATCTCAYKYGCCTTCTGTRCTAAAACATTCTAG

GCYDRACTAARACTGAAACTTCRTRGTAGAACACTGTAGGCYAGGGGTRTTCAATSKTTTACCTTCCCTGSGCCACAY

AGSAARAAGAAGAATTRTCTTGGRACACACATTAAATACACTAACACTAACAAYAGSTGATGAGCTWAAAWAAAAAAA

MMAACTCATGWTACTTTAAGRAAGTRTATGRMTTTGKGTTGGGCASCATTCRAAACCATCCTGSRCTGCATGTGACYY

TBRGDCCCACAGGYTGGACAAGSTTGCCCYRGCTCCYCMWYCTGCTGCAMAGCSYAGCCTGATACAAAAACCAACGTG

ATAAAAAGYTTYTVTKGTGMTTTATTTTGGCARTTTWAGTTATRTAAACAATSGGTACAGTTTCAYTTTSTMAATATM

AAATKWTTMCATTGAATATGWRTYTTTRAGRCAAATTATHTGAATTYTRATTCTCRTATACSTAACTACTAAYRTCTT

YTYYRTTTGTTGYCCARTGAGATTMATCMACCTCTTAAAYACTTYAYCATCAASRARARCARTTTTGTATTTTAAAAT

GAACCCATCCRCTTYCATTCAGCTATTTKATATTCAGGCAYCATCCTRARGAAAGRAAGDTTCTGAYARAGATTAATA

CAGATGGAWAAGTAGTRRCAARAAATCAAAAAYTGCATRMAAKTSKRGCARTRAMSTGTTMAATTAYGGTACARTTAC

ATTCTGGRTCATCASGTATCTGAAGAMTATTYSATAGASTGTTRAATGATTGCATTATRAAGTYAGGTKTTTTWAAAG

CWAGATTMCRAACARTWAAYHVTTTCYCYBTCYCBCTYTCTMTCTCTYWCTSTCTVTCBCYCWCAYCAAATTAGTTAT

AATGKTTTCYGCAGGATGARAGRGGTTGSGRAAAHKTTTSGTKMWAYTTAYTTTCTTCGTYTCACTTTYGAGTTYTCC

AAAGTGCTRTGACCRTMATSAGYAAAAYRYACATKKCCAAAGCSTTTGACVBACRGTAASARTCCTACWCARYGGATG

AACTRAGAGCTTMTCTACCCTTAGATGGGTAGSGAGGRAGGAAAKACARGGARACTGAGTWRTTTARGTGTCWTAYDC

GAGAAYRTGGCWTYAAGGTCTRBGAARACCTGCGAGGGCBKTGACDTCAGASTGTGAAATGCMMGYYAKGTCCAKTCA

CCAMGAYGTTCCATTTTAAARYCCATARATCCGTAGVTRTACCTGTTTMCAAGGTGMCTBGTGTTAGRCCWSWGGYCA

YWGCACTTGGNGCCCTTCTBGGRATSTCTTCTYYNYGCCCCYAYYAYCCCMYCCYACAAGCACACYCTAGKMCCCTCC

AATCAATTTSAGGCAKGTCTYRCSRYMTCYGGAGSCACGCTSKKGKYGCAAGGGCCCTGRACCCDAAAGAGBGCCYGC

CBRGNGACARGAGWTSAGAKGCASGSTGCYYCYCYWSTYCTCAGCCYYMAYCATCCTHCYCCWRSATCYTRACTTCCC

CWCTMTCYCAATTCCTAGAGRMGYTGCGGATCCCAGAGGYTTAAYTGGCARCTGKAAMRAGGTMCTCCAACAAGAATT

YRGAYGYTAGRTCCAATTAYCACTCCMSCGCGYRCACTTTSCBCAGGARCGATGTGRTSSSTTATCRTAACTGYGGAC

CTGSGGTWCCAYGTSGAAGACGMYTGGGATTTCACYRGCCGCRGTDGGRRTGGGARCARACASAGTYTGAGTGGGBTT

AGTGGAYYCSAGACRAAARRCAGRACMYSACRGAAGKCAACTVTGGGTYACCTCTCCRSSTTGKAACTDGCTAGSHCT

TGTTTTGGMRGRGATGGGTAGATSAAAAGTGASTCAGRGTTASCCSGAGGARCCAMGRGRMAAKTRCSCYTCKGAGAS

TCTTGACRGCSATTTCGTTMSYTTCCAARMYAGAYGGANWCCMARGAGTRTTGAAARVSCASGACTTCCCTYAGTTTC

TCCAKMTGGSGRTGCAVGATGDTATAGRVAGTGRCCSGTMGTAKTTTTYCAGTRAYRATRTCTSTCCATTGTTTTCTT

CWTRYRTTGCARCTTYCCCCABRTTWGAAAATTTYCTTTTCAAATGAAATCATTGAHWRRAAWWAAAAAWAGTAAGTA

GYTADWAARMCARGATCARTTTCCATGACRGTARGYCAAYYGATGRAGAAMMCMTKGGGWATTAATAAATGAAGDATT

KGTTTGGTARATGATAAARRGYCCTYTTAAAGGGTSTRACTCYTYCTRGAAAAACSCAYYAACTTGGSACCGCAACAG

ATTTACYRTATYMTAATTCATKCTRTTTTAATGTGTATTYRGSAAACCCACATGYGTTTACWRTTKTCGAADCTASCV

AAYGTCARTAGSRTTWTTYTTCTDTTTBTTGAAYGTGAATCTCTTGTACRMAGCCMTATAAACASAAKAARTTACARD

AATGATTTTAARTCACATRCAAAACCAAYRRTAKTGCYAGAGGAGRGTTAGTCAAGGAYGGCRTTATGAASAAAGYGA

SRRAGAATTTCCAAARARCAGMAHGATAGGGCTHGSTGGAYSAAAGAASSWTTCYRTCTAAARGRWATGGCARATACT

TAGASTCTCTGAACCCACTGAAYCBYGGACTATTTAACTAATATYTGTAGTTCCAGATAYAGCACRGTRCYTTGTACR

YARYGGTATTWTWAAAAAWAYRGTGCCYYKKAGATTTTTTTTCAACTTTWWTTTRRGAGRAGAGGGCRCATGTGCAGG

TTAATTACAAAGGYATAYTGCASCRYGCTGAGGTTTCGAVWAYKACTGAATBTGKCMCTCRASYAVTGAGCACAGTAC

CCACARTRGGYAGTRKTTCARMCCTYGCTBATKCCCTTTCTCCTCCRTSTAGTAGTCCCCARTGTCTRYTGTKMTCAT

ATTTATGTSCAATTAGCATTTBTTTTYTAAAAAGSGTGGTTGAAGAAATTCTCASTGCTTGTCRGTGTCTCBCAGWGC

ATTCRTTTAATTMRTGAGSCCTGGARTGRTRGYTTCATYTGGGCRSAACTCYAYARTCAAWAAGAAGTAAWAAAARRR

AAAAAAAARTRAAAGCCRTCRASTRCRGGAYTGAAATTCCCAAAGYATYAGAGGWCCTTTCAAAAAATRGYATGTTKA

TTTTTMRTTTTTATKACTTRTTKDCTTTGTTCATSAAAATRTAAASATGTTMTCACAAAGVAWYTTTTAATTCAACTA

TTTCTCAGTTTTCTCTYTCACCTTCAAAATAARAYATCWTAARTYRTYTAAAWRRTTGTGAARGCAVTAGGATTTTTW

TAAGAGAGRAAARTTTTAYAGAGGTTYAGAAWTACAKGAACMAARMYATGTARTCTCWTAAGCAAAYKGAAACTAAYA
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AAATCRTAYMATCAAKGTRAYVTAARTAAAAAABYYTCTGCTTTCTTAAWTGAATTATGTSAGTAACTAGAAATKTTW

