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ABSTRAKT

V pribehu infekce virem SARS-CoV-2 (z angl. severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2) se tvofi izotypy imunoglobulint (IgA, IgM, IgG), které jsou namifené
proti riznym virovym epitopiim (polyklonalni protilatky). Nejspolehliveéjsi ochranny
efekt je wu protilatek proti antigenu Sl podjednotky spikového proteinu,
ktery je zodpovédny za vazbu na receptor pro angiotensin konvertujici enzym 2 (ACE2

z angl. angiotensin-converting enzyme 2), po jehoz navadzani dochdzi ke vstupu viru

SARS-CoV-2 do bunék hostitele.

V této studii byla studovana dynamika zmény hladin protilatek IgM a IgG proti
spikovému proteinu v pribé¢hu 6 mésicii po ockovani dvéma davkami messenger RNA
(mRNA) vakciny Comirnaty (od spolecnosti Pfizer-BioNTech). Ke kvantitativnimu
stanoveni specifické humoralni odpovédi po ockovani byla pouzita enzymova
imunoanalyza se zam&fenim na detekci protilatek anti-S1 IgM a anti-S1 IgG. Byly
prokazany nejvyssi titry specifickych protilatek ve 3. mésici po ukonceném ockovani,
anaopak byl zjistén vyrazny pokles specifickych protilatek v odbérech 4,5 mésice

po podani 2. davky vakciny Comirnaty (BNT162b2).

V ramci studie byla zjiSténa korelace mezi hodnotami specifickych protilatek proti
spikovému proteinu viru SARS-CoV-2 ve tfidé¢ IgM a indexem télesné hmotnosti
(BMI z angl. body mass index) i vékem jedince. Dalsi korelace byla zjiSténa mezi vlivem
prodélaného onemocnéni COVID-19 (z angl. coronavirus disease 2019) s tvorbou
specifickych protilatek IgG proti spikovému proteinu. Pro prodlouzeni protektivni
imunity je kvili postupnému poklesu specifickych protilatek doporuceno vyuZit

posilovaci davku.

Kli¢ova slova

SARS-CoV-2; protilatky; ockovani; spikovy protein; ELISA



ABSTRACT

During the infection caused by SARS-CoV-2 virus (severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2), isotypes of imunoglobulins (IgA, IgM, IgG) are developing,
which are directed against different viral epitopes (polyclonal antibodies). The best
protecting effect is mediated by antibodies against S1 antigen, the subunit of the spike
protein, which is responsible for binding to the receptor for angiotensin-converting
enzyme 2 (ACE2), after it’s bonding, it leads to the entrance of the SARS-CoV- 2 virus

into the host’s cells.

In this study, the dynamic changes of antibodies IgM and IgG against the spike protein
in period of 6 months after accomplished vaccination by two doses of messenger RNA
(mRNA) Comirnaty vaccine (from Pfizer-BioNTech) was followed. For quantitative
determination of the specific humoral response, an enzyme immunoanalysis was used
with the specialization on detection of antibodies anti-S1 IgM and anti-S1 IgG. It was
discovered, that the highest titres of specific antibodies are in the 3rd month after
vaccination, but on the other hand, a significant drop of the specific antibodies

was detected 4.5 months after the second dose of the vaccine Comirnaty (BNT162b2).

In the frame of the study, a correlation between the development of specific IgM
antibodies against the spike protein of the SARS-CoV- 2 virus with BMI (body mass
index) and with the age of the person was discovered. The next correlation was between
the impact of the experience of COVID-19 (covid disease 2019) and the development
of specific IgG antibodies against the spike protein. For the prolongation of the protective

imunity, a booster dose is recommended, because of the drop of the specific antibodies.

Keywords

SARS-CoV-2; antibodies; vaccination; spike protein; ELISA
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1 UVOD

Prvni piipady beta-koronaviru SARS-CoV-2, ktery je ptivodcem koronavirového
onemocnéni COVID-19 byly v Ceské republice potvrzeny 1. 3. 2020. (Piler, 2021)
Vzhledem k velkému tlaku na nemocni¢ni systém a rychlost Siteni se jako zasadni zptisob
v boji s epidemii uplatnilo o&kovani, které bylo v Ceské republice zahajeno 27. 12. 2020.
Po zah4jeni ockovani nasledovalo postupné spousténi registrace do ockovaciho systému.
(Blatny, 2020) Cilem oc¢kovani proti delta variant¢ SARS-CoV-2 bylo ochranit zejména
star§i osoby, zdravotniky, ohrozené skupiny obyvatel a pfedevSim zajistit kontrolu
nad situaci, aby se zabranilo dal§im celosvétovym pandemiim. (Evropskd komise, 2022)
Otazkou vSak zlstdva redlnd doba pfetrvavani protektivnich protildtek vzniklych
po ockovani, které zajistuji jedinci ochrannou imunitu proti infekci SARS-CoV-2

(&i alespori proti zavaznému pribshu COVID-19). (MZCR, 2021)

Po prodé¢lané infekci SARS-CoV-2 nebo po oc¢kovani se v organismu vyviji specificka
imunitni odpoved’, jejimz cilem je potlaceni primarni infekce a nastaveni dlouhodobé
humoralni ochrany proti SARS-CoV-2. Imunitni systém nejdiive brani vstupu infekce
prirozenou (vrozenou) imunitou a nasledné aktivaci adaptivni (specifické) imunity. Cilem
adaptivni antiinfekéni imunity je tvorba specifickych protilatek detekovatelnych v séru
a slouzicich pro potvrzeni prodé€lané virové infekce ¢i potvrzeni ochranné (protektivni)
imunity. (Kratka, 2021) V ramci ziskanych studii doslo 15. 2. 2022 na tizemi Ceské
republiky ke zkraceni platnosti ockovacich certifikatt (po jedné davce vakciny Janssen
od firmy Johnson & Johnson nebo druhé davce ostatnich vakcin) na 270 dni. V piipadée
ockovani posilovaci davkou neni platnost certifikdtu zatim omezena. (Covid Portal,

2022)

V ramci této studie byla zkoumana dynamika protilatkové odpovédi v prubéhu Sesti
mésict po naockovani druhé davky vakciny Comirnaty od spolecnosti Pfizer-BioNTech.
Tato studie pfindsi nové poznatky o ziskanych ochrannych protilatkach a ptispiva k lepsi
epidemiologické charakterizaci infekce SARS-CoV-2. Vysledky této studie by rovnéz
mohly slouzit pro porovnani ziskanych protilaitek po posilovaci davce, piipadnému

pfeockovani ¢i konfirmacim s jinymi studiemi.



2 CILE PRACE

Cilem bakalaiské prace je charakterizovat protilatkovou odpovéd’ u zdravotnickych
osob, které byly ockovany dvéma davkami vakciny Comirnaty od spolecnosti

Pfizer-BioNTech.

V teoretické ¢asti bude popsano zakladni fungovani imunitniho systému se zamétenim
na adaptivni imunitu a jeji slozky uplatiiujici se pii antiinfek¢ni obrané. Dalsi Cast se bude
vénovat problematice ohledné SARS-CoV-2 a s nim spojenou vakcinaci, zaméfenou

na princip fungovani mRNA vakcin.

Prakticka ¢ast bakalafské prace bude zamétfena na zhodnoceni vysledkt ziskanych
enzymovou imunoanalyzou pro kvantitativni stanoveni anti-S1 IgM protilatek v lidském
séru v prib¢hu Sesti meésicti po ukonceném ockovani druhou davkou vakciny Comirnaty.
Druhé ¢ast bude orientovana na zhodnoceni vysledka kvantitativniho stanoveni protilatek

anti-S1 IgG rovnéZz v prubchu Sesti mésict.
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3 PREHLED SOUCASNEHO STAVU

3.1 Imunitni systém

Imunitni systém zastdvd v organismu tfi vyznamné funkce. Primarni funkci
jeudrzovani integrity organismu neboli rozpozndvani cizorodych latek zvnéjSiho
prostfedi (exoantigeny), od latek z vlastniho organismu (autoantigeny). (Husdkova, 2015)

Druhou funkci imunitniho systému je zneskodnit a vyloucit rozpoznané patogenni
mikroorganismy z organismu, piiCemZ se vyuzivaji procesy obranyschopnost
a autotolerance. (Hamplova, 2019) Obranyschopnost se uplatiiuje v pfipad€ rozpoznavani
vnéjsich Skodlivin, kterymi jsou napf. patogeny i jejich toxické metabolity. (Hofejsi,
2017) Autotolerance je oznaceni pro pfirozenou imunologickou toleranci k vlastnim
antigeniim, kterd vznikd v lymfatickych organech pfi ontogenetickém vyvoji jedince
béhem zréni T a B lymfocytl. (Martinek, 2011)

Imunologicka tolerance je dillezitou vlastnosti imunitniho systému, pii které bunky
imunitniho systému aktivné rozpoznavaji antigeny atoleruji je. (Hamplova,
2019) Imunologickou toleranci lze rozdé€lit na periferni a centralni. Centralni tolerance
potlacuje neadekvatni imunitni odpovéd’ vici autoantigenim a periferni imunologicka
tolerance se naopak tyk4 nékterych exoantigenti, kterymi mohou byt sloZzky potravy
¢1 sloZzky mikrobioty. (Chapel, 2018) Pokud dojde v organismu ke ztraté imunologické
tolerance, muze nastat ndsledna tvorba autoprotilatek nebo také vznik cytotoxickych
CD8+ T lymfocytt. (Hoftejsi, 2017)

K obrané proti znanému mnozstvi infekénich agens, dochdzi prostfednictvim
komplexni fady obrannych imunitnich mechanismi, které jsou zaloZeny na bunécnych
a humoralnich sloZzkach vrozené nebo ziskané imunity. (CHAPLIN, 2010)

Obranné mechanismy reaguji na strukturni nebo funkéni rysy cizorodych molekul
a umoziuji, aby hostitel mohl eliminovat patogena bez nadmérného poSkozeni vlastnich
tkani. Slozky vrozené i adaptivni imunity se vzajemné lisi (viz Tabulka I). (Chapel, 2018)

Reakce vrozeného imunitniho systému ptedstavuji prvni linii obrany organismu.
Reakce adaptivni imunity se stdvaji prominentni aZ po nckolika dnech, kdy v reakci
na antigenni stimulaci dochazi k proliferaci vysoce specifickych klonii lymfocyti

schopnych rozpoznavat dané infek¢ni agens. (CHAPLIN, 2010)
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Ackoliv se vrozené a adaptivni imunitni reakce zasadné 1i8i ve svych mechanismech
ucinku, synergie mezi nimi je nezbytnd pro neporuSenou a plné ucinnou imunitni
odpovéd. (CHAPLIN, 2010)

Tteti funkci organismu je imunitni dohled, zodpovidajici za rozpoznévani vnitinich
Skodlivin (napf. poskozené, zménéné ¢i nddorové bunky) a jejich nasledné odstranéni

imunitnim systémem. (Hoftejsi, 2017)

Tabulka 1 Slozky vrozené a adaptivni imunity (Chapel, 2018)

Slozky Vrozend imunita Adaptivni imunita
Rozpoznani antigenni znakt Rozpoznéni antigennich
Rozpoznani l\gﬁi/i t?g;itll{l;y podnéta Sirokého spektra
cizorodych . . specifickych molekul i jejich
molekul pro mikroorganismy), . fragmentt na vSech typech
napf.: opakovani glykoproteinil struktur
v molekule
Receptory PRR jsou
koédovéany v zarodecnych liniich
dendritickych bunck, Somatickymi mutacemi
Receptory makrofigtl, monocytd, je zpusoben \}//znik Sirokého
rozpoznavajici | neutrofilil a epitelidlnich bunck Je zp . , o
signly a rozpoznavaji DAMP spektra specifickych receptorti
(molekuly uvolnéné s riiznou afinitou
z poskozenych bungk), a také
MAMP
Rvchlost Pomalej$i => pottebny Cas
irnunglogické Okamzita pro vznik specifickych klont
odpoved bunék, pohyb bunék a interakce
P mezi bunikami
Imunolvo,glcka Ne Ano
pamét
Humoralni Komplement, interferony s
slozky (Ltypu) Protilatky
Neutrofily, makrofagy,
dendritické buniky (DC), .
Bunécéné ptirozeni zabijeci (NK), T l,ymfocyty regulacni,
slozky monocyty, zZirné bunky. pomocny T lymfocyt (Thl, Th2,
bazofily, eozinofily, pfirozené Thi7), B lymfocyty
lymfoidni buiiky

Pouzité zkratky: PRR-receptor pro rozpoznani struktur (pattern recognition receptors);
MAMP-struktury charakteristické pro mikroorganismy (microbe associated molecular patterns),;
DAMP- molekuly uvolnéné z poskozenych bunék (danger associated molecular patterns;
Th-pomocny T lymfocyt (helper T-cell).
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3.2 Vrozena a adaptivni imunita v antiinfekéni obrané

Obranyschopnost (imunitu) Ize rozdélit na vrozenou a adaptivni. (Drnkova, 2019)
Na vrozené imunité€ se podili fada dalSich mechanismt, mezi které patii bariérova funkce
kaze a sliznice, pfispivajici k obran¢ proti infekci. (Hamplova, 2019) Pfirozena imunita
se sklada z rozpustnych faktorti, jako jsou proteiny komplementu, a z bunééné slozky
reprezentované piedevSim granulocyty (bazofily, eozinofily a neutrofily), zirnymi
bunikami, makrofagy, dendritickymi bunkami a NK (pfirozenymi zabijeci z angl. natural
killers) (viz Obrazek I). (Dranoff, 2004)

Pokud nastane prolomeni nékteré z bariér, zacinaji se uplatiiovat mechanismy
vrozeného imunitniho systému, mezi které fadime fagocytézu, komplementovy systém
aproteiny akutni faze. (Hofejsi, 2017) V pifipadé¢ obrany proti virim se uplatiiuji
NK buiiky a interferony. (Dranoff, 2004) Vrozené obranné reakce vétSinou doprovazi
vznik akutni zanétlivé reakce. K aktivaci vrozenych obrannych mechanismii dochazi
béhem prvnich hodin po setkani s antigenem. (Chapel, 2018) Rezistence vici infekcim
je zalozena predevSim na interferonech, komplementu, pfirozenych protilatkach,
NK buiikach a aktivovanych fagocytech, nebot’ jsou zodpovédné za vice nez 95 %
obrany hostitele. (Zinkernagel, 2003) Pro vznik vrozené imunity neni tfeba piedchoziho
kontaktu s danym infekénim agens, nebot’ vSechny slozky vrozené imunity jsou pfitomny
v organismu jiz pted vlastnim setkdnim s antigenem. Pro aktivaci slozek vrozené imunity
neni vyZadovana prezentace antigenu a neuplatiiuje se zde ani imunologickd pamét’.
(Dranoft, 2004)

Naproti tomu mechanismy adaptivni imunity reaguji po setkdni s antigenem
na vSechny cizorodé latky prostfednictvim  vysoce specifickych molekul,
kterymi jsou protilatky (imunoglobuliny) ataké antigenné specifické receptory
T lymfocytd. (Hamplova, 2019) Aby doSlo kiniciaci adaptivnich mechanismi,
je nezbytna aktivita sloZzek vrozené imunitni odpovédi. Adaptivni imunitni odpovéd’
se narozdil od vrozené imunitni odpovédi pln¢ rozviji azzané€kolik dni ¢itydnl
po setkani s antigenem a projevuje se zvySenou antigenni specificitou v porovnani
se sloZzkami pfirozené imunity. (Dranoft, 2004)