AAAGTATRGCAARGSTTAACARCAGCATTATTAYCYGGGCTKCCTTTAAAAATAMRTATTTCTGGGRWTCRCDTTCAG

AARATTTGAYTCAGATTTGCTSTGKGTYCCAGAAATCWGCATTTTAAATAAACACTTGAAGKAKATACTAWTACARGT

GGCCCAHTGRGAMACAATTTGACAAATRYRACCARYTTTAMTTTTTAAACCTYATTTCYVCYKCTTTATCTTTGAATT

RARGTCCARGATTTTAGGTAAGATTWTARGTTTAGASTCAGTKTACTGGATCCCASGGARRARAGWHTSAGTAATCAG

TGGAGGAGTTAYTTCRCMRARTGAAGGAGACCCTTTATTATTMTGYGAMCCTTTRTRYGAAYTGGAAWRSAAKGTCTT

STAGATACCACAWTTTTACAGTCAGAAMRTAGTTTGRGAGRAAAAAATRYAACMAGATATATTTRTGTTTTAAMGYTT

ACAGAACBMGMCAGARAATTTYCACATAAGCTRTRTAAGATWHRTYRTMTTTTWAAAACACYATATACMCWTMTTTCT

KTYYRKGCAGGAWGWATGGATCTCYSTSTSTSTSTSTSTVWSTCTSTSTGYGTGYGTGTGYGYGTGTGTGTGTGTGTG

TGTTKYAAYAAGRGGTTTCTTTCATTTTATGATCCRGACCAGGCTBGTAATAAACRTGWCAMCMTAAARTTATGTAAR

AAAGAAAAATCAAAGCWCMRGKGTTTCACAGGYTTAACTTAYRSTYATSTAAGWTCAGGGCAAGATKGCRGGMARATK

TAGCCATARMAGARTAAARYAYTTRTGGACAAAATGATKKRTCTTYATRTCTCYGTAAAAGYAYRGTGATKGGRSVSD

AWATRYAGRYGAAWAATRTAAGCTWAAAAGTAAHAVTTATDAGRAAAACTWAAATATYWTDMCKKTCAAATKWTMRTY

TTTCTGYTTTTAAGYTAAMAKTTGTCTAATATTACACBAGTGRCTYTRCTRRTGTATTAGGRAAAAGYKTRTTTTGCY

TTCTTTTCKCRAGTGCCMSCATTTTCTTGCTCTCATTCTCTTTYAGGSTGCCAGATCATCTKAYKSRGCARTKGTWTA

ACTCTCTCACCSAATTTAAAGRAABRGCAGYTGTCTAGAGAACAATGVMTYCCSCARYTGAAYATSTAAYTRTTAAAT

GTCCRWCATYRGACACTTTSMATTTTACYCCRWGCARTTTACATGCTRARTAGTTKAAGWTGAATRYATTATMTTTMA

CRTTTAMTTTTTRAAAGCKTDTTGRAACTTTYTTCCTAAATCACRTRRTAAARTTAYTGTTTTCTTYAAAAACAATTA

GGAGGAGCTTAACAAYRATAGGWCAYTTCAASTTCCMTTATCTAATTYAATTATCAYAAYATCCTTWYGTTTTYADYR

TTTCRTTTTTTCATTTTGTAGAKSTGGAGASTGAGRCTYAKAYASGTTGCATRGCCTACCAAAAGTCATTRACKASTA

RTTCAYATATAGTTGAACTTGRTTGYCCAYGGARYGSTATAAATRYRTATWTGGTTTCAGTTCCATMTSYTTTAGTKA

ACYATTATTYTGAAAGTYDYTTAAVCCMTTTGGRYCTSTACTRTACTCAAGCRTYAGCYRTRTRAGTCACAGTRRATA

TTTATTVRTTGAAAKGWGGWTARYRTCTTTCAARAATTTATKTTTTGACCAAMRTAAAACYAGTGAAAAATTCKYATR

TGACTRTAYATRTAAATTAYTTATTCCTRYYTTAAYWTAAAARYRRTAASTGGGATASVYRTTCACCAGCACRGGAAS

YACTTSARGHVTGCAKTKGAAAGATTACTTTCTKTASCATTCACRTGACCTRTGARCAGATTYTATTTYYTTTGCTTA

TTMRCTGTCATGGTRCCDGARTGAASYATGAGRAACTCYYAGWGCWTTCRTGTTCYYATCTGTAAACCTGAGACCSTA

TGGTAGTCCYRTMATAAGAGGTAGATRAAAYAGTATGTGTGAAGAGTCACTGTAAACWTTTACACAGTGTAYRTYTGT

CAGTTATTAYRGTRHCTARTTAAACTRYGCMSTTARGAAAGCAHRTTRGTTTYTTDCAGTAAATACCTACTTCATKAT

AATTTKTCARTRTASCYAGAWAYTTCTAAACTMCACTTTAAAAAKATACRYATYATAATAAAARTAYATTTWTRTATT

CAGACTMCTRGTATKTTYCAAGSTGTTAGGTAAAATCASYGTAAWTTTGCATACKYTTAAATTCACAYCKGTRCAGAA

GATCTRTATGRTGRCCTTTAVGGTATAYCTCTAAGSTAKTCYASTATTCATAATCATTRAAGAGWTATTAAGYAGTRT

TTRTGARCCCCTGTTYTYTAAGACAGRAAATCAAGDTAGCTTTAGAAAACTRGAAAAAAWRTTAYYARTCTATCTVTC

TAATAAYCCRGAATAATAATTTSCARAKKARTCACTGAAGATAASTRKATKTYTAATTCCTTCRGAAYGGTTGTYASM

DYCTGRATATCTKAATCAMYASTTYTGACCRAAAMAATTYWCTAAAAATTMTTTAGTRTAAAAAATTATGTGTGTRTG

TGTSTGTGTGAYGAAAGGARTGATARGCAGAAACRTTACTGTCATCYWTACRACATTCAAAATGCCTACCTTRGAGGG

TGAMCTTCAGTTATTTTTATGCARATGTRAAKAAKTTATYTAGAAGTASGRTATCRAAGAGTAACAMAAAATACACTA

AATASTATGCTYTCTTAAGRCTWAATTGACTTKGGGGTTTTAAATCRGTACAGARTAAACAWACAGKRTATTCTGTTA

TCAWTGCCTTTTTGARAARWTAATTATGGAWGTTATMATCTTAAMYRTARCAAYAMAAAAGAYAAAACTSTACYCTCA

ACCCAGARACYCAAARGAAAACAYGAGTGGAAAYGTTAAATCTGTAYGYGAARAGTGCTAAAACATKAATAGGAAGCA

GTTACTYATTTAATCARAGTTGATTATATWTCATCAAGAAGTTGATTCCCTTGARKGGARTTGAATYRCRTATCAGRT

GAAKAAWGTGAYTTGGGGARGAATGGTCTAACACAARAAAATTTTCTTGCAATCTTTRATAATATCAGAGRGVAGAYT

GGCTTCAGAAYTCTCYTAAGTTCAGGAAASGACACAGAMAATTGAACRYAACASTARRAMKRTAGARTCCCMRGAAAG

CAAGSWACYTTTAMAGGRTAGTTTTYTARAGGGRYAAAAGGGRRAYAAMCATTCWCCWTTTSRTGASRAAMGCTTCCA

YGTAGATGKTKCCCCTGMAATTASAGTRYMCTAAACCMGTRTTAAACSYATCAGTGAAACATGAATATTAAACYTYCR

CTSCCAGDAGTGAAAACYRAATMSAKTATYRTTTATCTGTGAYTTTCARCWKTATYTCAGAACTCTAAMRSCAYATGY

RTACMTCAGCAGCRTAMGCAGAAATKAGATAYTRTATATRHTTRTGTTRSCAATTAAAAAGGACAGCWTATTTGASAG

RGGAARATCYGTSCTAYCRAKAATGAAAAARAGGGAGKTWAGGAAAAGTAGTTTAGAKAAAGTRAATTTTKCARTTCC

TCMGTTTTAASTRTAGTTTCTYCRTTGTACYTTCYACTTGAAATGYACTCCAAGCAGTRGAGGTGGGTAGCWRTGAAT

GCAGAGGRAACAYTGAACACAGTGAYAYYCWSCAGTGTCACYWCTCRTGATTTRATRAGRGGTTKTTYTTGGRRAYTY

TTCTKTCATMACAYGGGAAACTTYGTTACAAAKAARCTGTTTTTTCARARGKTTAGAATTCAGAGGTAGCATCRTACC

TTTTARAAGRGAATTTGCTTGTTGAAACCACAGWYACYTGCTAGAAWGTACAGGAABTAATRAAAAATTACTCARAAG

KACATTTATTYTGATGACCTAAATGAATAACTTCATVGTAAATGTCATRTAYRTTCTYAAAAMATTAAAARRCACSRT

TTWTTGAGAGYCTACYRTRCAYMBDRAKTTTKAYRTDTCTGACATTCTTTATTSCTCAMRGTAAMYTTATSGGRTAAA

TTTTATTTTCCCCAYTTTGTRMKGTGAGGAARTAAAGGCTCMGAAARTTTRMRTAAMTTMYTCAAGCCCAYAGAGCTR

GYAAAKRAGAGRTCARTTYYAHSTGARTTKAAAGACTAGGCTTGTCYCAYTTRCRTAYGTGTCATTYCCAAAATTAWG

ATTAAGGWTRTVGYTGGCATTTCCYRCCRMMCACATTAAGTCCRATTAARWAGCTGTGGCCATAGAARGARTGRAGRR
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TGGAGAGAGGAACTGASTTCAACAGCTACRGCAARCATTTATTAGCTGARTAACCAYAGCTACATAGTTCYTCARTAK

GTACCAYTCCKCCATTTTGTTWTYTAYAAATCARAATGRTRRSTTTYYAAAAAGCAGTTTTRCARTATATTCAAVAGC

CTTYTACYCTTTSAAAAACTRCRRTRCTATTTTTARWRGCARTTAGAARCACCTTAAATRTCTRAYAACAGGGACATC

ATTWAGTMAATTATAACTTTTTCCAGTGRGATKTSTTACASCTSTKRAARRTARMRTTTATGAAKTGTTTTTSGAGAM

GTTYGGAAAAYGCTGTAATARGTTAKRAAAMGCTYATTTCAAAATTGCVTARTRTTCACARTRTAAAGAYKAAGCAAA

GAAARAGGAAGAAGTATTTCAAAATGTTMRTAAYTATTRCTTTGTGYGRVRTAGTTTTTCATTTTSYRYGTGCASSTA

ATTCSTTARKTRYTTKTAAVTATGTGRGCTBTAATCAGGARAGCAAATCATTMAMAAMTGASGGSACTGAATTAARYG

ACTTTYAGGGGAYWTTGCRTGKCTTTGAGTYSCRAATTTSTAYCACTAYGTATTACTRHTGAAGAATRAYCAYAGAAG

CACAGTAGTTYCTGARAATGRRGAGTCAGTRATCTTGGCCYAGGTTTTGYAASTTDCTSYAAAGCARASTCCTCAAAG

AAARGGRAGCAYTGATGAGTTGTCCACAATGWACTVGATAAATTATCATTARGAAAACATATTGTASTARGGAGASTG

AGGACYTCTCAAACASAACYGRGAAMSTTAMGTWTGAACTTTTCTTTTCCTYATTDMYTAAGCRYTCTGARYYTTTYT

TTTTDTYTKYWTTMTGARGAAARARTAATACTYTCTRTSCCDTGGGAVAGYTGYGGAATTAYAWATYACDCRTATAAA

ACTGCTTGATGCTTGTCWCATAGCTGGGGRTKGAAAAAATKRTRRCCATTATTTTCTTGSCAACTTTTAATRWWTTTK

TYRTTATYTCTATTTSYTTCTGCCTRTCTCCTCTRATTMTGTTTATTWCTTATTTTVTTYYTCAGGMWGAGGTCAATT

MTCAATAWCTGTRSTGTACMTAATAWACATATATAYMMAATATGTGYATATASTATGTACRTRYRTRCAYACTSTGYT

AATYTTTTAGYGTTCWYAGMTRATCAAAYAGCTACAAAYAGATRYAAGTAATTCRCCACWAGTAATTTATCMACATAR

AAAWWAWTTRCRAARAMRTTAASKAATAATTGTCTCCRTRAGCTGCAAASAYMCCTCATTTCRCAAVAGTACACCCTR

GAGATRYTTTMRTAGTAAATTTCTCACATAGATTTAAAATCACATWTGTTTTGCACATAATTTAGAAAAGWTAYCTGC

TATATRRTAMGTMATRTACTTYTAAGTTTCCTTCARAATATTMTTGGGAARATGATAATAGKTACTKCTARTTCYATA

MCCAGTTMACATTTTGGAMACTAABGTTGRMAAYTGKSACTWAAYTRTAATTAYGCATTAAATCTMMAACACWTCAAA

KAAYTTTGCATTYTGTACTCCTTACTAAGATCSAGTTTRWRTAGGARGDTRAATTTTACAGTAATWYTGAAKGAGRGA

RGTTGGCACMGAGTTTSTAAAAGASTACSTTCCKTAYRGCMAATAMTAAATAATTGTGCTATAWTKWATTTAAYTARA

TAGAGAATWGTARAARGSMGAAAKAAAYATCCAATGTTTTGAAACTTSTAGAGMTMTACTCCCAGRRACMCVWTGYKT

TTTCYTAGCAWATCWGTTYGGASGTCTGCTYHRCTTTCTVAGARGTCTMYCTTTCAYGYTGAAKCTATMTTTTYTCCT

TGTGGAACRYAADTWRTTAAATACCTTGCAATTATTTRCCTAAGAAAVTGYTTCTTHCCMDTTTAAAATRYTCTYACY

ACCCWCRTTGGACTHVWTTATCAGAATTTTTATMYRKRGYAGCTTCAGGARCACTTTGRCAHTWCRGGGCTAAACCRC

ARTCKGTKTTKACMYGTTTGTGATYATACCYRTYTTGTARATSAARMCRHTSAAGCTAKWAAAAAAAAAAAAAAVYCA

TTTYTTCAGGGTAACAAAGTAGGTGGTAGAWSTRGGAYAGGRAYTCTAATTTCCTWACATTATTGCTTKTCTAHATTA

AARGRATRCATGGAATTRTTYYTCCATTGMCTTTGCMTKSAADTAATTATSTRTKGCWCCCAACRTCCWRTTYTAGAW

CTCATCTRTGAAGGCYTAACAYWRSTGTACCYGGGAGCKCYATTACAGRRCATRKATCTYRCTCTCATAAGCTACTTC

CKAAGKAAYWCTCTTTAATTATGGRARYWTTTYCAGACWSTDAWATMBTTTTTTCSYGVTAACACAAGTGTGAGRTGT

CATTTRTSAGAATGCAYCRYCCCAGYCTTYCCTYCTCARATRATTAYTGTAGSCYCCACTCRAGARYTCATCHCAGTT

CAAGACCACCTTCCTCCTCCAGAGAAGCRWRTATATATAYAYRYRTATATATATATAYACAYRYRTATRTAYATATAY

RYDTRTATAYAYATRYAYRYRYRWATATATAYAYACAYDTRTAYRTATAYAYAYRCGTRTATATRYAYRYDTRTRTAT

ATAYAYRYRYRTRTATATATAYAYRCGYDTRTATATATAYAYRYRTATAYATATATAYRHRTATRTATDTRYRYACAY

RTRTAYAYRTRYACRYRTRTATATATAYAYAYATTTTTTTTTYTTGAGAYGRWRYCTCNCTSTGTHRCCVAGGCTGGM

RTGCAGTGGHGYKATCKCRGCTYAYYRYAASCTCCRCCCCCBRGKTTCACGYCMYTCTCYTKCCTCAGCYTCCBGAGT

AGYTGGGAMTACARGYGCYYRYCACSTCSCCTGGCTAATTTTTKGTATCTTTRKYAGAGRKRGGKTTTCACCGTGTTA

CCTAGGATGKTCTVSAWBTSYTGAYMYBGTGAKCYNYCYGCCTYRGMCTYCMWRARTGCTGGGATTRCRGGCVTGAGS

CACCRCGCCTGGYAGAGAAGCAAATATAYTGATRSTYGKTACCAATACRTGCTSTTGDCTAAGAARSCTTMTTTCTTA

ATTAATAYTGAYAACTTTAAGCSRAGTRCCTKAMATATATTRRGTRCTCAGTTACTCTTTTTCMACTAAAGTTATRAR

TGATGATTCTAATAAAAGTARCTTVTTTSTCTACTADTTTTATYRTGTTTRYTTAAWTCATTAGAARGGCCATGGRCA

TAGTACAAAATTCAAACAATABAAATCRTGKAATRTGAAAAGTAAGTCACATGCCCATCCCABTTCTTCATTTCYTTA

CCTYACMGGTAASAGCTTTTCCYGTAYSTCMCCAGARRTRTTCYRTGTATATTTTGTTTTTAACAYMAAGSTATATTT

AAAACAATTATCTTTAATARTRRYGTTAATATTGAAACTGGTWRAGAAATATGTGTGTRTYATMTCACCTSAADYVYA

AACAATASAACAARAGAGAGCCCATTTTGAAAATTATGGACAATGAATCTAGAAATWVTCTCAAAAKATTTYRCAGTC

AAAAAATWGTTCATTASATACAYRASAACTGTCRSTTGGTCTCASYGTAGMGCTATTRYYTCARMYCCCTYTATTTTC

CTAACAAAAYCHTCTTGYTTRTCCCAKGAAAYAYRTSCATAWTGYCARTCCTRCAATGCCRYRTCAGAACCAGAAYSC

ARCTCTGKAACACTRCCTTYTCAAGTATCTTTCTKTCTCTTTATGGTAATATGTTGAAYTWATATTCAYATCTRKTAY

GACTASTCYYTSATTTDTAGSGTTGSTGAAGYASTARCACCACTSCAGGKCTTTCYTTAGTTTAAAGRRRGTAATYRG

GTRKCCCTACTGTGTCATGATCTCYAMYYTCWGCTGGSTTCWCCAGTCTGGTTTTAARRARYAAARCAAAAGGCTTCY

CTGTCTGAGTYTYAMTCAACCCRTCCTCTCTAYYYATAAGARGTATTCCAAACCTTTABGATTCTCRRAYYTCCTARS

HNAMCRTCTTATTTTCASTYTGCAARCRAKCTAACCTMYTYATTCWTDSAWGGAAGTRYCTCAMCTTCCTYCYYRYTC

TGABMTTTTCTCCCTCCCAMATCTRTGTRTYTCTTSTGAVAAAATCTATAAHCACHDCTRTACTYTGAGTTCYATTTC

TTCRKTAYTTTTGAGGGRMCTCAVGTCCTCARAAATATCCTRTCTTGYYTGTGTACTTAACTTTTCTTTYATTVTTTT

CTAACTTKHYYTTCTCTTYACTTGGCACTTGCCCTTYCAGGTATMTGTGTKCTCAGGTCTCCTCCACCTTBCRTCTGC
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CTCAVYTYRTGGCAYAGGGYCTTSAACYATCAYAASCAAGCTRKGAAMGAGTRGTCAAYRCAGTGTCCCCACTTYCTT