Typickym rysem adaptivni imunity je imunologickd pamét. (Dranoff, 2004)
Imunologicka pamét’ vznikd pfi prvnim setkani s antigenem, kdy dochéazi v organismu

k vytvoreni otisku informace. (Drnkova, 2019)
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V piipadé¢ opakovan¢ho kontaktu se stejnym antigenem se zahajuje sekundarni
(amnestickd) odpovéd’, ktera je rychlejsi a intenzivnéj$i, nez tomu bylo u primarni
odpovédi. (Hofejsi, 2017) Zaimunologickou pamét, pii které se uplatiuji
T a B lymfocyty, jsou zodpovédné pamétové bunky, kterymi jsou intermediarni,
diferencované¢ B lymfocyty se schopnosti rychle se stat plazmatickymi buiikami,
produkujici specifické protilatky (imunoglobuliny). (Vaillant, 2021)

Na  rozhrani  vrozené a adaptivni imunity  se nachazi invariantni
NKT lymfocyty (iNKT), a yo T lymfocyty (také viz Obrdzek I), které mohou reagovat
na glykolipidové antigeny bez nutnosti zpracovani daného antigenu s jeho naslednou
prezentaci na bunkéch predkladajicich antigeny. (Dranoff, 2004)

Ochrannd role adaptivni imunitni odpovédi hostitele béhem infekce SARS-CoV-2,
se stala kritickou otdzkou pfiabsenci specifické lécby, preventivni vakciny
nebo imunoterapie. Béhem infekce SARS-CoV-2 imunitni odpovéd’ ve vétsSing piipadii
prispivala k hostitelské obrané, ale u nékterych pacienti dosSlo k jeji dysregulaci,
a tim neadekvétni imunitni odpovéd’ piispivala k patogenezi. Zejména u tézkych forem
COVID-19 miize byt Spatna regulace mezi vrozenou a adaptivni imunitni odpovédi

fatalni. (Combadiere, 2020)

Innate immunity 5 X Adaptive immunity
(rapid response) - ~ (slow response)

Dendritic cell Mast cell

\11/
MW Q/ B cell
/ £ 3% /ﬁ Toﬂ\ @

@ = AR

Natural L ] 5
kmerceu'”'::;o,« = | / [] l]\

- Basoph " ‘\

t x: C

. /
pvoe:n’{// Anmxx}es
Eosincphil ldlerT cell /
(<4 (' T wl

Grandoqnes \\/

Neutrophil

Obrazek 1 Vrozend a adaptivni imunitni reakce (Dranoff, 2004)

Vrozend imunita: makrofag, dendriticka busika, Zirnd bunika, NK burnky, komplementovy
protein, granulocyty (bazofil, eozinofil, neutrofil).
Na rozhrani vrozené a adaptivni imunity: iNKT lymfocyt, yo T lymfocyt.
Adaptivni imunita: B lymfocyt, protilatky, T lymfocyt, koreceptor pro hlavni
histokompatibilni komplex Il (MHC-II) na pomocnych Th lymfocytech (CD4+) a koreceptor
pro MHC-I na cytotoxickych (Tc) lymfocytech (CD8+).
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3.2.1 Slozky adaptivni imunity

Mezi zakladni humoralni slozky adaptivni imunity patii protilatky tvofici bunécnou
slozku adaptivni imunity B lymfocyty a T lymfocyty. T lymfocyty rozliSujeme pomoci
diferenciac¢nich antigeni CD4 a CD8 na CD4+ (pomocné)a CD8+ (cytotoxicke)
T lymfocyty. (Dranoff, 2004)

T lymfocyty vznikaji v kostni dieni andasledné vycestovavaji jako nezralé
T lymfocyty krevnim fecistém do thymu. V thymu se vlivem cytokint, produkovanych
podpiirnou tkéni, pfeménuji v bunky schopné reagovat s antigeny. Tyto zralé bunky
prochazi vthymu selekci a opoustéji ho jako CD4+ nebo CDS8+ T lymfocyty,
které se uplatituji v bunééné slozce adaptivni imunity. (Hotejsi, 2017)

CD4+ je znakem pomocnych T lymfocytd (Th) anachazi se na membrané blizko
receptoru pro antigen, ktery napomahé jeho rozeznani. Znakem Tc lymfocytt je CD8,
s funkci obdobnou jako u CD4+ (Hotejsi, 2017). Na rozdil od B lymfocytt a protilatek
rozeznavaji T lymfocyty malé peptidy prezentované na povrchu buiiky v komplexech
MHC pomoci svého T bunééného receptoru (TCR, T cell receptor). (Zinkernagel, 2003)

Cytotoxick¢  CD8+ T lymfocyty jsou specifické pro fragmenty proteinti
syntetizovanych samotnou builkkou a prezentovanych na MHC L. tfidy. Prezentace
antigenll na MHC I. tfidy je typicka také pro antigeny pochézejici z virll ¢i naddorovych
bunék. (Zinkernagel, 2003)

Druhou skupinu lymfocytl dozravajici piimo v kostni dfeni oznacCujeme
jako B lymfocyty. B lymfocyty se bézné vyskytuji v kostni dfeni, slezing, krvi
1 lymfatickych uzlinach. (Drnkova, 2019) V okamZiku setkdni B lymfocytu s antigenem
dochdzi kreakci imunogenu sreceptorem nabunééném povrchu B lymfocytu
(BCR, z angl. B cell receptor). Vysledkem reakce je vznik signali, fidiciho aktivaci
transkripcnich faktort, které vedou ke stimulaci syntézy vysoce specifickych protilatek
(imunoglobulin®t). (Vaillant, 2021) Kazdy klon plazmocyti vznikl zjednoho

matefského B lymfocytu a tvoii protilatku se stejnou specifitou. (Hamplova, 2019)
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Strukturné jsou imunoglobuliny ctyitetézcové glykoproteiny se dvéma vazebnymi
misty. Imunoglobuliny jsou tvofeny dvéma identickymi tézkymi fetézci (H-heavy),
k nimz je pomoci disulfidickych (cystinovych) mustka v pantové oblasti, kovalentné
piipojen vzdy jeden lehky ftetézec (L-light). Té&zké ftetézce jsou tvoreny
4-5 imunoglobulinovymi doménami, jez jsou spojeny useky polypeptidového fetézce.
(Hotejsi, 2017)

Lehké fetézce jsou tvofeny pouze dvéma imunoglobulinovymi doménami, z nichz
kazda je tvofena ptiblizn¢ 110 aminokyselinami. Pocet domén ovliviiuje vyslednou
molekulovou hmotnost, ktera se u tézkych fetézcii pohybuje v rozmezi 50-75 kilodaltonii
(kDa) aulehkych fetézci je rovna 25 kDa. Domény na N — konci obou typt fetézci
se oznacuji jako variabilni domény a spolecné tvoti vazebné misto pro antigen. (Hotejsi,
2017)

Molekula imunoglobulinu mé tvar pismene Y (viz Obrazek 2) apro jeji rozstépeni
na dva shodné fragmenty (Fab (fragment véazici antigen) a Fc (konstantni fragment)),
lze vyuzit enzym papain. Fc ¢ast imunoglobulinu slouZi k vazbé na Fc receptory fagocytl
nebo komplementového proteinu C1 a také zde dochazi ke glykosylaci tézkych fetézci.

(Hofejsi, 2017)

Antigen Antigen
binding 4"‘_’, binding

‘\é *

Fab fragment
Papain Cleavage

Pepsin Cleavage
F (ab’), fragment

Isotype Determinants

}
wY.a.8,0r¢ [~ Fcfragment
iy Fetézec (H), konstantni éast
~ - r 1 o I S ISR N ey
COOH COOH tezky Fetézec (H), variabilni édst
B2 Jehky Fetézec (L), konstantni ¢ast

lehky Fetézec (L), variabilni éast
wes sacharidy (nejsem si jista preklacdem)
m—— vazebné misto pro antigen
=5 «5=  disulfidické nuistky
""" misto Stépent papainu

---- misto Stépent pepsinu

Obrdzek 2 Struktura imunoglobulinu (Antibody Basics)
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Podle Fc casti H fetézch se sérové imunoglobuliny rozd€luji do péti izotypi. Izotyp
imunoglobulinu A (IgA), D (IgD), E (IgE), G (IgG), M (IgM). (Hoftejsi, 2017)

Lehké ftetézce (L) kappa (k) a lambda (A) jsou si strukturné, funkcéné 1 velikostné
velice podobné a mohou se parovat s jakymkoliv t€Zkym feté¢zcem (H) s cilem vytvoieni
kompletniho imunoglobulinu. (Encyclopedia Britannica)

Tim, ze se jednotlivé druhy L fetézcli mohou spojit s jakoukoliv tfidou H fetézcu,
se zvysuje obrovska diverzita imunoglobulint. (Encyclopedia Britannica)

Vzijemné se od sebe feté¢zce L a HIiSi v primdrni struktufe a po¢tu konstantnich
domén. Rovnéz geny, které koduji lehké a tézké fetézce, jsou ulozeny na odliSnych
chromozomech. (Hotejsi, 2017)

Tézkeé tetézce jsou oznaCovany feckymi pismeny a, v, €, 0, p. U fetézcl a a y se jeste
rozliSuji subtypy o2, a takéyis4. TEZky fetézec poté urcuje tfidu imunoglobulini
(viz Obrazek 3). Konstantni domény pro fetézce aayuH fetézci jsou CI1-C3,
prog, o, pjsou dokonce c¢tyfi, tedy CI-C4. Cystinové mistky v pantové oblasti
spole¢né se strukturnimi  detaily domén  odliSuji  podtiidy  imunoglobulinu

izotypu G (IgG). (Hoftejsi, 2017)

Izotypy protilatek IgA a IgM jsou slozeny z vice jednotek, spojenych J fetézcem.
Sekretovany IgM ve formé pentameru ma deset vazebnych mist pro antigen

a molekulovou hmotnost okolo 900 kDa. (Hotejsi, 2017)

V molekule sliznicniho imunoglobulinu A (sIgA) senachazi jest¢ sekrecni
komponenta, cozZ je zbytek receptoru pro transport polymernich
imunoglobulini (polyIgR), kterd zajiStuje imunoglobulinu rezistenci vici stievnim
protedzam. (Hotejsi, 2017)

@ Light (L) chain IgM
@ Heavy (H) chain

Disulfide bond IgD Y& %7
ﬂdoming (J) chain secretory Y& %7 2 s

IgA

Obrdzek 3 Prehled jednotlivych trid imunoglobulinii (Encyclopedia Britannica)
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3.3 Humoralni imunita

Humoralni imunita je zaloZzena na produkci a aktivit¢ protilatek, které brani

nas imunitni systém tfemi moznymi zpusoby:

1. Opsonizaci, cozje proces obaleni antigenu komplementem ¢i protilatkami,
pfi kterém se antigen stava 1épe rozpoznatelnym a nasledné¢ i pohltitelnym
fagocyty (buiitkami vrozeného imunitniho systému, ucastnicich se fagocytozy).
(Chapel, 2018)

2. Neutralizaci patogent a virti zptisobenou blokovanim interakce proteinti patogena
s receptory hostitele, a dale inaktivaci faktorti virulence exprimovanych patogeny.
(Husakova, 2015)

3. Aktivaci komplementového systému klasickou cestou. (Hotejsi, 2017)

Protilatkova odpovéd’ proti riznym epitopim antigenu je za normalnich podminek
polyklondlni. Jednd se o smés velkého mnozstvi molekul imunoglobulint, vzniklych
z riiznych klonl plazmocyta.

Protikladem jsou monoklonalni protilatky, vzniklé z jednoho klonu plazmatickych
bun¢k (rozpoznavajici stejny epitop), které v organismu pievladaji za patologickych
stavil (napf. maligni nddor plazmocytomu). (Hofejsi, 2017) Monoklondlni protilatky
produkované hybridomy a nadorovymi bunikami se pfipravuji ipro lécebné ucely.
(Linkos: Monoklonalni protilatky)

U pacienti s onemocnénim COVID-19 se k1écbé vyuziva intravenodzni lidsky
imunoglobulin (IVIG). (Ostry, 2020) Dalsi terapeutickou moznosti je podani
rekonvalescentni plazmy, kterd obsahuje anti-SARS-CoV-2 protilatky ziskané od osob
vylégenych z COVID-19. (SZU, 2020) V terapii pacientl pozitivnich na SARS-CoV-2,
ktefi zatim nevyZaduji dopliikovou 1écbu kyslikem, ale hrozi u nich pfechod do tézké
formy onemocnéni COVID-19, se vyuzivd monoklondlnich protilatek kasirivimabu,
imdevimabu, bamlanivimabu a etesevimabu viz kapitola 3.6. (SUKL, 2021)

Na vzniku protilatkové odpovédi se kromé B lymfocytl podili i antigen prezentujici
buniky (APC z angl. antigen-presenting cell) a T lymfocyty v ptipadé tzv. T dependentnich
antigen. APC aktivuje Th lymfocyty, které nasledné¢ aktivuji B lymfocyty
(viz Obrazek 4). (Chapel, 2018)

18



1. APC presents
antigen to T-helper

3. Activated Th cells interact
cells

with B-cells via CD40 ligand,
activating B-cells to
proliferate, differentiate, and
secrete antibodies

Antigen
presenting
cell

Activated
T-helper cell

T-cell receptor

CD40
Ligand

T-helper cell

4.Th cells secrete @ @ ®
cytokines that IL-4

2. B7 is expressed and determine class

interacts with CD28, switching

activating T-helper cells

Obrazek 4 Aktivace B lymfocytii (Don, 2018)

1. Antigen prezentujici bunka vystavi pomoci MHC I1. tridy antigen pro Th lymfocyt
2. B7 je vystaven a interaguje s kostimulacni molekulou T lymfocytii (CD28), a tim dochdazi
k aktivaci Th lymfocytu
3. Aktivované Th lymfocyty interaguji s B lymfocyty prostiednictvim kostimulacniho proteinu
(CD 40) a aktivuji B lymfocyt. Dochdzi k proliferaci, diferenciaci a sekreci protilatek
4. Th Iymfocyty produkuji cytokiny, podporujici izotypovy presmyk. (Don, 2018)

Poté, co jsou B lymfocyty aktivovany, mohou podstoupit dva hlavni procesy:
e Jednim procesem je afinitni zrani pro zvySeni afinity protilatek k antigenu,
které probiha jako:
1. Migrace B lymfocytl do sekundarnich lymfoidnich organii (kde dochazi
k dalsi proliferaci a diferenciaci). (Don, 2018)
2. Vybér bunék s receptory s nejvyssi afinitou v kolonii. (Husakova, 2015)
e DalSim procesem je izotypovy piesmyk neboli proces ireversibilniho piepinani
konstantnich oblasti preskupenim deoxyribonukleové kyseliny (DNA), pfi kterém
nedochazi ke zméné antigenni specifity. (Don, 2018) Konstantni oblasti je pro IgD
(0), IgG3 (y3), IgGl (y1), IgAl (o), IgG2 (y2) a pro IgG4 (y4). (Valenzuela, 2016)
Odstranénim urcitych usekt p (IgM) a 6 (IgD) kodujicich dalsi izotypy protilatek,
dochazi k tvorbé 1gG, IgE a IgA, coz umoziuje ptrepnuti z produkce IgM ¢i IgD
na nekterou z dalSich tfid imunoglobulinti. (Chapel, 2018) Primarni odpovéd

je zajistovana predevsim IgM a sekundarni odpovéd’ hlavné IgG. (Chapel, 2018)
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Izotypovy presmyk je fizen specifickymi cytokiny (interleukiny). Interleukin 4 (IL-4)
IgG3  je
interferonem gama (IFNy). (Don, 2018) Signalizace rastového faktoru TGF- receptoru

podporuje  izotypovy presmyk nalgE apodtiida podporovana

(TGFBR z angl. transforming growth factor beta receptor) je diilezita pro systémovou

produkci IgA. (Borsutzky, 2004) Produkci IgA zvySuje TGF- a IL-10. (Sonoda, 1992)