GCCVTYCYATTATCCTAGTWTTTCTTTTGGYTCTCTGAGGAGTCMTTCACAGRSTGGTKTTSRGGAATAARTCTAAAT

GAATYRMTTWCARTTTTCCTAAACKTCYRTGYSTTTGYACATCHTYTTACCTCTGCVTAGAATATCTTTCTCCTTCBT

TYCCRTCTTTVARCTCTCACRTCRTTCTTCAAGACTRGGDBMAGCYCTCAGCABCHDGAAGCCTTTGCCTACTASARA

CWAATGRRAAKRARTYTRKTCWCCTTTTCATTTTCTTKYAWMRYTCTGTGYTTTMTTTTGCYCTTCTAAGAGYRTTAY

RTRCTTCMTTTAAWCCCYRAACAACYGTTTGAGGCAAGTACMRTTATTATCSTAADCAWGCAAATGAGAAAACAGAGG

CSCAGACAWGTTSAGTAACTKYGATAAAAGTTAAAGAACCARTAARTGGAACASYTGARGTTTGAAYYCTGGCAGTST

GACTGYAGAVATACTATRTTWGACCYACWYCCCTCTGCCCCCACCCCRTGTCTGYCCTTAKTTTCTGRGCWTGTTGAA

TRAATGAACAGSTRRTAGTCTTTTTTTGTTDTAAGACTGATCAGAATTAAGRCWGVTTTAAATTYCAYRTGKWGAATT

TTCRARACKGCAAADGCAGTGCAAATSTAARAAAAGARYGGCATTCTCAGGARAGASGRRAAGTAMRTGTRAKAATAA

TAATRMYARTAAYSAACAAACTTYAGTAAAWTTAGTAWRWRYAGTAAATKTTYACATTAAWAGCTTTTGGACRYACAT

TRTYRTATTTTATGGMCACATGAAAWRTATTATWATMCMMTTTTGYACMYASGAAATCTGAGASTGGYRTAAGGAGCA

CAGMGATCCAGKAYTTTATATTTYCWTTCTTCTAGGATTTYRCACCTCAGGTYRRTAYGTRTGAGTAAACWGGRAGTA

YAATGGRCTYTYTAACAGRAAARCWAGGRAAGTTTTCCCACTRTTATTARTTATTTACRYAATWTTYTWTWAAKTTYA

TTATTATTTMTAYTTTAAGTTTTASASWACRTKYGCACAAYRTKCAGGYTWGTTACATAKRTATMCATGTGCCAYGTT

VGTGTGCTGCAYCCRTYAASTCATCATTTARCATYAGRTATAYCTCCKAWTGCTMTCCCTYYCCCCTCCSCSCTHCRT

AAGATTTATAATGRRTAATGGACTTMAATYWYTAGAGYAAAATGGCYCYACCCAAGKATGCCAYARTCCTTCCAGAGC

TYTRYTRCAARATAYGAGATMTACATRTSTAAAACTTGTTYTYSGTATTTCCAAAGCRGKCAASTYTTASACSTGTTT

ATRATGCATCCAAATRTTGTTTYTAHATGKTTGCATCKYSCATCTTCWTCAYCAATAGCTATATATRTTKTTCAYARG

AGCTGAAAGAGTTYTTSATGTAGGARTCCATRGTAKAGTTTYASRGRAATCYSTGAATTCACYGMAARTWYYATSTAG

AARTACATGTGYMARTGRAYVCATMTKTTTWWAAAAAWWKCATYACCWACTTTMTTTTTTGARAAGAASKTRTTTAYT

TMAACAGAYTCTTGAAGGRGCCTACYCTTYCCAYTCTCCCACCCCYATTAAGAACYRYTRTARGCYDGGCACGATGGC

TYAYGCCTGTAATYCCAGYRCTTTGGGAGGYTAAGRTGGGTGGRTYASCTGHGGTCAGGAGTTBRASRSMAGSYTAGC

CMWMAYARTGAARCCYYNTCTCTACTARWAATACAAAAATWAGCTGGGTATRGCRGCAYKTRCCTGTAATMCCASCTA

CTCRGRHGRCTGARGCAGRAGAMTTGCTBKAACCNRGRAGGCDGAGGTTGCAGTGARCYRAGAGAGATSGTGNRGTGC

YATTTCACTCCAGCYTGGGCAACASAGYBAAACTBMATCTCAAMAWMACWCACAAAACAAACAAACAARAARAAAGAA

CCRTTRTATTARTRRTGGAAATRTGTTCCCTCCYTCCCRTYCTGGCAACCACTTBCTTCCTCCTCCATCATAAADTAT

CTTAAACYAWACTAAAMTAATTTTRTTYATYSATAGTKTGAATTTTCCCTATCAYTGCTACACAGCTARTKGAGAGRT

ASYCSDAGGAAAATRYAAATGKYACAGTARTGCRYTGYAGATTTTAAKAACATACYTGRCATCCCWAAYTGKTTTMAT

TSGCTYCRTTTTAAAAACTAYATRTTTTAAAATCAAGVASACAMTAMAARTWCAAGATAYRCTRGVTMTRCAAGGKTT

AAGTCRACCAGGGRTTGAAATDTAACTTKYAAACAGAGCTGGATTATCYAGYAGGCMGATTAAGYMTGTRYTWAAGGC

ATSAGCAAARTCTGAGCAATCCATKTTYTAAAAHGTAGTACATGTTTYTBATAAGCTTARRAAGTRGTAGTCACAGGA

AMAAKKRGAACTTTYRCCTCCTTGCSCTTRTTAYACTCTTTAGTGCTGTTTAASTTTTSTTYGYAAGTGAGRKTGRKG

RAGGGTGCCCATAATCTTTTCAKRGAKTAAGTTHTYCTTGGTCTTTCKTTCTTTCTTTCTTTCTTTYTYTCTTGAGAC

CAMSTTTCGCTCTTGYCTCCYAGGCTRSAGYGCARTGGCKYKATMTCGGCYSACTGHANCSTSYGCCTTCTCCTGGGT

TCAAGCGRTTCTYCTAYAKCAGCCTCBGAGTASCYKGGATTACAGGCDYRMKCMACCAARCCYCGMTAATTTTGTAYK

TTTTAGTAGAGRCAGGRTTBYGMCATDTTGKTCASGCTTGTCYCGAACTYSYGGCCTCAGDTKATCCGMCTSTYTBVK

CCTCCCAGAATGCTGGRATTATAGACRTGASCCACYGCATCCRGMCTTTMYTTTYATRTAATAGTKATAATTBTWTYC

AAAGCWTTWTTTTTTTTTTTKTTGAKTHGKARTYTYATTCTKTCHCCCAGGYTRGWRRGTGGTGGCGYGATCTSGKYT

TACTGCRRCCKYTGCCYYCCGRRTTCAAGYGATTSWCYYGCCYYAGCCYCCTGAGTAGMTRGAATTAYACABGTGCGC

CACCATGRCCAGSTAATTTYTBTATTTTTAGTAGASAYGSVKTGTCACCAYTTTGGMCAAGCTGGYCTYRAACTCYTG

AYSKCAGRTGATCTSCCCGCYTCGGCTTCCMMRAGTRCTGGGATTRCAGRTGTGAGCCACYGSRTCCTGCYMCARAGY

AKTTTCTTTCTATRCCTCARAACAAGAYTGCAAGCCAGYCCTCAAAGCVGRTWATTCAAGARCTAACAGKTATTAGBT

TAGGATGYRTGRCACTGTYCTTAAGGCKTAYAYGTATTAATAMAWHATTYAAACTCWCAACAACCCCTDTRAAGYRGR

RGRMASTCATATTYCCTTCCSYCTTTATAATTACGAAAAATKCAAGGTRTTTKCRGTAGGARAGAGAAATGTGAGAAG

KVKGAAGGAGACAGGACRKTATTTKAAGCTGGTSTTTGGATCAMTSTKCMACTCTGCTTCTAKAACAYKGAGCACWTT

TTCTGSTCTRGVRMTKATGRYTTTGAGAAKGGAGTYCGTCCTTSCRATRACTCCYWYCCCATTTTCCYDTVTSCMTRY

RRRYAGAATTVTCCCYNGTCSGTAYTAAATAAWYCTCRTCTTTTCAGRGTSTGYTCTTWTACCASGCAMTGTACACVT

CTRAGAAAHMMTTGCCCSAGACAGCYGTTTTACACKBAGGARRSRAARGVRAGRGGAARRAGAGAGCRGTYMRAYKCW

MCARAARGAADCCTTTGAWCTARGSTTTCTRACKTAGTGAAMCCYGCNMTCCTGAAAATCAAGGRTTGARSGGKTAVG

RGGACACTTYCTAGYYGYACAGGTGATTTCRATTCTCGSTGGGGCTSTCACAACYRGGAAAGAATARTTTTGCTTTTT

CTWATGATWAAAARRADAAGCCATRCTTTYCBTAYGACACCRAACACYHCGATTCARTWTGGBAGTKWGGARGSYYGT

ATCKCDGAGGAAGGAAACRSVGCGRKGRYGGATTTCTTTTTAACRSAGTGAASVCACKCAAACRYRCCTTTGMTSGCM

GGCSGRGGARSGCGGCTGRKWRSARGGASGYYGGAGRRYKGTGTBGGGGGCAGRKDGVGAGGAGCCCRGTCCTCCTTY

CTTRCCAAMGCWGKCTCTGGMGAGGGCTGCTYCYGGCTGGTGCYCCSGSGRKAGWYCCAAMYTSGGGCGACTTCWGVR

GWGCCACWKTYVYTAAGTGCTSGGAGTTAATAGSACYTCYTCCGAGCACWCGCTCAYNGBGTBSCCTTRCCTGGAAAG
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ATACCGCRSTMCCTCCAGAGGATTTGAGGGAYRGDGTCGGAGGSGGCYYTTCMGCCAGCASCRGAGGRASAAAGAGRA

RGGGCTRGCTGRKCACYAGAGGRKGGGRCGGRCCGCGTGMSYTCVRCDRCTGMSGRGAGSVVRVGAGCRGGCAGMGGG

CGGYNGRGAGCAGCAHGSARHCRGSRRCGRNGAGCRGCANGGAGCYTTHRGCKRACTRDCTGGSNVNDGCCGCGGCCC

GVDRTSNDGTASRGKVVKKGCGRGHRCTGCYGGAGGCGRNGDBGCTRCYCMACKCACMRARTRGTTACGGTYVGMGGH

SRABVHNKGTGRKYARASGRWCTGCRGBRDGAKCMGSGRDTRRCSGVYVRCHMWGGWGRACSAAGTTYGYRGGGGARH

TKGAATCARGTRGCGCTTYVATYCKCYGGMAAMVGGRGASSCYTCSTSGGRAVTTTTMRRAAVGGRTTYSTWATCACW

RACYWCYTCHHGGMGACRCCCTGSRRRYTTSRGAAGCCRAGGARRRSGAWTGARGAGYCAYSNKCGDRCRGATMTCTY

NAAWGCTGAGADDWYSTSAAGRGSRRRRCRTATTTGTATYRSATGRAAGKAKGYTCWTYATCRKATAYAAARTTKRCG

AACDTTTGGRAYARAAAVRGAKTCTTAAAGARRTGTAARATRTRCYGGGACTRCTTAGCCBSYAATTCAYAGAYACCY

GGAWGGAGYTTATCTTTCTTACYAGGAGGGATTMTCAGTGGAAATMTGTGSTGTATGTTGGAAYAAATATMGAATAYA

AATTYYGATMGAAATTATTYAGAAGCGGCYGGGMGCVGKGCSTCMCGCYTTGTAATCCCTTCAYTYTSGGARATCAAG

GCVKGRKRDATCACCYGAGKTYRGGAGTTCGAGAYCAGCCTGGCCAACAGRTGAAACSTCRCCTCTACTAAAAMTACA

AAAASTAGCSGGGDRTGGTGGCAGGCVMCTRTAATYCCAVCTRCTCRGRMKSYTGAGGCAGGAGAATYGYKTGRAYYY

GGRAGGCTGAKGTTSTAGTGRACAGMGAGATGGAGCCACTTCACTCCAGCCTGRGTGAYAGAGTGAGACTTTGYSDAA

AGAAAGRAAGAGAGAAAGAGASAGARARAAAWTRTTCAGAARMADMTRCRTATTGTGTTTWTTTTTAACYGARTAGGK

CAAATAAAYRWAYGTTYGCTRTRGGAACKTARGAAATAATKARMCRCATYCATGTGAYCRTTCCASAGKTAATATKTA

GTTACCATTYTGGGAATAYCTRCTAAYATTKTTSCTSKTTTACTAYCTTTAGCTTACYYKATRYARTTTATTTGTGAT

RAGAGTTTYSWRTTCSTCRTTTTTGAACAGASRTGYTTCTCYYCTBCCTAYTSMTGTTTYGTGAGGBAGWYRGGGRAG

GAKTTAAAAGTAATTAATACATGGGTAACTTARCMTCTCTAAAATTTKGCCMACAGCTTGAAYCCRGGWGTTTSGSTT

TGTAKTCCYACARTRTCTTARAAGAKASSTTATTTGTTTAAAAACAAAAAGGAARADGAAAAGTGGATASTTYTSACA

RTTTTTAATRGAGAHRGGAGAAKAACATGTAKRAAMRRGGAAAWKAWGKTGGCTTAGARTSCTAASTACATTGGTGTT

TAATRTAGGAMCAYTTATTTATATAACATTTTAAASTAMTAAATTCDTATTAGTVTATTWTCAAATGGATATATTAYC

AAAKGRGTKTAAGCRTCSTACACMTTTTAATTCARTYGATTCRTTTTCTTTTTGYTYTRGMTTYSTRTCATSAWTTAA

ATATTTACATRWRRGTTAYTTTTTAGAWTYTTCWTACTATGAAATWTAAGAAAAMCCYTTAAGRCTRGTYTTATGACC

RAGAYRARGGAMTTCAWTGAATWCAMAARACAATAAATATACTGCRRYATTTTKTCTTTCTTTYYGTAKCTGCADKTT

GGTTKGCKTAYAYTTTCTYTYTSTSTCYTTSAAAAHYGAGTBAGTTTCASTTTYTCAGRACASKATTTAAYAAYCATA

ATATAATTTRVTRTAATTCMTYGATTTAGGCAAATTATGCHRTTTGWRHTYAGTATKAAATGTACYTAMAAATARGTA

AYTCCTCTYTAACAYCRCCATYMTCMAASTRATAYAAMAARTRACARKTATCCTAAAATAAATTGYCTWCTYCCACCR

WGCAGCRCTCAAATTYTAAGKTTSCTRTGACTRCMGAYAGTATTTTAAAATTCCTYTCTGSAAATGBCTTTGTTTCSA

AGATGRTTTAGRARSCAAAGAGBTGAMCRTCTCTTGTTTAATGAACTCTCAWATCAYMAAYCTSGKAAGTGYTTTWST

TWCCTACTGCTRYTGTTRCARATTATCACAWAYGTRTTASCYRAAACAAACACAAAATTATWATTTTACAGTTCTAGA

KATSAGAAGTCAAAAWYGGGTCCMCAAKDTTTCATTCCYTTTSGAAACTCTAAGRDGCARTCTRTTTCCTTGTCTTTT

CCAGSTTCTASTGACCATCAAATTCCTTGRCTCAYGRTCTSTKTATTTTCTCYGTRGMSTGTGCTTSCATTYTTKTAT

CYTCTMTCTGACTGTGAMYSTCYAAWAAAARCACYTGGKRTYATKTTGGGCCYACCCTGARAATTCTKGATAATCTCS

YYCRAGACCRTTAAWTAAATCAYATCTGCAWAGCCTSTTTTGCCACMTAAGTTRATGTAYTAAAAGTTTTTGAKGATT

ASRACRTAGRCATYGKGGRTRGGGGGGCATTAYTSAGCCTACCACARRAAGGAATTTTAGGKTTAATYAAACTAGCCT

TCTTATTKTATACTTGAARAAAYYGAAGTTYTRRAATTGGARARCATTRTGCTAAATGAAATAAGCCARACACAGAAA

GASAAATAWCACAKGTTSTYACTTAWCTGTGAAATAYRAAAYAATTAYATTSWTRGCAGTRDAKWGYASAAYRGTKGY

WACTRGAGCTGRGRRGTRSGAGGAWTGSGGAGATGGTAATCAASATATRAAGSSTMARTTAARATGGGAGGAATAAGT

TYKRYTGYTTTTTTTSAKAYVTGYTTCATAGCATRATGMATAYARCTAAATARTAAATCCCAMATKCKCTCMTYTGAC

AARAWTGYCAAATATTTGAGATRRWGGATMSGTTDCTKAGCTTGAMTTAATAATTHCSYAWTGTRTYCAAAKATCMTA

ACKTCAYATYDKACYACATMAATRTRTAYARCWRTACYATCSCAATATATAMTTTTAAAASTAATAKAATGAAAAAGA

AATTGAMGTTCAACATTYCCRGAAGCTAAGTGTRACTTAAAAGTTTTGTGADAATKYGTTKYWACAAACRAWSAMGTT

BTCTCTTTTTAAMAVTTRCYACATTCTGYGCTTKGATATAMAGMAGKRAHCAAAMAAAAAAWAMAAAWTCYSCAKGCC

TRACWWAATTTCAGGAAGAAATTTCAGTAGTTGTAWCTCMRGRGRAATACAGSRMRTTAGSHYGKDRTAWRAGWMAKT

CWSYCCYTKCCCSTTTGCTRTTTTGCCYRTGCCTCAYAGKGCTCTCTGYCTGTGASRACARCTCMGCMRAMGTTCRGA

GSATATAAYGGAATTCATWGTKTAYTGARSAATKRATRGARAACTSAAGAAGRAAAYTGGAAACKGGARRCAAATKTA

GVGKTWWTTAGACACCTGGGGCTYSTGTGVGKKTMTGCTWGGMGGYKRRSGRGYTCTRMACAAGCTTCYTTTSCDTYW

YVYCDGCHCMYACSYTRGMTYTGACYMYTSTGYTCTSTBTKGCAGVTCATGATGATRSDCAGCGCCCGAGDGGCRDAS

CTVCTGCTBCTCCACVRCGCGGAGCCCAVCWGCGCCNACYYNRCCACTCYCAHCBVACCCNTVCACDMYDCTGCHCGR

BAGRVYTKYYTGGACASGCTRGTGGTVCTGYAYBNNGCCGRKRHGCVGCTGDAHKTGCGCGATBMSKRRGGYVDTCTG

HHCGTGKAHYTVGCTRAGGADBBGVDCCATCRCGAWSWCBYACGGTACCTGYRYGYBRCTNCGGRRRVCACCRGAGRC

ARTRACCRKRSMBNCAYARATGYHNYRGAAKRYCYCTYAGGTRADGACWSRYRAKCKSAKAATTTGTACHCTGASAGY

TTCSRAAGCTSARARYRTKMATTYWCYAGCACMGRARGTTCAKCYYGGGAGACCMRTSWCVKGTCYTRSYTCAGCTCA

YGMRCCARTYGDTGGGAYGRYCTRAGTYTBYCTRTCGCSYTGCBCYGCYAGRGCGKCAAATGGGAAATAATCCBGAAA

HGGACTTGCGCAYKTGAAAKCCMATTTTGTRCVTTATAYTTCCCRAAGCAYRMCACYACCCAAACRCCTACCCTCYKC
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http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=425287594;vf=421821849;vf=686567014;vf=686586754;vf=423990708;vf=681872095;vf=686572832
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http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=425287594;vf=421821849;vf=686567014;vf=686586443
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http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=425287594;vf=433929798;vf=681872092;vf=686584583;vf=426245977
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=425287594;vf=686574228;vf=433929798;vf=686566870;vf=425309425;vf=686568246
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=425287594;vf=686574228;vf=433929798;vf=686566870;vf=425309425;vf=686568246
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http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=425287594;vf=686588661;vf=686564876;vf=686574228;vf=686565405;vf=686576968;vf=446477401;vf=686570507
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=425287594;vf=686588661;vf=686564876;vf=686574228;vf=686565405;vf=686576968;vf=686577261
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=425287594;vf=686588661;vf=686564876;vf=686574228;vf=686565405;vf=686576968;vf=686577261
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=425287594;vf=686588661;vf=686564876;vf=686574228;vf=686565405;vf=686575656;vf=446477184;vf=686588639
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=425287594;vf=686588661;vf=686564876;vf=686574228;vf=686565405;vf=686575656;vf=446477184;vf=686588639
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=425287594;vf=686588661;vf=686564876;vf=686565405;vf=686575656;vf=426294772;vf=681872091
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=425287594;vf=686588661;vf=686564876;vf=686565405;vf=686575656;vf=426294772;vf=681872091
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http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=681872089;vf=686567113;vf=686568192;vf=419536708
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=443492244;vf=686574082
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=443492244;vf=686574082
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http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=686565767;vf=686570435;vf=686570441;vf=686585896
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=686565767;vf=425288100;vf=686565080;vf=681872088;vf=423490348;vf=686585959
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=686565767;vf=425288100;vf=686565080;vf=681872088;vf=423490348;vf=686585959
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=686565767;vf=425288100;vf=686565080;vf=425290409;vf=433932851;vf=681872086;vf=686564617;vf=418483280
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=686565767;vf=425288100;vf=686565080;vf=425290409;vf=433932851;vf=681872086;vf=686564617;vf=418483280
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=686565767;vf=425288100;vf=686588794;vf=681872083;vf=681872084;vf=686570405;vf=424210536;vf=686582684;vf=686585834;vf=686586780
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=686565767;vf=425288100;vf=686588794;vf=681872083;vf=681872084;vf=686570405;vf=424210536;vf=686582684;vf=686585834;vf=686586780
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=447842754;vf=425288100;vf=686574883;vf=446476280;vf=686570587
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=447842754;vf=425288100;vf=686574883;vf=446476280;vf=686570587
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=447842754;vf=686574883;vf=446476280;vf=424028940
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686586687;vf=447842754;vf=686574883;vf=446476280;vf=424028940
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686570264;vf=686586687;vf=447842754;vf=686585094;vf=686574883;vf=446476280;vf=686580147;vf=686581266;vf=686587717;vf=426300588
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686570264;vf=686586687;vf=447842754;vf=686585094;vf=686574883;vf=446476280;vf=686580147;vf=686581266;vf=686587717;vf=426300588
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686570264;vf=447842754;vf=686585094;vf=686587348;vf=686580147;vf=681872081;vf=686570583
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686570264;vf=447842754;vf=686585094;vf=686587348;vf=686580147;vf=681872081;vf=686570583
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686570264;vf=447842754;vf=686585094;vf=686587348;vf=681872080;vf=433928578;vf=686583454
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588661;vf=686588085;vf=686570264;vf=447842754;vf=686585094;vf=686587348;vf=681872080;vf=433928578;vf=686583454
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588085;vf=686570264;vf=686587348;vf=686575683;vf=424210751;vf=681872079
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588085;vf=686570264;vf=686587348;vf=686575683;vf=424210751;vf=681872079
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588085;vf=686570264;vf=686569308;vf=686584743;vf=686570313;vf=433929319;vf=686569587
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686588085;vf=686570264;vf=686569308;vf=686584743;vf=686570313;vf=433929319;vf=686569587
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686573477;vf=686588085;vf=686570264;vf=686569308;vf=686584743
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686573477;vf=686588085;vf=686570264;vf=686569308;vf=686584743
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686573477;vf=686588085;vf=686570264;vf=686569308;vf=686584743;vf=686566450;vf=686584863;vf=446476007;vf=686569253
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686573477;vf=686588085;vf=686570264;vf=686569308;vf=686584743;vf=686566450;vf=686584863;vf=446476007;vf=686569253
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http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=422989968;vf=420177359
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=422989968;vf=441384586
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=422989968;vf=441384586
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=422989968;vf=440422987
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=422989968;vf=440422987
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=426137455;vf=433420861
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=426137455;vf=433420861
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=448718963
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=448718963
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=439940966
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=439940966
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=433318957
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=433318957
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=433318957;vf=423672316
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=433318957;vf=423672316
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=519305481
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=519305481
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=438536150
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=438536150
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=433501587
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=433501587
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=424170597
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=424170597
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=419854733
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=419854733
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=429890188
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=429890188
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=442720375
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=442720375
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=439071243
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=439071243