3.3.1 Funkce imunoglobulinii

Kazda tfida imunoglobulini ma své vlastnosti a funkce urcené strukturdlnimi

variacemi H fetézcu (viz Tabulka 2). (Encyclopedia Britannica)

Tabulka 2 Koncentrace imunoglobulinii v séru zdravych dospéelych (Horejsi, 2017)

Molekulo . 1
Izotyp | va hmotnost ,Obsah Lokalizace BIVOIOgICky Funkce
v séru (g/1) polocas (dny)
(kDa)
Opsonizace;
. neutralizace;
Serum, festupuje
IgG 155 8-18 intersticialni 21 prestupuy
. placentu;
tekutina .
sekundarni
odpoveéd
slz Sesrllllrrln ’ Ochrana
IgA 160-1000 0,9-3,5 Y, SNy, 6 sliznic,
povrch opsonizace
sliznic, mléko p
Aktivace
Sérum, komplement
IgM 900 0,9-2,5 povrch 6 Do
B bun¢k odpoved;
receptor
pro antigen
Sérum, Receptor
Igh 180 0,1 povrch 3 o antipen
B lymfocytt p &
Sérum, Ochrana
IgE 190 0,0003 intersticialni 2 . -
. proti parazitum
tekutina
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Na povrchu B buné¢k se nachazi monomerni IgM nebo imunoglobulin izotypu D (IgD)

avytvafi BCR. (Hofej$i, 2017) V momenté, kdy jejiz IgM navdzan na antigen,

se komplementovy protein Cl vaze na Fc ¢ast IgM, ¢imz dochézi k aktivaci klasické

komplementové drahy. (Hotejsi, 2017)

V krvi je nejvice zastoupen sérovy izotyp IgG, predevsim IgGl. IgG se v krvi objevuje

priblizn¢ po 10-14 dnech od setkani s antigenem vyvolavajicim protilatkovou odpoved’

(viz Obrazek 5). (Hamplova, 2019) IgG jako jediny izotyp prostupuje v poslednich

tydnech téhotenstvi placentou a zajistuje docasnou imunitu novorozence. (Drnkova,

2019)

IgG
IgM

Titr protilatek v séru

IgM

T VI

T
20 dni

I | | | | - cas

10dni 20 dni
Sekundarni protilatkova odpoved’

1
10 dni
Primérni protilatkova odpoved’
Prvni expozice

antigenu

Pri prvni expozici s antigenem reaguje organismus tvorbou malého mnozZstvi protilatek
a po delsi dobé dochazi k poklesu protilatkove hladiny. Pri opétovném setkani i s malym

mnozstvim antigenu, organismus reaguje okamzitym a prudkym vzestupem titru protilatek.

Druha expozice

antigenu

Obrdzek 5 Faze protildtkové reakce (Chegg, 2003-2021)

(Hamplova, 2019)

Podtiidy IgGlalgG3 jsou schopné vazby na komplementovy protein Cl,

a tedy 1 aktivace komplementu (viz Obrazek 6). 1gG2 je také schopny aktivace klasické

cesty komplementové kaskady, prestoze ponckud hiife. 1gG4 schopnost aktivace

komplementové kaskady zcela postrada. VSechny podtiidy IgG seumi vazat

na Fc receptory fagocyti. (Hotejsi, 2017)
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Obrazek 6 Aktivace komplementu klasickou cestou (protilatkami) (Don, 2021)

Aktivace se ucastni protilatky IgG a IgM, které se vazi na komplementovy protein CI.
Z fragmentii C2a a C4b vznika C3 konvertdza, kterd se podili na aktivaci komplementu
klasickou cestou. Spontanni aktivaci alternativni cesty dochazi ke kaskadovému Stepeni
proteinovych fragmenti C3. Imunitni systéem hostitele je schopen regulovat aktivaci
komplementu tim, Ze dochazi k inhibici nebo rozkladu slozek komplementu ucastnicich

se opsonizace a viastni aktivace komplementu. (Don, 2021)

IgA vslizniéni formé predstavuje nejpocetnéjs$i izotyp protilatky v nasem téle,
a tvofi soucast obrany proti virovym a bakterialnim infekcim, na slizni¢nich povrsich
naseho téla. (Hamplova, 2019) Proces pienosu IgA naslizni€ni povrch se nazyva
transcytoza (viz Obrazek 7). (Hotejsi, 2017) Transcytdézou téZ dochazi k pfenosu IgA
do mateiského mléka, z néhoz se nasledné dostava do traviciho traktu novorozence.
V travicim traktu poskytuje IgA novorozenci ochranu proti infekénim agens, nebot’
novorozenci neprodukuji vlastni IgA v dostate¢ném mnozstvi. (Hofejsi, 2017)

Sérova forma IgA ma funkci opsoninu, ktery se vaZze na specifické receptory
Fc fagocyti. (Chapel, 2018) IgA lze rozdélit jesté nadvé podtiidy, IgAl aIgA2.
Izotyp IgAl pochézi piedev§im ze slizni¢nich plazmocyti aizotyp IgA2 z kostni
dren¢. (Hoftejsi, 2017)
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Obrazek 7 Transcytoza (Horejsi, 2017)

1gA (produkovany B lymfocyty, plazmatickymi bunikami) se vaze na vnitini stranu
epitelialnich bunék na Fc receptor (konkrétne receptor pro transport polymernich
imunoglobulinii — polyIgR) Vznika komplex, ktery je endocytozou prenesen na druhou stranu
buriky, kde se proteolyticky rozstépi polylgR. Cdst molekuly polyIgR, kterd ziistane ve spojent

s IgA je oznacovana jako sekrecni komponenta. (Horejsi, 2017)

IgD se kromé jeho pfitomnosti v BCR nachazi na povrchu lymfocyti embrya
a jeho ptesna funkce zatim neni zjisténa. (Drnkova, 2019)

IgE  chrani epitelidlni  povrchy  dychaciho, travictho  aurogenitdlniho
systému. (Hamplova, 2019) V lidském organismu zdravych lidi se IgE nachdzi v nizkych
koncentracich a jeho zvySena koncentrace byva hlavni pfic¢inou alergickych reakci
u alergikti nebo lidi s hyper IgE syndromem. Nejvétsi uplatnéni ma IgE v obrannych
reakcich zaméfenych proti mnohobunéénym parazitim vyskytujicich se na sliznicich.
(Drnkova, 2019) Napovrchu zirnych bunc¢k a bazofili se nachédzi vysoce-afinitni
Fc receptory pro IgE (FceRI z angl. high-affinity Fc receptor for IgE), na které se vaze
IgE. Tato vazba zplsobuje degranulaci a uvolnéni biologicky aktivnich mediatort

z zirnych bunék a bazofilt (viz Obrdzek 8). (Hotejsi, 2017)
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V ptipad¢ setkani s antigenem (parazitarni antigen, alergen) se antigen vaze
na vazebna mista IgE, ktery je navazan na receptorech FceRI. V ptipad¢ aktivace zirnych
bunck alergenem se uvoliuji cytokiny, eikosanoidy a obsah jejich sekrecnich granul.

(Amin, 2012)

( 8° biologicky aktivni
IgE @® (R . Alergen Ss. medidtory

Obrazek 8 Aktivace Zirné bunky pomoci alergenu (Bax, 2012)

Alergeny vytvari na povrchu zirné bunky komplexy IgE — FceRI, které aktivuji Zirnou buriku.
Nasledné dochazi k degranulaci zirnych bunék a uvolnéni biologicky aktivnich mediatorii. (Bax,

2012)

24


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cytokine-release
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/icosanoid
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/secretory-granule

3.4 Obrana organismu proti virim

Viry jsou striktn¢ intracelularni parazité replikujici se vzdy uvniti zivé hostitelské
bunky, kterou potiebuji, protoze nemaji vlastni proteosynteticky aparat. (Melter, 2019)
Virova Castice oznaCovana jako virion se skladd zproteinii a genomu DNA
¢i ribonukleové kyseliny (RNA). Genomy viru jsou kédovany funkei viru (zejména
klicové enzymy a proteiny kapsidy). (Hamplova, 2019) Virové proteiny se vazou
na povrchové receptory hostitelskych bunék a nasledny pruchod virionu ¢i jeho genomu
do hostitelské buriky je oznacovan jako infekce. (BuneSova, 2017)

Interferony I. typu a NK buriky jsou fazeny mezi antigenné nespecifické mechanismy
tvotici prvni linii obrany proti virim. V butikach, které nebyly dosud infikovany, dochazi
k navozeni antivirového stavu braniciho rozvoji infekce vlivem a a  interferoni L. typu.
(Hotejsi, 2017) IL-12 produkovany infikovanymi makrofagy aktivuje NK buiky,
které napadaji potencidlni zdroj dalSi infekce (infikované bunky) a nasledné je nici
(viz Obrazek 9). (Chapel, 2018)

V obrané proti virové infekei dalSich bun¢k se uplatiuji protilatky IgA, IgG a IgM.
Sekre¢ni IgA zabranuje adhezi respiracnich vir na mukézni epitel. (Chapel, 2018)
Neutralizacni  protilatky IgG, IgM aktivuji  klasickou cestu komplementu
(zptsobujici rozpad nékterych druhti virh) v ptipadé, Ze doslo k priniku virti do krevniho
ob¢hu. (Husakova, 2015) Mechanismus spoluprace pomocnych Th2 lymfocytii a B bunék
se uplatnuje pii protilatkové odpovédi proti virim. Protilatky, které vznikaji pti virové
infekci mohou zabranit sekundarni infekci. (Hotejsi, 2017) Tc lymfocyty stimulované
po rozpoznani fragmentii asociovanych s MHC glykoproteiny I se vyznamné podili
na eliminaci virové infekce a také produkuji cytokiny, které necytotoxicky inhibuji
replikaci virG. (Chapel, 2018) Jedinci, ktefi se vyznacuji poruchami T lymfocyti
¢1 kombinovanymi poruchami imunity, jsou ohrozenéjsi virovymi infekcemi nez ostatni

osoby. (Hotejsi, 2017)
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IL-1Band IL-12 usmrceni zprostfedkované usmrceni produkujicich
bunkami vrozeného| | infikovanych bunék protilatky
imunitniho systému

rast
a vymizeni
infekéniho viru

//
17

vy

A

> <
» <

vrozena ’ L antigen specificka 3
imunitni odpovéd  tyden imunitni odpovéd Thesies

Obrizek 9 Casova osa dynamiky prirozené a adaptivai imunitni odpovédi na virovou infekci
(Chapel, 2018)
IL-1 je prozanetlivym cytokinem a uplatiiuje se jako diileZity medidtor zanétlivé reakce.

IL-1f se ucastni rady bunécnych aktivit, véetné bunécné proliferace, diferenciace a apoptozy.

ZvySend hladina IL-18 je ve vzorcich tekutiny z bronchialni alveolarni lavaze pozorovdana
u pacientu s tezkym priitbéhem onemocnéni COVID-19. Poskozeni plic vyvolané SARS-CoV-2
je do znacné miry vysledkem zanétlivé reakce podporované cytokiny, jako je IL-1f. (Chapel,

2018)
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3.5 Koronaviry

Koronaviry jsou obalené, nesegmentované, jednovlaknové RNA viry. Klinicky
jsou povazovany za druhou nejcastéjs$i pii¢inu béznych nachlazeni po rhinovirech,
a téz jsou pricinou zdvazného respiracniho syndromu SARS (severe acute respiratory
syndrome) a MERS (middle east respiratory syndrome). (Melter, 2019) Koronaviry patii
do tadu Nidovirales a v soucasné dobé je znamo 7 typu zptsobujicich onemocnéni
u ¢lovéka. Primarné koronaviry napadaji travici a dychaci trakt. (SZU, 2020)

Prestoze koronaviry maji sdileny zplsob pienosu prostiednictvim respiracnich
kapének, klinicky obraz je odliSny, nebot’ se vyviji v zavislosti na virovém sérotypu.
(Melter, 2019) Prilezitostné vyvolavaji onemocnéni dolnich cest dychacich a zanéty plic.

Rizikovymi ~ skupinami  jsou  imunokompromitovani  jedinci,  pacienti
s kardiovaskuldrnim nebo jinym chronickym onemocnénim, malé déti a osoby vyssiho
véku. Koronaviry v aktudlni dobé vyvoldvaji zavazna onemocnéni, kterd diive byla
zplisobovana pouze vzacné napt.: t&7ky akutni respiraéni syndrom. (SZU, 2020)

Koronaviry celedi Coronaviridaese déli do 4 rodd o; B; v 0.
Alfa koronaviry (konkrétné  HCoV-229E) a  beta  koronaviry  (konkrétné
HCoV-0C43, HCoV-HKUI) se u dospélych jedinct vyskytuji bézné, nebezpecné jsou
pouze pro vy$e zminéné rizikové osoby. (SZU, 2020) Gama a delta koronaviry infikuji

ptaky i savce a nebyl zatim zaznamenan piipad infekce ¢lovéka. (SZU: COVID-19, 2021)

1. Vletech 2002-2003 SARS-CoV (rod Betacoronavirus, podrod Sarbecovirus)
zpisobil zdvazné onemocnéni akutnim respiracnim syndromem (smrtnost 10 %).
Zdrojem ndkazy byli netopyii, ktefi infikovali dalsi zvifata, od kterych doslo
k pfenosu na lidi. (SZU, 2020)

2. Vroce 2012 MERS-CoV (rod Betacoronavirus, podrod Merbecovirus), objeveny
na Arabském poloostrové, vyvolaval onemocnéni MERS (smrtnost 35 %).
Rezervoarem viru byli dromedafi a k vétSin€ nakaz doSlo ve zdravotnickych
zafizenich. (SZU, 2020)

3. Vprosinci roku 2019 ve Wu-chanu v provincii Hubei v Ciné se objevil
novy beta koronavirus SARS-CoV-2. (Wu, 2020) Koronavirus SARS-CoV-2
(delta varianta B.1.617.2) byl diagnostikovan po pneumonii, kterd se u riznych

pacientl rozvinula bez specifické pficiny. (Cucinotta, 2020)
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Onemocnéni COVID-19 zplsobuje v t€zsich formach mirné az t€zké poskozeni
plic a multiorganové selhani, které vede k umrti prfedev§im u vyse zminénych
rizikovych skupin. (Pomplun, 2021) Kvili uspéSnym vladnim opatienim bylo
v prvni vIné€ na jaie 2020 (do konce kvétna) zaznamenano pouze 9 301 piipadi
(86,9 potvrzenych ptipadi na 100 000 osob béhem tii mésicll). Zruseni omezeni
ptes 1éto vSak mélo za nasledek vyrazné zhorSeni epidemie na podzim 2020.
Na vrcholu druhé viny bylo kazdy den diagnostikovano pies 10 000 novych
piipadi (pies 100 potvrzenych piipadi na 100 000 osob denné) a Ceska republika
se zafadila mezi zemé s nejvetsi zatezi COVID-19 v Evropé i ve svété. K datu
31. kvétna 2021 méla Ceska republika kumulativné celkem 1 661 787 potvrzenych
ptipada (15 528 na 100 000 osob). (Piler, 2021) Rychlost pfenosu viru z osoby
na osobu, se zvysila v polovin€ ledna 2020. Svétova zdravotnickd organizace
(WHO =zangl. world health organization) vyhlasila celosvétovou epidemii
11.bfezna 2020. (WHO director, 2020) Pticinou SARS-CoV-2 byl zoonoticky
zdroj, ktery zpusobil celosvétovou pandemii. VétSina epidemiologickych
a sekvenénich 1daji naznacuje, Ze k primarnimu pienosu doslo z netopyrl
na C¢loveka, avSak naCasovani a misto pfenosu zlistdva prozatim predmétem
intenzivni diskuse. (Matyasek, 2020) Zda se, ze destrukce plic u osob s COVID-19
souvisi s cytokinovou boufi, ktera je spojena se zvySenou hladinou IL-6. Velky
vyznam ma IL-6 v progresi onemocnéni COVID-19 a blokada signaliza¢ni kaskady
IL-6 muZe u nékterych pacientli zmirnit cytokinovou boufi. (Smetana, 2020)