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=451144536
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=451144536
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=429285123
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=429285123
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=444694848
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=444694848
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=434189652
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=434189652
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=448321910
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=448321910
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=443346557;vf=440494963
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=443346557;vf=440494963
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=442215053
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=442215053
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=440818070
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=440818070
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=440092924
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=440092924
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=444678875
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=444678875
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=442304371
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=442304371
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=426682441
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=426682441
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=430503628
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=430503628
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=424774820
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=424774820
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=429785138
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=429785138
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=442154756
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=442154756
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=438561519
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=438561519
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=442301998
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=442301998
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=440702780
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=440702780
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=432647705
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=432647705
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=445293558
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=445293558
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=436973565
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=436973565
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=446719821
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=446719821
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=438556107
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=438556107
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=424309905
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=424309905
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=444458867
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=444458867
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=427787431
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=427787431
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=430527693
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=430527693
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=430527693;vf=441509986
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=430527693;vf=441509986
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=430527693
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=430527693
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=447307242
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=447307242
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=432548821
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=432548821
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=445022042
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=445022042
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=432400243
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=432400243
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=420970995;vf=686569149
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=420970995;vf=686569149
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=423650556
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=423650556
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=435837598
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=435837598
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=426674071
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=426674071
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=425172021
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=425172021
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=431946052
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=431946052
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570075;vf=425861537
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570075;vf=425861537
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570075;vf=425477189
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570075;vf=425477189
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570075;vf=516213240
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570075;vf=516213240
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570075;vf=440432348
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570075;vf=440432348
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570075;vf=425898835
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570075;vf=425898835
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570075;vf=686569152
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570075;vf=686569152
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570075
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570075
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570075;vf=442800367
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570075;vf=442800367
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570075
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570075
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570075;vf=422296485
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570075;vf=422296485
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570075;vf=426206576
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570075;vf=426206576
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570075;vf=436538808
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570075;vf=436538808
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570075;vf=435678354
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570075;vf=435678354
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570268;vf=686570075;vf=686577894
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570268;vf=686570075;vf=686577894
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570268;vf=686570075;vf=686577894;vf=442272306
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570268;vf=686570075;vf=686577894;vf=442272306
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570268;vf=686570075;vf=686577894;vf=433930130
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570268;vf=686570075;vf=686577894;vf=433930130
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570268;vf=686570075;vf=686577894;vf=433930130;vf=686588044
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570268;vf=686570075;vf=686577894;vf=433930130;vf=686588044
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570268;vf=686570075;vf=686577894;vf=433930130;vf=686588044;vf=421816302
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570268;vf=686570075;vf=686577894;vf=433930130;vf=686588044;vf=421816302
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570268;vf=686570075;vf=686577894;vf=686587567
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570268;vf=686570075;vf=686577894;vf=686587567
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570268;vf=686588433;vf=686570075;vf=686577894;vf=686587088;vf=686587097;vf=448243175
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686574373;vf=686570268;vf=686588433;vf=686570075;vf=686577894;vf=686587088;vf=686587097;vf=448243175
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http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686589462;vf=446458737;vf=686566148
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686589462;vf=446458737;vf=686566148
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686589462;vf=446458737;vf=447823720;vf=433925719;vf=681871930;vf=686564783;vf=686582670
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686589462;vf=446458737;vf=447823720;vf=433925719;vf=681871930;vf=686564783;vf=686582670
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686589462;vf=686584557;vf=446458737;vf=447823720;vf=421874535
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686589462;vf=686584557;vf=446458737;vf=447823720;vf=421874535
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686589462;vf=686584557;vf=686584270;vf=430153557
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686589462;vf=686584557;vf=686584270;vf=430153557
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686589462;vf=686574011;vf=686584557;vf=686584270;vf=681871929;vf=686566381;vf=686575385;vf=426495175
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686589462;vf=686574011;vf=686584557;vf=686584270;vf=681871929;vf=686566381;vf=686575385;vf=426495175
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686589462;vf=686574011;vf=686584557;vf=686584270;vf=686570190;vf=686587953;vf=686588780
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686589462;vf=686574011;vf=686584557;vf=686584270;vf=686570190;vf=686587953;vf=686588780
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686589462;vf=686574011;vf=686584557
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686589462;vf=686574011;vf=686584557
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686589462;vf=686574011;vf=686584557;vf=681871925;vf=686570302;vf=421944316;vf=686583870
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686570911;vf=686589462;vf=686574011;vf=686584557;vf=681871925;vf=686570302;vf=421944316;vf=686583870
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686574011;vf=686584557;vf=686573607;vf=686587681
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686574011;vf=686584557;vf=686573607;vf=686587681
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686574011;vf=686588860;vf=448056533;vf=686587816
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686574011;vf=686588860;vf=448056533;vf=686587816
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686574011;vf=686573109;vf=686588030;vf=439383587
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686574011;vf=686573109;vf=686588030;vf=439383587
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686574011;vf=686565178;vf=686575504
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686574011;vf=686565178;vf=686575504
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686574011;vf=686579523;vf=686567973;vf=686587236;vf=440654343
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686574011;vf=686579523;vf=686567973;vf=686587236;vf=440654343
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686574011;vf=686579523;vf=446458647;vf=686569651;vf=447823012;vf=686575513
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686574011;vf=686579523;vf=446458647;vf=686569651;vf=447823012;vf=686575513
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686574011;vf=686579523;vf=446458647;vf=426422624;vf=686574864
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686574011;vf=686579523;vf=446458647;vf=426422624;vf=686574864
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686574011;vf=686579523;vf=446458647;vf=686573615;vf=686586173
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686574011;vf=686579523;vf=446458647;vf=686573615;vf=686586173
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686574011;vf=686579523;vf=446458647;vf=681871919;vf=686564450;vf=433925688;vf=681871920
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686574011;vf=686579523;vf=446458647;vf=681871919;vf=686564450;vf=433925688;vf=681871920
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686574011;vf=686579523;vf=446458647;vf=686570307
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686574011;vf=686579523;vf=446458647;vf=686570307
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686574011;vf=686579523;vf=446458647;vf=681871918;vf=686567470;vf=686580682;vf=686587889;vf=447822870
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686574011;vf=686579523;vf=446458647;vf=681871918;vf=686567470;vf=686580682;vf=686587889;vf=447822870
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686574011;vf=686579523;vf=686572049;vf=686585670
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686574011;vf=686579523;vf=686572049;vf=686585670
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686574011;vf=686579523;vf=686582919;vf=425414726
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686574011;vf=686579523;vf=686582919;vf=425414726
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686574011;vf=686579523;vf=686583902
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686574011;vf=686579523;vf=686583902
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686574011;vf=686579523;vf=428770465
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686574011;vf=686579523;vf=428770465
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686574011;vf=686579523;vf=426514927;vf=686588442;vf=425312476;vf=686565485;vf=686564447
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686574011;vf=686579523;vf=426514927;vf=686588442;vf=425312476;vf=686565485;vf=686564447
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686574011;vf=686579523;vf=426514927;vf=686579718;vf=686586092;vf=436469136
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686574011;vf=686579523;vf=426514927;vf=686579718;vf=686586092;vf=436469136
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686579523;vf=426514927;vf=686571878;vf=422428364
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686579523;vf=426514927;vf=686571878;vf=422428364
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686588373;vf=681871917
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686588373;vf=681871917
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686587477
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686587477
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=681871916;vf=420659499
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=681871916;vf=420659499
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686588421
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686588421
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686585908;vf=422424257
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686585908;vf=422424257
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686587840
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686587840
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=681871915;vf=422674576
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=681871915;vf=422674576
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=681871914;vf=686588021;vf=420861322
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=681871914;vf=686588021;vf=420861322
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686574800;vf=433928533
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686574800;vf=433928533
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686572402;vf=433925868
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686572402;vf=433925868
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=425290530
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=425290530
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686565187;vf=447821921
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686589462;vf=686569351;vf=686565187;vf=447821921
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686569351;vf=686578394;vf=686588893
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686569351;vf=686578394;vf=686588893
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686569351;vf=686571318;vf=433925758
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686569351;vf=686571318;vf=433925758
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686569351;vf=681871912;vf=686564508;vf=418542419
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686569351;vf=681871912;vf=686564508;vf=418542419
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686569351;vf=425309960
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686569351;vf=425309960
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686569351
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686569351
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686569351;vf=447821662;vf=686575079;vf=443830629
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686569351;vf=447821662;vf=686575079;vf=443830629
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686569351;vf=686587730;vf=423471876
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686569351;vf=686587730;vf=423471876
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686569351;vf=686579998;vf=433925900
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686569351;vf=686579998;vf=433925900
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686569351;vf=425122699
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686569351;vf=425122699
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686575077;vf=681871906;vf=681871907;vf=681871908;vf=681871909;vf=686568462;vf=686588999;vf=422537914;vf=686572785
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686575077;vf=681871906;vf=681871907;vf=681871908;vf=681871909;vf=686568462;vf=686588999;vf=422537914;vf=686572785
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686575077;vf=686565098;vf=686569964
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686575077;vf=686565098;vf=686569964
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686575077
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686575077
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686575077;vf=686584783
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686575077;vf=686584783
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686575077;vf=449407721
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686575077;vf=449407721
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686575077;vf=433922972
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686575077;vf=433922972
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686575077;vf=442943839
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686575077;vf=442943839
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686575077;vf=446458499
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686575077;vf=446458499
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686575077;vf=447821383
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686575077;vf=447821383
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686575077
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686575077
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686575077;vf=447821313
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686575077;vf=447821313
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686581476
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686581476
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=426085768
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=442247052
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=442247052
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686574876
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686574876
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=425843215
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=427862164
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=443105157
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=447679002
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=447679002
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=423092801
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=422957706
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=422957706
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=441760209
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=441760209
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=431519043
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=445030927
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=434879069
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=425169005
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=423242035
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=426354038
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=426354038
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=425644900
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=425644900
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=447254449
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=447254449
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=440349790
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=440349790
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=430612200
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=436237071
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=436237071
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=439532321
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=429038721
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=424559238
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=424559238
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=428752850
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=448266917
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=420842229
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=435069434
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=435898374
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=435898374
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=442873216
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=443161551
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=421557590
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=421557590
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=438219248
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686583526
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=431502869
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=431502869
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=442804587
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=446631369
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=443864415
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=431119822
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=433802952
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=686580884
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=428493604
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=419434759
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=430257420
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=430257420
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=436998792
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=440802463
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=441130987
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=426523011
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=439294826
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=441288892
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=422610784
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=422610784
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=444330511
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=449387199
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=439459128
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=439459128
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=429540003
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147889;r=9:21967751-21995300;vf=429540003