. Zacatkem listopadu 2021 doslo v Jizni Africe k identifikaci nové varianty B.1.1.529
ozna¢ované omikron, kterd do znacné miry nahradila variantu delta. WHO
prohlésila 26. listopadu 2021 omikron za znepokojujici variantu, protoZe ve studii
testll neutralizace zivych virl se ukazalo, Ze omikron uniké neutralizaci protilatek
indukovanych mRNA vakcinou firmy Pfizer-BioNTech. (Collie, 2022) Prestoze
je varianta omikron nakaZliv§j§i nez jiné varianty, vykazuje niz§i riziko
hospitalizace osob infikovanych omikronem. Na zaklad€ studii z Jizni Afriky,
Velké Britanie a nékterych zemi Evropské unie (EU zangl. European union)
se riziko snizilo oproti delta varianté az na polovinu. (Brunclikova, 2021a) K datu
22. dubna 2022 méla Ceska republika kumulativné celkem 3 892 504 potvrzenych
ptipadi z toho aktualn& hospitalizovanych 1 005 osob. (MZCR, 2022)
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3.5.1 SARS-CoV-2

Castice viru SARS-CoV-2 ma kulovitou nebo ovalnou strukturu a na jeji struktuie
se podileji Ctyii proteiny (viz Obrazek 10). (Melter, 2019) Genom SARS-CoV-2 kéduje
Ctyfi hlavni strukturdlni proteiny, véetné povrchového spikového glykoproteinu, ktery
se nazyva S protein, maly obalovy protein (E), matrix protein (M) a nukleokapsidovy
protein (N). (Yi, 2020) Protein N je pfitomen v jadru. Jadro je obklopeno membranou,
ve které jsou ukotveny glykoproteiny (S, E a M). Velikost virovych ¢astic se v priméru
pohybuje v rozmezi 60-140 nm a tzv. hroty proteinu S (spikovy protein) na povrchu
se pohybuji v rozmezi 8-12 nm. (Mahalingam, 2021) Pandemie zplsobena Sifenim
SARS-CoV-2 vedla ke zna¢nému zajmu o jeho evolu¢ni plvod a strukturu genomu.
(Matyasek, 2020) Genom SARS-CoV-2 je podobny genomu jinych koronavirt.
(Mahalingam, 2021)

Spike (S)

Spike protein

Nucelocapsid (N)

Membrane (M)

Envelope (E)

RNA viral genome

Obrazek 10 Schématicke znazornéni viru SARS-CoV-2 (Amawi, 2020)

Genom SARS-CoV-2 kéduje spikovy protein (S), obalovy protein (E), membranovy protein
(M) a nukleokapsidovy protein (N). (Stratech, 2021) Vpravo zndzornén glykosylovany spikovy
protein (S), zprostiedkovdvajici membranovou fuzi vazbou na bunécné receptory. (Amawi,

2020)
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Z hlediska neutralizace protilatek a také z hlediska vakcinace je nejvyznamnéjsi
spikovy protein (S). (Barnes, 2020) Spikovy protein ma receptor vazajici doménu
(RBD z angl. receptor-binding domain), kterd se vdze na ACE2, coz je povazovano
za dllezité v ptipadé interakci mezi hostitelem a virem. (Matyések, 2020)

Spikovy protein obsahuje dvé podjednotky S1 a S2. Podjednotka S1 obsahuje RBD
zprosttedkovavajici navazani koronaviru na bunky lidského téla. (Stratech, 2021)
Podjednotka S2 obsahuje dalsi zakladni prvky potiebné pro membranovou fuzi. (Barnes,

2020)

N-Protein

S-Protein

SARS-CoV-2

Obrazek 11 Zndazornéni vazby spikového proteinu na receptor ACE2 (Stratech, 2021)

Nukleokapsidovy protein (N) je vysoce imunogenni fosfoprotein, ktery je casto pouzivan
Jjako marker v diagnostickych testech.
RBD = receptorovd vazebnd doména (veceptor-binding domain);

ACE?2 = Angiotenzin konvertujici enzym 2 (angiotensin-converting enzyme 2).
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3.6 Monoklonalni protilatky pouzivané v terapii COVID-19

Monoklonalni protilatky jsou proteiny, které napodobuji schopnost imunitniho
systtmu v obran¢ proti virtim. Cilem terapie vyuzivajici monoklondlni protilatky
je zabranit adherenci viru SARS-CoV-2 na receptory (ACE2) naSich bunék. Terapie
monoklonalnimi protilatkami spoc¢iva v aplikaci monoklondlnich protilatek subkutdnné
nebo Castéji intravendzné. (Logan Regional Medical Center, 2021) Aplikace
monoklonélnich protildtek nenahrazuje ockovani (vakcinaci) slouzici pro prevenci
rozvoje COVID-19, ale je ur¢ena pro lécbu pocinajici nemoci. (Fakultni Thomayerova

nemocnice (FTN), 2022)

Zakladni kritéria, kterd musi byt splnéna pted zahdjenim terapie:

e Laboratorné potvrzeny pozitivni vysledek testu na SARS-CoV-2 (antigenni
¢i PCR);

e Pacient nevyzaduje hospitalizaci, mad mirny ¢i stfedné zavazny prubch
COVID-19;

e Maximalné do 10 dnti od néstupu ptiznaktt COVID-19;

e Splnéni rizikového profilu pro piinos terapie (kritéria uréena Ministerstvem
zdravotnictvi);

e Ptizniva dlouhodoba prognéza pacienta

e Piikaz od poskytovatele zdravotni péfe pro podstoupeni terapie. (Logan

Regional Medical Center, 2021)

Terapie monoklondlnimi protilatkami se neprovadi u pacientl, ktefi jsou
hospitalizovani kviilli COVID-19, vyzaduji kyslikovou terapii nebo u nich byla zjisténa
precitlivélost na monoklondlni protilatky. Pfed podanim jsou vyzadovény jesté¢ nékteré
podminky, lisici se pro jednotlivy druh monoklonalnich protilatek, se kterymi je pacient
obezndmen v konkrétni nemocnici, kde by méla byt terapie provadéna. (Logan Regional

Medical Center, 2021)
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V Ceské republice se objevuji rtizné druhy monoklonalnich protilatek a piipravky

vytvoiené z jejich kombinaci:

Fakultni  Thomayerova  nemocnice  (FTN)  vyuziva  protilatky
bamlanivimab, casirivimab, etesevimab, imdevimab. (Fakultni Thomayerova
nemocnice (FTN), 2022) V terapii se nejcastéji uplatiuje kombinace
bamlanivimab a etesevimab nebo casirivimab a imdevimab, protoze takto maji
vEtsi icinek nez pii samostatném pouziti. (Falcone, 2021)

Klinika infekénich nemoci Fakultni nemocnice Bulovka (FNB) nabizi podani
monoklondlnich  protilatek REGN-CoV-2 a  bamlanivimab.  Terapie
neutralizatnimi monoklonalnimi protildtkami proti viru SARS-CoV-2
je ve FNB umoznéna od 21.4.2021. (FNB, 2021) U neregistrovaného
humanniho 1é¢iva REGN-CoV-2 obsahujiciho monoklondlni protilatky
casirivimab a imdevimab byla Ministerstvem zdravotnictvi Ceské republiky
(MZ CR) v rozhodnuti ze 3. 12. 2021 dodasné povolena distribuce, vydej
apouzivani tohoto ptipravku. (FN KH, 2022) Terapii piipravkem
REGN-CoV-2 nabizi Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady (FNKYV)
a od dubna 2021 i Fakultni nemocnice Brno (Fakultni nemocnice Brno, 2021).
Tyto ptipravky REGN-CoV-2 nelze pouzit u pacientll s variantou viru
SARS-CoV-2 omikron, kterd ve svété zplsobila zatim nejvyS$i poclty
potvrzenych infekci. (FNKV, 2010-2022) V piipadé¢ omikronu je terapie
monoklonalnimi protilatkami nahrazena terapii antivirotik s ndzvem Lagevrio
aufinnou latkou molnupiravir. Pfedpisu  neregistrovaného  pfipravku
Lagevrio taktéz ptredchazi splnéni platnych indikacnich kritérii. (Fakultni
nemocnice Brno, 2021) Distribuce a pouzivani ptipravku Lagevrio se fidi

rozhodnutim MZCR ze dne 7. 12. 2021. (MZCR, 2021)
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3.7 Aktivni imunizace (vakcinace)

Prevence Sifeni infekénich onemocnéni spoc¢iva v eliminaci zdroje infekce, preruseni
fetézce prenosu nebo zajisténi imunity pomoci pasivni ¢i aktivni imunizace. Aktivni

imunizace muze byt ziskdna dvéma zptsoby.

1. Jednak vznikem imunitni paméti po prodélani pfirozené infekce, kdy se vlivem
setkani organismu s antigenni stimulaci spousti imunitni reakce, ktera pfirozené
zajisti jedinci ziskani imunity po prodélaném onemocnéni.

2. Dalsi moznosti aktivni imunizace je podani o¢kovaci latky (vakciny) s antigenem,
pochazejicim piimo z infekéniho agens ¢i antigenem podobnym infekénimu agens.

(Chapel, 2018)

S vakcinaci jsou vzdy spojena rizika vedlejSich ucinktt ¢i riziko rozvoje
anafylaktického Soku. Aby bylo dosazeno optimalniho imunogenniho ucinku, byvaji
pouzivany latky napomahajici pohlceni antigenu APC, které jsou oznacovany adjuvancia.
(Hoftejsi, 2017) Pfi pouziti ockovacich latek je nutné dbat na zpisob jejich ptipravy,
také zda obsahuji vhodny antigen,a je$t¢ na vhodny zplsob podani a piipadné

kontraindikace k ockovani. (Hamplova, 2019)

3.7.1 Prehled vakcin proti onemocnéni COVID-19

V Ceské republice se pouzivaji rizné druhy o¢kovacich vakcin proti onemocnéni
COVID-19, kterymi se podle EU pln€ naockovalo témét 80 % dospélé populace.
(Evropska komise, 2022) Z hlediska schvalovani vakcin proti onemocnéni COVID-19
byla rychlost vyvoje 1 schvalovani mnohem vyssi z ditvodu naléhavé epidemiologickeé
potieby. V bfeznu 2021 v Ceské republice probihala masivni ockovaci kampati,
jejimz cilem bylo proockovat celou dospélou populaci proti SARS-CoV-2 do konce zati
2021. (SUKL, 2021) Vakciny se nejdiive testuji v laboratofi (preklinické testovani),
poté nasleduje klinické hodnoceni u lidi dobrovolné zapojenych do vyzkumu.
Pted schvélenim se vakciny hodnoti v EU podle ptisnych norem a je nutné dodrzet
pozadavky kladené na jakost, bezpe¢nost a uéinnost. (SUKL, 2021) Evropska agentura
pro lécivé pripravky (EMA- European medicines agency) vytvofila expertni pracovni
skupinu ETF (emergency task force) s cilem urychlit posuzovani zZadosti predkladanych

farmaceutickymi spole¢nostmi. (SUKL, 2021)
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Inaktivované (usmrcené) vakciny

Inaktivované vakciny vyuZzivaji usmrcenou formu viru SARS-CoV-2. Pivodce
choroby je mozné inaktivovat pouzitim vysoké teploty nebo chemicky ¢i ozafovanim.
Mechanismus inaktivované vakciny vyuzivaji spolecnosti Sinopharm, Sinovac. Rizikem
pfi pouziti inaktivované vakciny mize byt silna stimulace imunitniho systému a vznikla
silna reakce miize poskodit ptislusny organ. Potize mohou nastat pfi vytvoreni protilatek,

které po navazani na virus ho nezneskodni, ale pouze oznaci. (Sindelkova, 2020)

Virové vektorové vakciny (lidské adenovirové vektory)

Virové vektorové vakciny vyuzivaji vektor, kterym je oslabeny nepatogenni virus
nejcasteji adenovirus. Prinikem genetické informace ptes vektor do bunék se produkuji
proteiny koronaviru. V reakci na vzniklé proteiny koronaviru vznikd bezpe¢na imunitni
odpovéd. Vyhodou vektorovych vakcin je celkem snadnd i finanéné méné narocna
vyroba. Nevyhodou lidskych adenovirti je naopak Siroké cirkulace, kterd mize vyvolat
chiipku ¢i bézné nachlazeni. Mechanismus virovych vektorovych vakcin vyuzivaji
spole€nosti Astra Zeneca (Vaxzevria), Johnson & Johnson (Janssen Pharmaceutica),

Generium Pharmaceutical (Sputnik V). (Sindelkova, 2020)

Vakciny na bazi proteini (proteinové vakciny)

K bezpecnému vytvofeni imunitni odpovédi se vyuZivaji neSkodné fragmenty
proteinti ¢i proteinovych obali, které napodobuji virus SARS-CoV-2. Proteinové Castice
pronikaji do organismu a nasledné stimuluji imunitni odpovéd’. Vyhodou vakcin
je bezpecnost, avsak ¢asto pro stimulaci dostate¢né tvorby protilatek vyzaduji dalsi latky,
tzv. adjuvans. K pfipravé téchto vakcin na bazi proteini Se vyuzivaji metody
rekombinantniho genetického inzenyrstvi. Mechanismus vakcin na bazi proteinti vyuziva
spole¢nosti Novavax (Nuvaxovid). (Sindelkova, 2020) Vakcina Nuvaxovid byla
registrovana Evropskou komisi v prosinci 2021 a jako prvni proteinova podjednotkova
vakcina proti COVID-19, byla doporucena k registraci spolecnosti EMA. (Brunclikova,
2021b)
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RNA vakciny

V Ceské republice jsou nyni dostupné dvé mRNA vakciny od spole¢nosti Moderna
a Pfizer-BioNTech (viz Tabulka 3). Vakcina Comirnaty od spolec¢nosti Pfizer-BioNTech
byla schvalena 23. 8. 2021 po splnéni pozadavkli na bezpecnost, ucinnost, a vyrobu
Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA z angl. food and drug administration). (Patel,
2022) Nevyhodou mRNA vakcin je, Zze jsou termolabilni ajenutné uchovévat
je ptinizkych teplotach v rozmezi -60°C az -90°C maximalné¢ po dobu 6 mésicu.
(Vakciny.net, 2021) Za vyhodu mRNA vakcin se povazuje predevsim jejich velmi snadné
ptizplisobeni novym mutacim viru, kdy se pouze upravi sekvence RNA, ktera se pouzije

pro piipravu nové vakciny. (Kiiz, 2022)

Tabulka 3 Slozeni mRNA vakcin proti COVID-19 (Vakciny.net, 2021)

Oznaceni Comirnaty (BNT162b2) Spikevax (mRNA-1273)
Vyrobce Pfizer-BioNTech Moderna
Velikost davky 30 ug/0,3 ml 100 png/0,5 ml
Lipidy Funkéni a strukturalni lipidy Funk¢ni a strukturalni lipidy
Kryoprotektant Sachar6za Sachar6za
Nukleosid-modifikovand mRNA | Nukleosid-modifikovanda mRNA
MRNA kodujici spikovy glykoprotein kédujici spikovy glykoprotein
SARS-CoV-2 SARS-CoV-2

RNA vakciny vyuZivaji mRNA jako ptredlohu neboli templat k syntéze povrchového
spikového proteinu, ktery je buiitkou vystaven na povrch (stejn€ jako pfi realné infekci
SARS-CoV-2). (Mishra, 2020) Aby nebyla molekula mRNA rychle degradovana,
nebot’ je v lidském organismu samostatné nestabilni, vyuzivaji se k jeji ochrané lipidy.
Lipidy spolecné s mRNA vytvaii lipidové nanocastice, které splynou s cytoplazmatickou
membranou buiikky a uvolni mRNA do cytoplasmy, kde se naribozomu syntetizuje
spikovy protein (viz Obrdzek 124). Nové vznikly spikovy protein je ndsledné vystaven
na povrchu buiiky, kterd ho syntetizovala. Zarovenl v bunikach dochazi ke Sté€peni

spikovych proteinti na fragmenty rozpozndvané imunitnim systémem. (Ktiz, 2022)
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K rozpoznani patogenniho agens dochdzi po nekréze bunky (infikované virem
SARS-CoV-2). Nekrotické zbytky obsahujici mnoho spikovych proteint a proteinovych
fragmentt jsou fagocytovany bunkami APC. Bunky APC vystavi na povrchu fragmenty
spikovych proteinli prostfednictvim povrchovych MHC glykoproteinii II. tfidy, a tim
zprosttedkuji rozpoznani fragmentti CD4+ Th lymfocyty (viz Obradzek 12B). (Kiiz, 2022)

Aby doslo ke tvorbé protilatek musi byt vystavené fragmenty spikovych proteini
na povrchu APC rozpoznany B lymfocyty, které se po aktivaci Th lymfocyty, za¢nou
mnozit a produkovat protilatky (IgG), které cili na spikové proteiny (viz Obrazek 12C).
(Ktiz, 2022)

Vytvorené specifické protilatky se navéazi na rozpoznany povrchovy spikovy protein
virové ¢astice a oznaci ho pro degradaci, s cilem zabranit viru ve vazbé na ACE2 receptor
(viz Obrazek 12D). (Ktiz, 2022) Ptestoze cirkulujici protilatky odvozené z plazmatickych
bun¢k v priabéhu c¢asu ubyvaji, dlouhodoba imunitni pamét mulze pietrvavat
v expandovanych klonech pamétovych B lymfocytt, dale v CD8+ Tc lymfocytech
a v CD4+ Th lymfocytech pomahajici B lymfocytim. (Wang, 2021)
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Obrazek 12 Princip mRNA vakciny Pfizer-BioNTech a Moderna (K¥iz, 2022)

A) Interakce mezi vakcinou a burikou; B) Rozpoznani patogenniho agens,
C) Tvorba imunoglobulinii (protilatek); D) Obrana proti viru SARS-CoV-2.
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Zneskodnéni napadenych bunék (infikovanych virem SARS-CoV-2) je mozné
prostiednictvim APC bunék. Buniky APC vystavi na povrchu fragmenty prostfednictvim
povrchovych MHC glykoproteini 1. tiidy, které rozpoznaji CD8+ Tc lymfocyty.
Aktivované Tc lymfocyty nasledné vyhledaji a zneSkodnéni vSechny infikované bunky
s prezentovanymi fragmenty spikovych proteini na jejich povrSich (viz Obrazek 13).
(K¥iz, 2022)

cytotoxicky
T-lymfocyt

napadena
burka

Obrazek 13 Zneskodnéni bunék infikovanych virem SARS-CoV-2 (Kriz, 2022)
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4 METODIKA

Detekce a kvantifikace protilatek IgM a IgG specifickych proti spikovému proteinu
u jedinc oCkovanych mRNA vakcinou proti SARS-CoV-2 se provadéla sendvicovou
metodou ELISA. Odbér vzorka periferni krve zajistila VSeobecnd fakultni nemocnice
v Praze (VFN) =za dodrzeni podminek pro venepunkci. Krev byla odebrana
od dobrovolnika Ucastnicich se této studie po podepsani pisemného informovaného
souhlasu. Samotné stanoveni protilatkové odpovédi probihalo v Ustavu imunologie

a mikrobiologie 1. 1€¢kaiské fakulty (LF) Univerzity Karlovy (UK) a VFN v Praze.
4.1 Casovy rozvrh sbéru dat

Vzorky se pacientim odebiraly ¢tyfikrat v prubéhu 6 mésict (Cervenec/srpen 2020

az leden 2021) v ¢asovém odstupu:

e Jeden a pil mésice od ockovani druhou dédvkou vakciny Pfizer-BioNTech.
e Tii mésice od ockovani druhou davkou vakciny Pfizer-BioNTech.
o Ctyfi a ptil mésice od o¢kovani druhou davkou vakciny Pfizer-BioNTech.

o Sest mé&sicti od o&kovani druhou davkou vakciny Pfizer-BioNTech.
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4.2 Metoda ELISA

Nazev metody ELISA vychazi z anglického oznaceni enzyme-linked immunosorbent
assay ajedna se o rychlou a jednoduchou laboratorni techniku. Vyuzivana je zejména
ve zdravotnickych laboratotich ¢i v laboratornim vyzkumu. Metoda ELISA se oznacuje
jako zlaty standard v prikazu imunologickych reakci a uplatituje se v diagnostice
biomarkera nejriiznéjSich onemocnéni, detekci infekénich onemocnéni ¢i kontrole kvality
v riznych odvétvich primyslu. RozliSuji se ¢tyfi druhy uspotadani metody ELISA

(pfima, nepiima, sendvicova, kompetitivni). (Singh, 2015)
4.2.1 Sendvicova ELISA

Sendvi¢ova ELISA patii mezi tfeti nejpouzivanéjSi moznost usporadani metody
ELISA a jeji schéma je znazornéno viz Obrdzek 14. Metodu charakterizuje pouZiti
dvou protilatek, které jsou specifické na rizné epitopy jednoho antigenu. Na povrch
jamky mikrotitracni desti¢ky je navdzana primarni protilatka, jejiz funkci je vychytavani
antigenu ze vzorku. Sekundarni protilatka je oznacena enzymem a slouzi pro detekci

navazaného antigenu na primarni protilatku. (Bauerova, 2008)

jamka mikrotitracni imobilisace vazba
desticky protilatky antigenu

A &

&) wotd &P

vazba druhé protilatky inkubace stanoveni
S navazanym s chromogennim produktu enzymove
enzymem substratem enzymu reakce

Obrazek 14 Schéma sendvicového usporadani metody ELISA (ELISA, 2020)
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4.3 Pouzivané soupravy Matriks Biotek®

K métfeni byly vyuzity soupravy (viz Tabulka 4) od biotechnologické spolecnosti
Matriks Biotek. Soupravy byly skladovany pii teploté 2-8 °C a chranény pred teplem
a pfimym slune¢nim svétlem z diivodu stability mikrotitracnich desticek dle instrukci

vyrobce Matriks Biotek.

Tabulka 4 Soupravy CORONAHUNTERTM ELISA (Matriks Biotek, 2020)

Referenc¢ni kod Nézev vyrobku | Popis

COR-QNS-IGG-S1 | Q-CORS 11gG | Enzymova imunoanalyza pro kvantitativni
stanoveni anti-Spike 1 IgG protilatek

v séru a plazmé

COR-QNS-IGM-S1 | Q-CORS 11gM | Enzymova imunoanalyza pro kvantitativni
stanoveni anti-Spike 1 IgM protilatek

v séru a plazmé

4.4 Pouzivané pristroje
e ELISA spektrofotometr SUNRISE (vyrobce Tecan)
4.5 Pracovni pomiicky pro kalibrované méreni

e Kalibrované pipety, vicekanalova mikropipeta, sterilni Spicky

e Mikrozkumavky (typ Eppendorf) pro fedéni vzorki

e Adhezivni folie (pro zakryti mikrotitracni desky béhem inkubace)

e 96-jamkové mikrotitra¢ni desti¢ky (s navazanym spikovym proteinem)
e Papirové utérky

e (asovacd
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https://instruments.cz/produkt/sunrise-elisa-spektrofotometr/
https://instruments.cz/produkt/sunrise-elisa-spektrofotometr/

4.6 Pouzivané chemikalie

Reagencie dodané vyrobcem Matriks Biotek:

e Referen¢ni vzorky nizké a vysoké hladiny specifickych protilatek (low and high

levels)

e Redici pufr (assay buffer)

e Konjugat (kfenova peroxidaza, HRP z angl. horseradish peroxidase)

e Substrat (roztok substratu TMB = tetramethylbenzidin)

e Zastavovaci roztok (stop buffer)
e Promyvaci roztok (wash buffer)

e Destilovana voda

e Standardy A-F o riznych koncentracich viz Tabulka 5

Tabulka 5 Koncentrace standardii pro stanoveni protilatek IgG a IgM (Matriks Biotek, 2020)

Standardy Pro IgG (ng/ml) | Pro IgM (ng/ml)
Standard A (standard s nejvys$si koncentraci) 200 100
Standard B 100 50
Standard C 50 25
Standard D 25 12,5
Standard E 12,5 6,25
Standard F (standard s nejniZsi koncentraci) 0 0

4.6.1 Priprava promyvaciho pufru (wash buffer)

Promyvaci roztok se musi ptipravit pfed zahajenim analyzy. Dodany promyvaci roztok

(wash buffer) se fedi dvacetkrat destilovanou vodou.
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4.6.2 Redéni vzorki
Redéni vzorki séra pro tiidu IgG

Redéni vzorkt se provadi v fedicim poméru 1/100. K 5 ul vzorku séra se ptida

495 ul tediciho pufru (assay buffer).
Redéni vzorki séra pro tiidu IgM

Redéni se provadi v fedicim poméru 1/200. Nejdtive se k 10 pl vzorku séra piida
90 ul fediciho pufru (assay buffer), nasledn¢ se k 10 ul zfedéného vzorku ptida 190 pl
fediciho pufru (assay buffer).

r

4.7 Princip méreni

Standardy a vzorky séra jsou inkubovany v mikrotitra¢ni destic¢ce, jejiz dno je potazené
Spike 1 proteinem. Po inkubaci se jamky promyji a nasledné se ptida konjugat, kterym
je sekundarni protildtka s navédzanou kienovou peroxidazou, vézajici se na komplex
antigen-primarni protilatka. Po dal$i inkubaci se jamky opét promyji a vazana
enzymaticka aktivita je detekovana pridanim TMB, coz je chromogenni substrat. Reakce
je ukoncena kyselym zastavovacim roztokem (stop buffer). Vzniklé zabarveni je umérné
mnozstvi anti Spike 1 protilatky ve vzorku nebo standardu. Vysledky vzorku se urcuji

pfimo pomoci standardni kiivky.
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4.8 Postup méreni

Protilatky byly stanoveny dle doporuceného postupu vyrobce Matriks Biotek. Postup

méieni pro stanoveni izotypt protilatek IgG 1 IgM je téméf identicky vyjimkou jsou

odchylky:

e Kirok 1je vynechan v piipadé méteni izotypu protilatek IgM.

e Kirok 2 se li$i v pipetovaném objemu.

Postup

1. Pipetovani 100 pl fediciho pufru (assay buffer) do kazdé z pouzitych jamek (plati

pouze pro méteni izotypu protilatek IgG)

2. Pipetovani standardl, referen¢nich vzorkd nizké a vysoké hladiny specifickych

protilatek (low level control, highlevel control) aziedénych vzorkl

do ptislusnych jamek mikrotitra¢ni desticky v mnozstvi:

e 20 pl pii stanoveni izotypu protilatek 1gG (viz Obrdzek 15)

e 100 pl pti stanoveni izotypu protilatek IgM (viz Obrdzek 16)

1 2 3 4 5 6 7 8 9| 10

11

12

ITIOMMmMOO|®m| >

Jamky s fedicim pufrem (Assay buffer)
Jamky bez fediciho pufru (Assay buffer)
Standard A

Standard B

Standard C

Standard D

Standard E

Standard F

Low level control

High level control

AL

Vzorky séra

Obrdzek 15 Schéma mikrotitracni desticky pri stanoveni protilatek tridy IgG (viastni zdroj)
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Jamky s fedicim pufrem (Assay buffer)
Jamky bez fediciho pufru (Assay buffer)
Standard A
Standard B
Standard C
Standard D
Standard E
§ Standard F

Low level control

High level control

Vzorky séra

Obrazek 16 Schéma mikrotitracni desticky pri stanoveni protilatek tridy IgM (viastni zdroj)

3. Prekryti mikrotitracni desticky lepici (adhezivni) folii, nasledované kratkym
promichdnim obsahu (jemnym protfepanim mikrotitracni desticky) a inkubaci
60 minut pii pokojové teploté (18-25 °C).

4. Odstranéni lepici folie, vyliti inkubac¢niho roztoku do vylevky a nésledné promyti
mikrotitraéni desticky 300 pl promyvaciho roztoku (wash buffer). Poklepanim
obracené desky na papirovou utérku se odstrani zbyvajici roztok na dné jamek.
Promyti se opakuje trikrat.

5. Pipetovani 100 pl konjugatu do kazdé jamky.

6. Opét prekryti mikrotitraéni destiCky lepici folii s naslednou inkubaci 30 minut
pfi pokojové teploté (18-25 °C).

7. Odstranéni lepici folie, vyliti inkuba¢niho roztoku do vylevky a nasledné promyti
mikrotitracni desticky 300 pl promyvaciho roztoku (wash buffer). Poklepanim
obracené desky na papirovou utérku se odstrani zbyvajici roztok. Promyti
se opakuje tiikrat.

8. Pipetovani 100 pl substratu do kazdé jamky.

9. Inkubace ve tmé 15 minut bez lepici folie pii pokojové teploté (18-25 °C).
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10. Ptidani 100 pl zastavovaciho roztoku (stop buffer) do kazdé jamky s lehkym
protfepanim mikrotitraéni desti¢ky. Zastavovaci roztok (stop buffer) zastavuje
reakci substratu a vysledkem je barevna zména z modré na zlutou.

11. Do 30 minut po ptidani zastavovaciho roztoku (stop buffer) se méti absorbance

fotometricky pfi 450 nm s referen¢ni vinovou délkou 650 nm (450/650 nm).

4

4.9 Kontrola kvality méreni

Vysledky zkousky lze prohlasit za platné po provedeni méteni presné podle pokyni
uvedenych v zakoupené soupraveé a pii dodrzeni pravidel spravné laboratorni praxe

(SLP) nebo jinych pouZzitelnych norem ¢i zakond.

Pro platnou studii optické hustoty pii 450/650 nm:

e Standard A (standard s nejvyssi koncentraci) musi byt >1500

cvwvr

e Standard F (standard s nejnizsi koncentraci) musi byt <0,150

V ptipadé jakékoli odchylky by mélo byt piezkouméno: datum expirace Cinidel,

podminky skladovani, pipety, zatizeni, inkuba¢ni podminky, zptisoby myti atd.
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4.10 Interpretace vysledku

Po provedeni enzymatické imunoanalyzy a kontrole kvality méfeni, byly namétené
hodnoty ptepocitany na koncentrace protilatek specifickych proti spikovému proteinu
SARS-CoV-2. Piepocet se provadél pomoci kalibracni kiivky, kterd byla stanovena
na zéklad¢ zmétenych hodnot standarda. Vysledné koncentrace v jednotkach ng/ml jsou

pro protilatky anti-SARS-CoV-2 S1 1gG uvedeny v Priloze 1 a pro protilatky
anti-SARS-CoV-2 S11gM v Priloze 2.

Pti interpretaci vysledkii koncentrace specifickych protilatek proti spikovému proteinu
viru SARS-CoV-2 je rozhodujici detek¢ni limit ¢irozhodovaci hladina (cut-off).
analytu ve vzorku, pro kterou je analyticky signal statisticky vyznamné odlisny od Sumu.
(Kozlik, 2020) Pro méfeni specifickych protilatek v rdmci této studie byl pouzit detekéni

limit 800 ng/ml, ktery je stanoven na zaklad¢ doporuceni vyrobce.