103 

TAGTTSAAGGBCYAGASTGMGRAGCAAYGWAGACYCAAGRRKCTAKAGBKCTAGTRCCCYCKMTYCCTCCAARCTAVG

KCSAGTTGCRTCCACTTACMRGGTSTRTTTCMYCATTTRYATAMCAAGCYGGCTGGACCARCYTCAGGATTTCYAWAY

MCADTTGTGYGTGGCAYCATCTGGARATCTCTBGRTCTCGGCYSTYYYRCACARCTCAACWAATBTGACCCTCBTCAG

CTAWTCYGAYCCTCCGCTTTAWGCDGTWGARTTTTCCRGAGCKGCCYCASKBKRTYCTGRGGWCAWCARGACCAAGAC

TTCGCTGACSCTGGCMGTCTGTRCRCCSGMGTTGDCTCCTTTSCCTSTTAAACTTGTGCAAGAGWTCGCTGAGCRRTG

AAGGYAGARTTATGGYCYTYCTTGCCCTTGCBTTTMCYTTYKRTGATCTCARAGCATMCTCCCTYCRCCCCCATWCCA

TGGCCSYADTTCCSTRCTCYCACRGCTGTCTRCTGAAACTGBCRACATTACTCAWTKKTTTCTGGRGGGAGGAACWYT

TTTTTTKKAAACRAAATRGATATATGAAACRGTACAMGGGAAYTRAYASGAATATTTAARRTAAAAVRTGACCTTRAA

GAYTAYGAAATMMATCTTATTTTSGCCMAGAAYGKGGGCAYTGRGCTSCTYGGGCCAYAGGGGAGCTGGGGAGGRYAG

GGTGAAGAGTTRGCTCTAAGCYYYCYGCTTGGAGVTRCTGTAAAHAYAGAACRCARAATSAYCKTCGAAGTKAAAGAC

GCGAAGTTCTTCTTTACYCVRYSCCTMCTCMYSTYHCBSVBGCCAAYTCCYTCYAGTWASAKCYWGYATCYRSGTCYY

KGGARGTGAAGAAGGAGACTTYGGCTYCAGTTACAGCYASCATCCDRGTCCYGATTTARAAKGAGCTGCCAATTACAG

CGCGGTTCCAGGKCTGAGCAMAAWGCCTGAGRARCMMAGTGGRARAGGGASTAAAACTACWSMAYWGGRSYACARGSR

AAWGAATAAACTGAACRAYKCTTAACYARRCCTAAYRTATTTAATSSAAACACAMAARTCTTTCATTTCTTYCCYCCT

CCCTKYBTTCTCTTRCTMCCYARYACCCCCTCTTCAAGCACAATTAATTAYATSGTTAGATTYTACTGCGTSRTCAGY

CCYRTTSTAGGYGGTGGGCACGCMAAGGTGAATGAGACCRDACAAGARTYTTGCCCTCAKGGGSTTTACRTYTGSAGA

CAGAGTCKATCTRKTGCCCARCCTGRARKGCAGTGGCGCSATCACAGBTCACTGCAGSYTYAAACTCCCTGSCTMARR

GRGTTCTCCYACCTGAGCCTCCSGACYAGYTGGGAYYACAGGTKMAMGYYMCGACGCCKGGGTTKRTTTGTTTGTTTA

ATASASABGAAGKTCTCACCATGTTRYHTSSSCTCARGCGATCATSCCCSCTCYYYCTCSTAAAGTRYTGGGAYTRCA

GTYYCARRCYAYCTTKCCCKACSTGRGRAACAGACRTTAAGGAAGATAACAATSTATTTTCAGAGAGCGARTTTATAA

ARCBAATGCAATGVGTAAATRTGARGTGTGAWTAVSAGGAGAMGYTAMARAGTGGTYRRAKARTCTMATGSAAGCTRM

KGGAGAARGAARCTCAAGTGCAAATRCTSCCTMMGRAAYADACKTAAAAAGASAYTTTSADGTSCARAWRCTSCCTCA

RGWATAARAYAATCTKGARACTCTCAARTGTAARTGCTGCCTYBGKAGAACCGAABGGCKARSTGGAGYCCATACGCM

WCGMGATTASARAGGAAGGCMGAMGMCAVAGYACRKGARTAAATSAGYAWHCDTTTTRTTTCAGAAATGRTCRRRAAM

SRTYTGTGRGTTYRYAGAAGSMSSYMTRMRTASGGAAGCKRCSGKATTCYVCCGMGGARNKYCAGAGMCYGAGGMGCC

SYTTRKTTRYYBCARGCTKSCTGRCTCACTMYGCAYYAKGTGCAAAAGATGCCYGGGRAYRSRGRAAGRGAAAGGCCA

CRTCYTCASGCCTTCGYRCCTGKCAHTGTGAGCAACCACTGAGACTCATTAYRTAAYASTCDTTTTCTTCYTRCAACC

CTGYGGKCCRCGCGGTCGYRCTTWCTCTGCCSTCHRCBVGGTGGACYKGRAGSRYTTGAGCGGTMSGCGCRCYTGGAG

CAGCCRGGMGGGCAGTGGRCWVGCTGCBSGACCRGGRAGGTGTGSGAGAGYKGTBGCRGCGRGTACAYGHAYGTVAAG

SCATTGCRAGAACTTTAYSCAKAARYATTTCAVTGCYGGTMGRRACRGCAAGAGAGGAGRGYGRGHTGTKCCAYAYMY

YTTTGACCKBAGGTTTCTWACSCCTSTTTTYTDTCYGSYCTCTSCAGWYAWMSSYDAYTKAAARRANCDDAGASGCYC

TKAGAAWCCTCGRRAAACTTASMHMHKMAVTBACYGAARRYCCTACRGGNMCACAMMTGCCCCCGCCACAAYCCACCC

CGCTTTBGYAGTTTTCAYKTARAAAAYAGAGSTTTTAMAAATGTCCTGCCTTTTAAHGTAGAYAYRTGMCTTCYCCCA

YTACYRYAAATGWYCATTTATATCATTTTTTATATATTMTTAHAAAMATKTAAAWMAGRAAAACAMCGYKTCTGCCTT

TTCACTGTGYTGGAGTTTTCTGGASYGAGCACTCAYKYCCTAAGCRYACWTTSRWRTSGGYAYTTCTTGSGAGCCTCG

MAGMCTCCDGAAGCTGTSKACTTCATGACAAGCRTTTTGKGAASYAGGGAAGCTMAGRGGBGKYWCTGGCTTYTCTKV

AGKCACRCTKCTAGCAAATGGCAGAAMCRAAGCTCAAATAAAAMTAAAATAATTTTCWTTCATTYAMTCATTTATTST

YRACATYTATTRAGCACCTATTASAACAATTTYWTCKCAKGSAAGACAGYATCGTTTCTGAYACTGYTRTTTCMTKYA

TCTCTTAGAAAAAYGSTGCTATTMGACATCTAMCASKATTYATCTTGAGGTGAYAAAATRTMAAAARCYGTGTCTCAA

KATCGATGAMATGCRGTTAAAATGATKAAYAGAAACTCYAGGGGGAYCTCATATCRATAGACTCGAGAMTSGCACATC

YGGAGATCYGTATKYATCMGGYTBCCCCTKCCRSATCAYGCVAGGTTTGGRATATTTTGCTCVYCARGCMYCMRCYMG

GTAAYTRAATCCADCCAWMBYYGGYCHRTMGTCTCRSAATCMGACTYNGYTCCYAGTCYCYRCCTYGGMDTTCTKHGM

MYCCCAGRCKRGDRTYYYAGADGGCTDTGRGRTTGBRAATRACTGCTGVSAARCYGGAAGGMAYTMTSMRGTTMTCTG

CCACAGWSRRATTGTTGCADGYMYVMGGCTCAGASTTCASTGMGKTTGGGARAYKCTMCTGYCCACGYYGCYTCAKCC

BSTGCTGGWGYACYSCMYCTCTATTTTTTTTTTWAGGKYRYAYRYC 
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