Hladiny koncentraci protilatek anti-SARS-CoV-2 S1 IgG nebo IgM, které jsou nizsi
nez 800 ng/ml se oznacuji jako negativni (pod detekénim limitem). V piipadé vyskytu
koncentrace protilatek anti-SARS-CoV-2 SI IgG ¢i IgM v rozmezi 800-1500 ng/ml
se pouzivd oznaeni Sed4d zdéna ¢i hraniéni vysledek. Koncentrace, které jsou vyssi
nebo rovny 1500 ng/ml se oznacuji jako pozitivni (nad detekénim limitem). Procentualni
zastoupeni hodnot koncentraci specifickych protilatek proti spikovému proteinu ve vyse
uvedenych rozmezich u nami sledovanych probandli je pro Uplnost znazornéno

v Tabulkach 6 a 9.

Sloupcové grafy viz Obrdzek 17 a 18 byly zpracovany v programu GraphPad Prism9
a znazornuji koncentraci protilatek specifickych proti spikovému proteinu SARS-CoV-2
ve tfidé IgG a IgM v jednotlivych odbérech v zavislosti na stfedni nebo také smérodatné
chybé priméru (SEM ¢i SE = standard error of the mean). SE kvantifikuje piesnost
praméru a zna¢i miru, jak bude primér vzorku studie daleko od skute¢ného priméru
populace. SE se vyjadiuje ve stejnych jednotkach jako vlastni koncentrace specifickych
protilatek proti spikovému proteinu. Cim vice je zahrnuto probandii v souboru,
tim se vice minimalizuje odliSnost priméru znazornéného v grafu od priméru v celé

populaci.
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5 VYSLEDKY

5.1 Koncentrace specifického IgM proti spikovému proteinu

V piehledu zjisténych koncentraci protilatek specifickych proti spikovému proteinu
ve tfid¢ IgM (viz Tabulka 6) je pro Gplnost zndzornéno procentualni zastoupeni probanda
podle hodnoceni v zévislosti na detek¢nim limitu. Detekénim limit byl pro tuto studii

stanoven 800 ng/ml na zaklad¢ vyrobcem otestovanych referen¢nich sér WHO.

Tabulka 6 Procentualni rozdéleni koncentraci specifickych protilatek proti spikovému
proteinu ve tiide IgM na zdklade detekcniho limitu (viastni zdroj)

Pocet probandl
IgM przob;itdﬁ Negativni Sedda zéna Pozitivni
(pod 800 ng/ml) | (800 - 1500 ng/ml) | (nad 1500 ng/ml)
1. odbér 46 6,5 0 93,5
2. odbér 42 7,1 0 92,9
3. odbér 54 9,3 18,5 72,2
4. odbér 34 17,6 38,2 44,1

Vysledkem 1. odbéru periferni krve dobrovolnikli po ukon¢eném ockovani 2. davkou
mRNA vakciny od firmy Pfizer-BioNtech je 93,5 % pozitivnich vysledkl (nad detekénim
limitem) a 6,5 % negativni vysledkli. Hrani¢ni hodnoty specifickych protilatek
proti spikovému proteinu nebyly zaznamendny. Ve 2. odbéru bylo zjisténo 92,9 %
pozitivnich vysledki, hrani¢ni hodnoty také nebyly zastoupeny a 7,1 % tvoftily negativni
vysledky. Ve 3. odbéru byly zjiStény pozitivni vysledky u 72,2 % jedinci, hraniéni
vysledky (Seda zoéna) u 18,5 % a negativni vysledky (pod detekénim limitem) u 9,3 %
probandi. Ve 4. odbéru byly pozitivni vysledky zjistény u 44,1 % probandt, hrani¢ni
vysledky u 38,2 % probandil a negativni vysledky u 17,6 % jedinct.

Pro statistické zpracovani ziskanych koncentraci protilatek anti-SARS-CoV-2 S1 IgM
byly nésledné wvyuzity pouze pozitivni hodnoty (n=136/176), které se nachazi
nad detekénim limitem. Hodnoty, které¢ byly stanoveny v Sedé zon¢, by bylo pro piesnost
vhodnéjs$i znovu pfeméfit. Deskriptivni parametry vypocitané z pozitivnich vysledkt

jsou zndzornény v Tabulce 7.
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Tabulka 7 Prehled vypocitanych parametrii u pozitivnich vysledkii anti-SARS-CoV-2 S1 IgM

(vlastni zdroj)
Pocet

poIZ|t|vn|(°:h oy Stfedni chyba . Smérodatna

vysledkd Pramér oy Median

z celkovych (ng/ml) prumeru (ng/ml) odchylka

stanoveni (ng/mi) (ng/ml)

v dany termin

1. odbér 43/46 3738 119,4 3550 1388,27
2. odbér 39/42 4774 197,3 4240 2183,88
3. odbér 39/54 2897 106,9 2520 1183,80
4. odbér 15/34 2985 187,3 2564 1285,77

Dynamika zmény koncentrace protilatek specifickych proti spikovému proteinu
SARS-CoV-2 ve tfidé¢ IgM je znazornéna na Obrazku 17, kde jsou data zobrazena
jako priméry a stfedni chyba primétu SE je zaznamenana prostfednictvim chybovych
usecek. Obrazek 17 je grafickym zpracovanim ziskanych pozitivnich vysledkl a také

parametrt z Tabulky 7.

anti SARS-CoV-2 S1 IgM
(nad 1500 ng/ml)

8000~

6000~

4000

ng/ml

2000+

Obrazek 17 Zména koncentrace protilatek specifickych proti spikovému proteinu
SARS-CoV-2 ve tride IgM mezi jednotlivymi odbéry po ukonceném ockovani 2. davkou mRNA

vakciny Comirnaty (viastni zdroj)

Odbery byly realizovany v obdobi ¢ervenec/srpen 2021 az leden 2022 a je mezi nimi casovy
rozestup 1,5 mésice.
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Vysledkem 1. odbéru (n=43), ktery odpovida hodnoceni 1, 5 mésice po podani 2. davky
vakciny Comirnaty (BNTI62b2) byla primémd koncentrace pozitivnich
vysledki 3 738 ng/ml a SE 119,4 ng/ml. Ve 2. odbéru (n=39), kde hodnoceni odpovida
vzorklim odebranych 3 mésice po podani 2. davky vakciny, se primérnd koncentrace
rovnala 4 774 ng/ml a SE 197,3 ng/ml. Vysledkem 3. odbéru (n=39), ktery byl odebran
s odstupem 4,5 mésice od naockovani 2 davek, byla primérna koncentrace 2 897 ng/ml
a SE 106,9 ng/ml. V poslednim 4. odbéru (n=15) s odstupem 6 meésicii od ockovani
2 davkami vakciny byla zjiSt€éna primérnd koncentrace protilatek 2 985 ng/ml

a SE 187,3 ng/ml.

Na zékladé namétenych hodnot byla provedenai statisticka analyza vlivu veéku
a ostatnich prediktori na protilatkovou odpovéd viz Tabulka 8. Statistiku,
ktera zahrnovala zdravotnické pracovniky VFN v Praze ve vékovém rozmezi od 21 let

do 86 let provedl MUDr. Ing. Lubomir Stépanek.

Tabulka 8 Zavislost hladiny IgM na prediktorech (viastni zdroj)

hodnota
fedni ch p floehoma
Odhad Stredon ' yba (oznacujici miru
prumeéru L
signifikance)
Onemocnéni COVID-19 240,281 332,744 0,47078
Rok narozeni 29,177 9,136 0,00155**
BMI -52,442 24,533 0,03335*
Pohlavi —Zena -452,091 282,819 0,11098

Signifikantni kody: **p <0,01; *p < 0,05

Pouzita zkratka: BMI — index telesné hmotnosti (Body Mass Index)
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Zhodnoceni zavislosti prediktorti na hladin€ IgM viz Tabulka 8:

e P hodnota 0,47078 nemé na hladin¢ vyznamnosti 5 % statisticky vyznamny
vztah s proménnou odezvy, zda dany jedinec prodélal onemocnéni COVID-19.

e P hodnota 0,00155 je na hladin€ vyznamnosti 1 % statisticky vyznamna pro rok
narozenti.

e P hodnota 0,03335 je na hladiné¢ vyznamnosti 5 % statisticky vyznamna
pro index télesné hmotnosti oznatovany BMI (Body Mass Index).

e P hodnota 0,11098 nemé na hladin€ vyznamnosti 5 % statisticky vyznamny
vztah pro korelaci zavislosti pohlavi na protilatkové odpovédi (koncentraci

specifickych IgM proti spikovému proteinu)

Vysledkem statistické analyzy vlivu prediktorii na protilatkovou odpoveéd
je zjisténi statisticky vyznamné zavislosti koncentraci specifickych protilatek IgM
proti spikovému proteinu na véku jedince a BMI. S rostoucim rokem narozeni rostou

hodnoty protilatek a s rostoucim BMI klesaji hodnoty protilatek.
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5.2 Koncentrace specifického IgG proti spikovému proteinu

Pro uplnost je v prehledu zjisténych koncentraci protilatek specifickych
proti spikovému proteinu ve ttidé¢ 1gG (viz Tabulka 9) znazornéno procentudlni
zastoupeni probandl podle hodnoceni v zavislosti na detekénim limitu. Detekéni limit
byl pro tuto studii stanoven rovnéz 800 ng/ml na zdklad¢ vyrobcem otestovanych

referenénich sér WHO.

Tabulka 9 Procentualni rozdéleni koncentraci specifickych protilatek proti spikovému
proteinu ve tride IgG na zdkladé detekcniho limitu (viastni zdroj)

podet Poévet proband(
I8G probandi Negativni Sedd zéna Pozitivni
(pod 800 ng/ml) (800 - 1500 ng/ml) | (nad 1500 ng/ml)
1. odbér 46 0 0 100
2. odbér 42 0 0 100
3. odbér 54 20,4 11,1 68,5
4. odbér 34 26,5 11,8 61,8

Vysledkem je 100% zastoupeni pozitivnich vysledki (nad detekénim limitem)
v 1. a 2. odbéru periferni krve dobrovolnik po ukonc¢eném ockovani 2. davkou mRNA
vakciny od firmy Pfizer-BioNTech. Ve 3. odbéru byly zjistény pozitivni hodnoty
specifickych protilatek proti spikovému proteinu u 68,5 % jedinctli, hrani¢ni vysledky
(Seda zoéna) u 11,1 % a negativni vysledky (pod detekénim limitem) u 20,4 % proband.
Ve 4. odbéru byly pozitivni vysledky stanoveny u 61,8 % probandt, hrani¢ni vysledky
u 11,8 % probandi a negativni vysledky u 26,5 % jedinct.

Pro ptesnost vysledki by hodnoty, nachéazejici se v Sedé zén€, mély byt znovu
pfeméteny. Ze zjiSténych koncentraci protilatek anti-SARS-CoV-2 S1 IgG byly
pro statistické zpracovani dale vyuzity pouze pozitivni hodnoty (n=146/176),
které se nachdzeji nad detekénim limitem (nad 1500 ng/ml). V Tabulce 10 jsou

z pozitivnich vysledkli vypocitané deskriptivni parametry.
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Tabulka 10 Prehled vypocitanych parametrii u pozitivnich vysledkit anti-SARS-CoV-2 S1 IgG

(vlastni zdroj)
Pocet
pozitivnich Stfedni chyba
vysledki Primér o o Medidn Smérodatna
z celkovych (ng/ml) prumeru (ng/ml) odchylka (ng/ml)
: (ng/ml)
stanoveni
v dany termin

1. odbér 46/46 15926 467,8 20000 5623,05
2. odbér 42/42 17307 462,5 20000 5312,64
3. odbér 37/54 9676 708,2 6154 7635,79
4. odbér 21/34 8161 857,0 5869 6960,91

Na Obrazku 18 je zndzornéna dynamika zmény koncentrace protilatek specifickych
proti spikovému proteinu SARS-CoV-2 ve tfid€ IgG. Data jsou zobrazena jako praméry
a stfedni chyba primétu SE je zaznamendna prostfednictvim chybovych usecek.
Obrazek 18 je  grafickym  zpracovanim  ziskanych  pozitivnich  vysledki

a také vypocitanych parametrt z Tabulky 10.

anti SARS-CoV-2 $11gG
(nad 1500 ng/ml)
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Obrazek 18 Zména koncentrace protilatek specifickych proti spikovému proteinu
SARS-CoV-2 ve tride IgG mezi jednotlivymi odbéry po ukonceném ockovani 2. davkou mRNA

vakciny Comirnaty (viastni zdroj)

Odbery byly realizovany v obdobi cervenec/srpen 2021 az leden 2022 a je mezi nimi casovy
rozestup 1,5 mésice.
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V 1. odbéru (n =46), ktery odpovida hodnoceni 1, 5 mésice po podani 2. davky vakciny
Comirnaty (BNT162b2) byla primérnéd koncentrace pozitivnich vysledkl 15 926 ng/ml
a SE 467,8 ng/ml. Vysledkem 2. odbéru (n =42) s ¢asovym odstupem 3 mésice po podani
2. davky mRNA vakciny se priméma koncentrace rovnala 17 307 ng/ml
a SE 462,5 ng/ml. Ve 3. odbéru (n = 37), ktery byl realizovan s odstupem 4,5 mésice
po podani 2. davky vakciny byla primérna koncentrace 9 676 ng/ml a SE 708, 2 ng/ml.
Vysledkem 4. odbéru (n = 21), ziskané¢ho s odstupem 6 mésicti po podani 2. davky

vakciny, byla zjiSténa primérna koncentrace protilatek 8 161 ng/ml a SE 857,0 ng/ml.

Statistickd analyza vlivu prediktori na protildtkovou odpoveéd viz Tabulka 11 byla
rovnéz provedena MUDr. Ing. Lubomirem Stépankem na zakladé naméfenych hodnot.
Statistika zahrnovala zdravotnické pracovniky VFN v Praze ve vékovém rozmezi

od 21 let do 86 let.

Tabulka 11 Zavislost hladiny IgG na prediktorech (viastni zdroj)

hodnota
fedni ch p nodhota
Odhad Stredon ' yba (oznacujici miru
pruméru o

signifikance)

Onemocnéni COVID-19 6469,404 963,553 2,25E-10**
Rok narozeni 18,094 26,048 0,488141
BMI -20,617 73,501 0,799404
Pohlavi — Zena 1540,635 801,268 0,056048

Signifikantni kéd: ** p < 0,01

Pouzita zkratka: BMI — index telesné hmotnosti (Body Mass Index)
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Vyhodnoceni zévislosti hladiny IgG na prediktorech viz Tabulka 11:

e P hodnota 2,25x10"° ma na hlading vyznamnosti 1 % statisticky vyznamny
vztah s proménnou odezvy, zda dany jedinec prodélal onemocnéni COVID-19.

e P hodnota 4881,41x10™ neni na hladiné vyznamnosti 5 % statisticky vyznamna
pro zévislost roku narozeni a hodnot specifickych protilatek.

e Phodnota 7994,04x10* nema na hladingé vyznamnosti 5 % statisticky
vyznamny vztah mezi koncentraci specifickych protilatek s prediktorem BMI.

e P hodnota 560,48x10* m4 na hlading vyznamnosti 5 % statisticky hrani¢ni
vyznamny vztah pro korelaci zavislosti pohlavi na protilatkové odpovédi proti

spikovému proteinu.

Vysledkem statistické analyzy vlivu prediktori na protildtkovou odpovéd’ je potvrzen
statisticky vyznamny vztah pouze prodélaného onemocnéni COVID-19 v zavislosti
na koncentraci specifickych protilatek IgG proti spikovému proteinu. Hrani¢ni vztah
korelace zavislosti pohlavi na koncentraci IgG nelze povaZovat za vyznamny. Hodnoty

protilatek IgG rostou s prodélanim onemocnéni COVID-19.
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6 DISKUZE

Cilem bakalarské prace bylo charakterizovat protilatkovou odpovéd’ u zdravotnickych
pracovnikidl VFN v Praze, v prib¢hu 6 mésict po 2. davce ukon¢eného ockovani mRNA
vakcinou Comirnaty (BNT162b2) od spolecnosti Pfizer-BioNTech. Realizace odbért
probihala od pfelomu ¢ervence a srpna 2021 do ledna 2022 vzdy s 1,5-mé&si¢nim odstupem
od ptedchoziho odbéru. Hodnoceny byly koncentrace protilatek specifickych
proti spikovému proteinu (Spike S1) SARS-CoV-2 ve tfid¢ IgM a IgG, které byly ziskany
metodou ELISA. V ptipadech obou izotypu protilatek byl zaznamendn nértst protilatek
ve 3. mésici a vyrazny pokles specifickych protilatek v casovém odstupu 4,5 mésice
od ukonceného ockovani. Dynamika protilatek ve tfidé IgG mirné klesala 1 6 mésict
po ukonceném ockovani, naopak protilatky ve tiidé IgM se mirn¢ zvysily. Hladiny
anti-SARS-CoV-2 S1 IgG byly vyrazn¢ vyssi v porovnani s anti-SARS-CoV-2 S1 IgM,
rovnéZ jako ve studii (Wang, 2021), kterd uvedla vy$$i zjiSténé hladiny anti-S

a anti-RBD IgG nez hladiny anti-S a anti-RBD IgM.

V humoralni odpovédi vznikajici po ockovani se jako faktor, ktery mlze ovlivnit
vysledky ¢i sledované parametry, ukazuje pfedchozi prodélani infekce SARS-CoV-2.
Studie (Cham, 2022) zjistila po o€kovani minimalni humoralni odpovéd’ anti-Spike IgM
u osob, které neprodélaly COVID-19, a naopak vyssi humoralni odpoveéd’ anti-Spike IgM
u pracovnikl, ktefi prodélali piirozenou infekci. Studie (Yang, 2021) uvedla,

ze pracovniklim ve zdravotnictvi hrozi 3,4krat vyssi riziko onemocnéni COVID-19.

V souvislosti s pandemii COVID-19 je realizovdno mnoho studii s odliSnym
stanovenim 1 interpretaci namétfenych dat. Velké mnoZstvi studii napi.: (Yang, 2021);
(Borgonovo, 2022); (Einarsdottir, 2022); (Furer, 2021); (Blain, 2022) interpretuje
naméfené vysledky v jednotkdch BAU/ml (z angl. binding antibody unit) postupné
nahrazujicich jednotky AU/ml (z angl. arbitrary concentration unit). Jednotky BAU/ml
byly definoviny WHO jako novy standard, ktery bude v budoucnu nejspiSe pouzit
pro stanoveni hranice dostatecné ochranné hladiny IgG protilatek proti onemocnéni

COVID-19, ktera je zatim stale nejasna. (Rubin, 2021)
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Podle Evropského strediska pro prevenci a kontrolu nemoci (ECDC z angl. European
centre for disease prevention and control) by se mohlo stanoveni hladiny celkovych
nebo neutralizacnich protildtek (nAbs) pomoci spolehlivych testl stat dalezitym
nastrojem lékaiské péce a prevence, predevsim u rizikovych skupin pacientti. (Adlhoch,

2021)

Na jednu zrizikovych skupin se zaméfila studie (Furer, 2021), ktera zkoumala
bezpecnost a u¢innost mMRNA vakciny BNT162b2 u dospélych pacientli s autoimunitnimi
zanétlivymi revmatickymi onemocnénimi. Vysledkem studie (Furer, 2021) bylo zjisténi,
Ze upacientll s autoimunitnim onemocnénim byly v porovnani s kontrolami zjiStény
vyznamné niz$i hladiny S1/S2 IgG protilatek (86 % séropozitivnich jedinct, ktefi byli
infikovani virem SARS-CoV-2), avSak pocet relapsti u ockovanych jedinct byl stejny
jako pfed ockovanim. Z vyhodnoceni vyplyvd, Ze ockovdni ma vyznam
1u osob s autoimunitnim onemocnénim, u nichz lze pfedpoklddat nizsi indukci

protektivni imunity, jak s ohledem na vlastni onemocnénti, tak i na terapii.

Vysledky byvaji €asto interpretovany i pomoci poméru indexu kontroly (S/C z angl.
sample control index ratio) viz serologicka studie (Carbonare, 2021), kterd po o¢kovani
méfila mikrocastice vysledné chemiluminiscenéni reakce jako relativni svételnou
jednotku (RLU z angl. Relative Luminescence Units) oznacenou (S) a porovnavala
ji se specifickym kalibratorem RLU oznaceného (C). Namétené hodnoty v jednotkach
AU/ml a S/C popisuje i studie (Nguyen, 2020), zaméfena na korelaci serologickych
metod s metodou ELISA, které jsou vyuZzivany v souvislosti nukleokapsidovych
¢i spikovych proteinti proti stanoveni SARS-CoV-2. Za tcelem vyhodnoceni Casové
dynamiky protilatek proti SARS-CoV-2 je vhodngj$i pouzivat metody zamétené
proti spikovému proteinu, které maji ve vakcinaci nejvetsi vyznam, jak jiz bylo zminéno
1 v teoretické casti viz kapitola 3.5.1 a zaroven to potvrzuje i studie (Cham, 2022),
kde nikdo z tucastnikli (narozdil od metod proti spikovym proteinim) neprokazal
humoralni odpovéd’ proti nukleokapsidovému proteinu SARS-CoV-2 ve tiidé¢ IgM

a ve tiidé IgG prokazal odpoveéd pouze jeden ticastnik.
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Ve studii (Blain, 2022) byl rovnéz zaznamenén pokles protilatek ve tiid¢ IgG po druhé
davce BNT162b2. Naméiené hodnoty byly interpretovany v jednotkach BAU/ml a S/C.
Déle byla zjiSténa vysokd humoralni odpovéd po tfeti davce, ktera podpoiila
naSe doporuceni posilovaci davky vakciny, na které upozoriiovala i studie (Danese, 2021).
Studie (Blain, 2022) jest¢ doporucuje vyuzit posilovaci davku nejpozdéji 6 mésict
po druhé davce a navrhuje uptednostnit osoby bez predchoziho onemocnéni COVID-19,
kter¢ vykazuji niz§i humorédlni odpovéd’ nez osoby s prodé€lanym onemocnénim,

coZ potvrzuji i nami naméiena data.

Pokles (po 3. mésici, ktery pokracoval az do 6. mésice) polyklonalni IgG odpovédi
v identickém c¢asovém obdobi v porovnani s nasi studii zaznamenala i mens$i studie
(Cham, 2022), publikovana v odborném c¢asopise PLOS ONE. Studie (Cham, 2022) byla
provadéna prostfednictvim multiantigenniho panelu Raw Maverick SARS-CoV-2
umoznujiciho stanovovat zaroven protilatky proti nukleokapsidovému proteinu a proti
riznym epitopim spikového proteinu (Spike S1, Spike S2, Spike S1/S2, Spike RBD).
Vysledky protilatkové odpovédi byly uvedeny v jednotkach GRU (z angl. genalyte
response units) ur¢enych spolecnosti Genalyte, Tedy neni mozné diskutovat konkrétni

¢iselné odchylky od nasi studie, ktera uvadi naméfené vysledky v ng/ml.

Na vliv prodélani infekce SARS-CoV-2 se zaméfila 1 studie (Yang, 2021), ktera
provadéla stanoveni anti-SI-RBD IgG v porovnani s geometrickym primérem titru
protilatek (GMT z angl. geometric mean titre) u zdravotnickych pracovnikl.. Studie
potvrdila, Ze osoby po ptedchozim prodélani COVID-19 mély hladiny GMT 1,6 az 6krat
vys$i nez ti, ktefi dosud infekci neprodélali. (Yang, 2021) Taktéz studie (Borgonovo,
2022), ktera zahrnovala pracovniky a pacienty peCovatelského domu, potvrdila
po 6 mésicich vy$§i produkci anti-S IgG  uosob sprodélanym COVID-19
(2467,4 BAU/ml) nez u osob, kter¢ COVID-19 neprodélaly (904,8 BAU/ml). Studie
(Fraley, 2021) dokonce zaznamenala téméf srovnatelné hladiny protilatek po jedné davce
vakciny BNTI162b2 u séropozitivnich jedincl (s potvrzenou piedchozi infekci
SARS-CoV-2 30-60 dni ptfed vakcinaci) s hladinami pozorovanymi u séronegativnich
jedinct (bez ptedchozi infekci SARS-CoV-2) po dvou davkach vakciny BNT162b2. Vyssi
hladiny protilatek ve tfidé IgG u osob s koordinovanymi reakcemi IgM-S/IgG-S popisuje
studie (Ruggiero, 2022), kterd uvadi, Ze zminéna koordinace obou izotypl

pravdépodobné znaci vyssi troveil ochrany.
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Otazkou zlstava souvislost specifickych protilatek IgM s jiz existujici imunitou
vreakci na ockovani. Objevuji se dikazy, ze imunitni odpovéd’ na SARS-CoV-2
je ovlivnéna zktizenou koronavirovou imunitou. Studie z arméadni komunitni nemocnice
v Jizni Koreji publikovana 3. 6. 2021 odhalila zkiizenou reaktivitu mezi SARS-CoV-2
a SARS-CoV-I, MERS-CoV a sezonnimi beta koronaviry (HKUlI a 0OC43)
u neoc¢kovanych osob. (Chaudhury, 2021) Odpovéd’ protilatek I[gM na SARS-CoV-2 byla
vysoce specificka, zatimco humoralni odpovéd’ IgG byla vice zkiizené reaktivni napfic
fadou lidskych koronavirG. Stejné vysledky byly pozorovany v Massachusettské
nemocnici (Kaplonek, 2021), kde doslo u osob, s jiz existujici béznou humoralni imunitou
B-koronaviru OC43, k rozvoji imunity specifické proti SARS-CoV-2. Nabizi se tedy
otazka, zda hodnoty specifickych protilatek ve tfidé IgM 1 IgG po o¢kovani nejsou
ovlivnény imunitou jedince vytvofenou jiz diive prode€lanymi béznymi sezénnimi
beta koronaviry, coz by bylo zajimavym namétem pro dalsi studie. Studie (Khor, 2022)
zminuje, Ze mRNA vakciny proti COVID-19 vykazuji vysokou interpersonalni variabilitu
ohledné bunécné odpovédi (CD4+ aCDS8 + T lymfocytl) i humoralni odpovédi
(anti-SARS-CoV-2 spike IgG, IgA, IgM 1nAbs), coz je vsouladu se zmifovanymi

studiemi v nasi praci.

V navaznosti na ovéieni faktord ovliviiujici humoralni odpovéd’ po ockovani byla
v nasi studii provedena statistickd analyza vlivu prediktorii na protilatkovou odpovéed'.
V ptipadé IgM se potvrdil statisticky vyznamny vztah hodnot proti spikovému proteinu
s vékem a BMI. Humoralni odpovéd’ byla sniZena u osob s vy$§im BMI, a naopak byla
zvySena s klesajicim vékem. V pfipadé¢ koncentrace specifickych protilatek
proti spikovému proteinu ve tfidé IgG se potvrdil statisticky vyznamny vztah pouze
s onemocnénim COVID-19, kde humoralni odpovéd’ roste po prodélaném onemocnéni
COVID-19. Vztah protilatek IgG s ptedchozi infekci COVID-19 potvrdila i studie (Yang,
2021), ktera brala v potaz jesté vliv v€ku na protilatkovou odpoveéd’, ktery v nasi studii
prokazan nebyl. Vyznamnost véku ke specifickym protilatkdm potvrdila 1 studie (Levin,
2021), kterd probihala v Iékarském centru v Izraeli od prosince 2020 do ¢ervence 2021

a rovnez zahrnovala zdravotnické pracovniky.
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Ve zminéné studii (Levin, 2021) byla niz§i humorédlni odpovéd IgG spojena
s muzskym pohlavim, vy$§im vékem a ptitomnosti imunosuprese, autoimunitniho
onemocnéni nebo dvou ¢i vice soubéznych onemocnéni. Niz$i humoralni odpoveéd
specifickych IgG protilatek u autoimunitnich onemocnéni ve studii (Furer, 2021) byla

popséna jiz vyse. V této studii nebyl tento prediktor predmétem zkoumani.

Studie (Wang, 2021) v odborném ¢asopisu Nature uvedla, ze mRNA vakciny mize byt
nutné pravidelné aktualizovat, s cilem zabranit potencialni ztraté klinické i€innosti. Podle
vysledkt klinickych studii je uc¢innost 95,0 % (proti stfedné tézké a symptomatické
infekci SARS-CoV-2) u vakcin od spolecnosti Pfizer-BioNTech a Moderna. (Patel, 2022)
Tento udaj vychazi ze studie (Polack, 2020), ktera zahrnovala 43 548 u¢astnikt starSich
16 let, ockovanych dvéma davkami BNTI162b2 s odstupem 21 dni. Ulastnici studie
(Polack, 2020) byli odebirdni na 152 mistech po celém svét€ v rozmezi Cervenec
az listopad 2020. V ramci vyhodnoceni byla mezi prvni a druhou davkou zjisténa 52%
ucinnost vakciny proti SARS-CoV-2, kterd poskytuje Casnou ochranu proti infekci
a minimaln€ 7 dni po druhé davce vakciny byla zjiSténa G€innost 95 %. Studie (Polack,
2020) vyhodnotila pravdépodobnost 99,99 %, Ze skute¢na Gc¢innost vakciny piesahuje

hranici 30 %.

V soucasné dob¢ jiz probihaji studie na ovéfeni humoralni odpovédi ve tridé 1gG
po posilovaci davce v delSim Casovém odstupu, které by mohly prokéazat ¢i vyvratit
nutnost aktualizace vytvofenych mRNA vakcin. V souvislosti s u¢innosti vakciny
BNTI162b2, upozoriuje studie (Danese, 2021), Ze je téz vhodné uvaZovat o Upraveé
stavajicich vakcin pro dosaZeni ochranného titru protilatek proti novym variantam

SARS-CoV-2, které by se mohly jesté objevit.

Zajimavosti je, Ze mirné hladiny protilatek 1ze po o€kovani pozorovat nejen v krvi,
ale i v matefském mléce ¢i slinach. Studie (Charepe, 2021), kterd zahrnovala kojici
1 nekojici zeny prokazala humoralni imunitu (IgM, IgA a IgG) po ockovani vakcinou
BNTI162b2. Ve zminéné studii (Charepe, 2021) byly v matefském mléce pozorovany
mirné hladiny protilatek u kojicich matek a dominantni sérovou protilatkou se prokéazala
IgG rovnéz jako ve studii (Jin, 2020) ¢i v nasi studii. Ve studii (Ketas, 2021) byl
v n€kolika vzorcich slin detekovan anti-S-protein IgG, ktery byl zaroven ptitomen
ve vSech vzorcich séra jedincti ockovanych dvéma davkami mRNA vakcin od spole¢nosti

Moderna ¢i Pfizer-BioNTech.
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Soucasné pouzivané mRNA vakciny jsou =zaloZeny na spikovém proteinu
SARS-CoV-2, ktery vychazi z ptivodniho wuchanského kmene (Wuhan-1). (Rubin, 2021)
Nami zjistované specifické protilatky IgG a IgM sleduji humoralni odpovéd’ proti tomuto
spikovému proteinu, ale nevypovidaji o ti¢innosti mRNA vakcin proti novym mutacim.
K posouzeni ochrany pted infekei ¢i reinfekci proti specifickému SARS-CoV-2 slouzi
ptitomnost nAbs, uplatiiujicich se v obrané proti viru. Trvalé titry nAbs by podle studii
(Stépanek, 2022) a (Danese, 2021) zajistily dostateénou ochranu pred infekci
SARS-CoV-2. Sledovani nAbs je pfedmétem mnoha studii a cCasto se vyuzivaji
k porovnéni uc¢innosti se specifickymi IgG a IgM viz studie (Jiang, 2022) nebo (Choe,
2022). Neutraliza¢ni protilatky u osob ockovanych mRNA vakcinami zkoumala studie
(Wang, 2021), kterd zaroven uvedla, ze aCkoliv v prubéhu casu klesaji cirkulujici
protilatky vySetfované v rdmci nasi studie, dlouhodobd imunitni pamét’ miize pretrvavat

v expandovanych klonech pamétovych B lymfocytt.
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7 ZAVER

V teoretické Casti bakalarské prace byla uvedena problematika zabyvajici se zakladnim
fungovanim imunitniho systému se zaméfenim na adaptivni imunitu a jeji slozky.
V nasledujicich kapitolach byly popsany funkce imunoglobulinti a antiinfekéni imunita,
ktera se uplatnuje v obran¢ proti virovym infekcim. Dalsi c¢ast byla vénovana
problematice ohledn¢ SARS-CoV-2 a aktivni imunizaci (vakcinace) v¢etné¢ dostupnych
vakcin proti probihajicimu onemocnéni COVID-19 se zaméfenim na princip fungovani
mRNA vakcin, nebot” byl studovan vliv ockovani (mRNA vakcinami) na indukci

protektivni protilatkové odpoveédi.

Experimentalni cast bakalafské prace byla zaméfena na zhodnoceni vysledkl
ziskanych enzymovou imunoanalyzou pro kvantitativni stanoveni anti-S1 IgG
a anti-S1 IgM v lidském séru zdravotnickych pracovnikii ve véku > 21 let, po podani
2. davky mRNA vakciny Comirnaty (BNTI162b2) od spolecnosti Pfizer-BioNTech.
Soucasné s dynamikou specifickych protilatek proti spikovému proteinu byla sledovana

vyznamnost zavislost prediktorti na specifickych protilatkach ve tiidé IgM a IgG.

Koncentrace specifického IgM proti spikovému proteinu se zvySovala ve 3. mésici
a nasledné vyrazné klesala u odbérii ziskanych 4,5 mésice aZ 6 mésici po podani 2. davky
mRNA. Statisticka analyza vlivli prediktor na humordlni odpovéd’ IgM prokézala
statisticky vyznamny vztah s vékem a BMI. Protilatkova odpovéd proti spikovému
proteinu ve tfidé IgM byla zvysena s klesajicim vékem, a naopak sniZena byla u osob
s vy$§im BMI. V piipade specifického IgG se koncentrace proti spikovému proteinu
rovnéz zvySovala ve 3. mésici a klesala 4,5 mésice po ukonceném ockovani s nepatrnym
nartstem u odbéra ziskanych v 6 mésicich. Statisticky vyznamny vztah hodnot proti
spikovému proteinu ve tfidé IgG se potvrdil pouze u osob s prodélanym onemocnénim

COVID-19, kdy prodé€lani nemoci zvysuje hodnoty protilatek.

Pokles protilatek ve tfidé IgG v zavislosti na dobé po ockovani svédc¢i pro vhodnost
vyuziti doporucené posilovaci davky. Velké mnozZstvi pozitivnich hodnot zjisténych
ve tfidé IgM lze pfisuzovat vysSi expozici viru SARS-CoV-2, nebot’ vySetfovanym

souborem byli pracovnici ve zdravotnictvi.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

IgA

IgM

IgG

ACE2

COVID-19

SARS-CoV-2

Tc

CD8+

MAMP

PRR

DAMP

DC

NK

Th

INKT

voT

MHC

CD4+

imunoglobulin izotypu A
imunoglobulin izotypu M
imunoglobulin izotypu G

angiotenzin konvertujici enzym 2 (angiotensin-converting

enzyme 2)

koronavirové onemocnéni 2019 (coronavirus disease 2019)
severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
cytotoxicky T lymfocyt (cytotoxic T-cell)

koreceptor pro MHC-I na cytotoxickych Tc lymfocytech

struktury charakteristické pro mikroorganismy (microbe

associated molecular patterns)
receptor pro rozpoznani struktur (pattern recognition receptors)

molekuly uvolnéné z poskozenych bunc¢k (danger associated

molecular patterns)

dendriticka bunika (dendritic cell)
pfirozeni zabije€i (natural killer cells)
pomocny T lymfocyt (helper T-cell)
invariantni NKT lymfocyt

gama delta T lymfocyt

hlavni histokompatibilni komplex (major histocompatibility

complex)

koreceptor pro MHC-II na pomocnych Th lymfocytech
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TCR

BCR

kDa
Fab

Fc
C1-C9
IgD

IgE
slgA
PolyIgR
IVIG
APC
CD28
CD40
DNA
IL

IFNy
TGFBR

C3b

T bunécny receptor (T cell receptor)

receptor lymfocyti B pro antigen (B cell receptor)
tézky fetézec (heavy chain)

lehky fetézec (light chain)

kilodalton (jednotka molekulové hmotnosti)
fragment vazici antigen (antigen binding fragment)
konstantni fragment (constant fragment)

sérové proteiny komplementu

imunoglobulin izotypu D

imunoglobulin izotypu E

slizni¢ni imunoglobulin A

receptor pro transport polymernich imunoglobulint
intravenozni lidsky imunoglobulin

antigen prezentujici bunky (antigen-presenting cell)
koreceptorova molekula u T lymfocyt
kostimulaéni protein na bunikach prezentujicich antigen
deoxyribonukleova kyselina

interleukin

interferon gama

TGF-p receptor (transforming growth factor beta receptor)

fragment komplementu napomahajici opsonizaci
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FceRI
RNA
SARS
MERS
RBD
WHO
EU

EMA

ETF
FDA
mRNA
DSPC
VFN
LF

UK
ELISA
HRP
TMB

ng/ml

SLP

vysoko-afinitni Fc receptor IgE (high-affinity Fc receptor for IgE)
ribonukleova kyselina

severe acute respiratory syndrome

middle east respiratory syndrome

receptorova vazebnd doména (receptor-binding domain)

Svétova zdravotnicka organizace (world health organization)
Evropska unie (European union)

Evropska agentura pro 1écivé piipravky (European medicines

agency)

expertni pracovni skupina (emergency task force)

Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv (food and drug administration)
messenger RNA

1,2-distearoyl-sn-glycero-3-fosfocholin

Vseobecna fakultni nemocnice v Praze

1¢karska fakulta

Univerzita Karlova

enzyme-linked immunosorbent assay

kienova peroxidadza (horse radish peroxidase)
tetramethylbenzidin

nanogramy na mililitr (jednotka hmotnostni koncentrace)
mikrolitr (jednotka objemu, rovna jedné tisicing litru)

spravna laboratorni praxe
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https://www.ema.europa.eu/en
https://www.ema.europa.eu/en

FTN Fakultni Thomayerova nemocnice

FNB Fakultni nemocnice Bulovka

MZCR Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky

FNKV Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady

SEM, SE sttedni/smérodatné chyba priméru (standard error of the mean)
BMI index télesné hmotnosti (body mass index)

BAU/ml mezinarodni standard vazebné jednotky protilatky (binding

antibody unit) vztazeny na mililitr
AU/ml koncentra¢ni jednotky (arbitrary concentration units)

ECDC Evropské stiedisko pro prevenci a kontrolu nemoci (european

centre for disease prevention and control)

nAbs neutralizaéni protilatky

S/C pomér indexu kontroly (sample control index ratio)
RLU relativni svételna jednotka (relative luminescence units)
GRU jednotky protilatkové odpovédi (genalyte response units)
GMT geometricky primér titru (geometric mean titre)
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12 SEZNAM PRILOH

Priloha 1: Vychozi data koncentraci izotypu protilatek IgM

1gM
1. odbér | Hodnoceni | 2. odbér | Hodnoceni| 3.odbér | Hodnoceni | 4.odbér | Hodnoceni

7232 Pozitivni 11084 Pozitivni 5976 Pozitivni 5428 Pozitivni
6044 Pozitivni 10506 Pozitivni 5740 Pozitivni 5192 Pozitivni
5956 Pozitivni 8930 Pozitivni 5248 Pozitivni 4650 Pozitivni
5632 Pozitivni 8636 Pozitivni 5184 Pozitivni 3946 Pozitivni
5588 Pozitivni 7232 Pozitivni 4658 Pozitivni 3382 Pozitivni
5558 Pozitivni 6952 Pozitivni 4306 Pozitivni 3070 Pozitivni
5370 Pozitivni 6860 Pozitivni 3900 Pozitivni 3026 Pozitivni
5196 Pozitivni 6268 Pozitivni 3870 Pozitivni 2564 Pozitivni
5082 Pozitivni 6254 Pozitivni 3606 Pozitivni 2366 Pozitivni
4926 Pozitivni 5866 Pozitivni 3448 Pozitivni 2134 Pozitivni
4868 Pozitivni 5326 Pozitivni 3314 Pozitivni 2054 Pozitivni
4798 Pozitivni 5010 Pozitivni 3180 Pozitivni 1916 Pozitivni
4784 Pozitivni 4868 Pozitivni 3070 Pozitivni 1909 Pozitivni
4672 Pozitivni 4868 Pozitivni 3040 Pozitivni 1610 Pozitivni
4448 Pozitivni 4826 Pozitivni 2930 Pozitivni 1536 Pozitivni
4268 Pozitivni 4770 Pozitivni 2820 Pozitivni 1492 Seds z6na
4090 Pozitivni 4672 Pozitivni 2798 Pozitivni 1478 Sed4 zéna
4062 Pozitivni 4504 Pozitivni 2776 Pozitivni 1470 Seda zéna
3940 Pozitivni 4254 Pozitivni 2528 Pozitivni 1456 Seda zéna
3858 Pozitivni 4240 Pozitivni 2520 Pozitivni 1397 Sed4 zéna
3818 Pozitivni 4062 Pozitivni 2338 Pozitivni 1315 Seda zéna
3550 Pozitivni 3968 Pozitivni 2272 Pozitivni 1256 Seda zéna
3524 Pozitivni 3846 Pozitivni 2258 Pozitivni 1256 Sed4 zéna
3314 Pozitivni 3846 Pozitivni 2258 Pozitivni 1189 Seda zéna
3144 Pozitivni 3590 Pozitivni 2250 Pozitivni 1174 Seda zéna
2860 Pozitivni 3418 Pozitivni 2236 Pozitivni 1062 Seda zéna
2846 Pozitivni 3418 Pozitivni 2206 Pozitivni 1032 Seda zéna
2796 Pozitivni 3326 Pozitivni 2170 Pozitivni 1009 Seda zéna
2618 Pozitivni 3274 Pozitivni 2148 Pozitivni 0 Negativni
2594 Pozitivni 3234 Pozitivni 2098 Pozitivni 0 Negativni
2568 Pozitivni 3182 Pozitivni 2018 Pozitivni 0 Negativni
2556 Pozitivni 3170 Pozitivni 2010 Pozitivni 0 Negativni
2444 Pozitivni 2886 Pozitivni 1872 Pozitivni 0 Negativni
2382 Pozitivni 2860 Pozitivni 1843 Pozitivni 0 Negativni

2332 Pozitivni 2770 Pozitivni 1705 Pozitivni

2332 Pozitivni 2556 Pozitivni 1646 Pozitivni

2220 Pozitivni 2468 Pozitivni 1632 Pozitivni

2208 Pozitivni 2382 Pozitivni 1566 Pozitivni

2136 Pozitivni 2014 Pozitivni 1551 Pozitivni

2136 Pozitivni 0 Negativni 1434 Seda zé6na

2026 Pozitivni 0 Negativni 1397 Seda zéna

1989 Pozitivni 0 Negativni 1352 Seda zéna

1977 Pozitivni 1345 Seda zé6na

0 Negativni 1286 Seda zéna

0 Negativni 1278 Seda zéna

0 Negativni 1197 Seda zéna

1047 Seda zéna

1009 Seda zéna

994 Seda zéna

0 Negativni

0 Negativni

0 Negativni

0 Negativni

0 Negativni
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Priloha 2: Vychozi data koncentraci izotypu protilatek IgG

1gG
1. odbér | Hodnoceni | 2. odbér | Hodnoceni | 3. odbér | Hodnoceni |4.odbér | Hodnoceni

20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 25290 Pozitivni 24740 Pozitivni
20000 Pozitivni 22210 Pozitivni 22650 Pozitivni 20000 Pozitivni
20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 20000 Pozitivni
20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 16120 Pozitivni
20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 13300 Pozitivni
20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 12450 Pozitivni
20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 8639 Pozitivni
20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 8088 Pozitivni
20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 17580 Pozitivni 6802 Pozitivni
20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 16760 Pozitivni 6479 Pozitivni
20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 16260 Pozitivni 5869 Pozitivni
20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 15320 Pozitivni 5680 Pozitivni
20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 14870 Pozitivni 4904 Pozitivni
20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 12400 Pozitivni 3233 Pozitivni
20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 10630 Pozitivni 3123 Pozitivni
20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 10370 Pozitivni 2673 Pozitivni
20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 6716 Pozitivni 2159 Pozitivni
20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 6301 Pozitivni 2145 Pozitivni
20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 6154 Pozitivni 1829 Pozitivni
20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 5436 Pozitivni 1607 Pozitivni
20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 5312 Pozitivni 1545 Pozitivni
20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 4771 Pozitivni 1467 Seda zéna
20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 4674 Pozitivni 1173 Seda zéna
20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 3798 Pozitivni 1145 Seda zéna
20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 3714 Pozitivni 1107 Seda zéna
20000 Pozitivni 20000 Pozitivni 3380 Pozitivni 0 Negativni
18570 Pozitivni 20000 Pozitivni 3216 Pozitivni 0 Negativni
17170 Pozitivni 20000 Pozitivni 2573 Pozitivni 0 Negativni
17060 Pozitivni 20000 Pozitivni 2535 Pozitivni 0 Negativni
14790 Pozitivni 20000 Pozitivni 2528 Pozitivni 0 Negativni
14160 Pozitivni 19750 Pozitivni 2468 Pozitivni 0 Negativni
13980 Pozitivni 17500 Pozitivni 2351 Pozitivni 0 Negativni
13900 Pozitivni 16640 Pozitivni 2300 Pozitivni 0 Negativni
13440 Pozitivni 13770 Pozitivni 2083 Pozitivni 0 Negativni
12930 Pozitivni 12790 Pozitivni 2035 Pozitivni
12110 Pozitivni 11140 Pozitivni 2035 Pozitivni
9996 Pozitivni 7078 Pozitivni 1515 Pozitivni
9142 Pozitivni 6339 Pozitivni 1349 Seda zéna
7643 Pozitivni 6170 Pozitivni 1308 Seda zéna
7246 Pozitivni 6026 Pozitivni 1291 Seda zéna
6559 Pozitivni 4385 Pozitivni 1101 Seda zéna
6331 Pozitivni 3086 Pozitivni 978 Seda zéna
5455 Pozitivni 973 Seda zéna
4945 Pozitivni 0 Negativni
3734 Pozitivni 0 Negativni
3450 Pozitivni 0 Negativni

0 Negativni

0 Negativni

0 Negativni

0 Negativni

0 Negativni

0 Negativni

0 Negativni

0 Negativni
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