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Abstraktni

(K el: Pandemie SARS-CoV-2 podni tila vyvoj a pou? iti next

generace vakci n. Mezi nimi vakci ny na bazi mRNA sestavaji z injek¢ni ho roztoku

mMRNA kéduji ci rekombinantni Spike, ktery je odliSitelny od

protein divokéo typu v disledku specificky ch aminokyselinovy ch variaci zavedenych k udrz eni
protein v pfedflzni m stavu. Tato prace predstavuje proteomicky pfi stup k odhaleni

pFi tomnost rekombinantni ho Spike proteinu u o¢kovany ch jedinclibez ohledu na protilatku

titr.

Experimentalni design: Bylo pouZ ito hmotnostni spektrometrie vy3eti'eni biologickych vzorkd
pro detekci pfi tomnosti specificky ch fragmentrekombinantni ho Spike proteinu u subjektd

ktefi dostali vakci ny na bazi mRNA.

Vysledky: Specificky fragment PP-Spike byl nalezen v 50 % analyzovany ch biologicky ch vzork(a jeho

pri tomnost byla nezavisla na titru IgG protilatky SARS-CoV-2. Minimalni a maximalni doba, kdy byl PP-
Spike detekovan po oc¢kovani , byl 69

respektive 187 dni .

Zavéry a klinicka relevance: Pfedloz ena metoda umoz fuje vyhodnotit

polo¢asu molekuly Spikeho proteinu ,PP* a zvaZ it rizika nebo pFi nosy

pokracovani v podavani dalsi ch posilovaci ch davek SARS-CoV-2 mRNA vac

kino. Tento pfFi stup je cennou podporou pro monitorovani hladiny protildtek protilatek

a predstavuje prvni proteomickou detekci rekombinantni ho Spika u o€kovanych

predméty.

KLI COVASLOVA
COVID-19, hmotnostni spektrometrie, SARS-CoV-2, Spike protein, mRNA vakci ny

Zkratky: m14 methyl pseudouridin; HCoV, lidskékoronaviry; LNP, lipidovénanoc astice; mRNA, messenger ribonukleova kyselina; DBS, sucha krevni skvrna; SARS-CoV-2, koronavirus téz kéo

akutni ho respira¢ni ho syndromu 2; ACE2, angiotensin-konvertuji ci enzym 2; S, Spike protein; PP, dvojitd prolinova aminokyselina; wt, divoky typ; IgG, imunoglobulin G.
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1. 0voD

TéZ ky akutni respiracni syndrom koronavirus 2
onemocnéni dychaci ch cest COVID-19 (koronavirovi
je zodpovédny za pokracuji ci pandemii, kterd drz i ce pod kontrolou.
Vyzkumni ci z celédho svéta béhem téchto pandemickych let studovali tento
virus a snaz ili se pochopit mechanismus jeho G¢inku [1-11]. RNA genom SARS-
CoV-2 se sklada z pribliz né 30 000 nukleotidda obsahuje 11 hlavni ch

kéduji ci ch gend Ze struku

z hlediska SARS-CoV-2 se vyznacuje velkym poc¢tem

glykosylovany ch Spike (S) proteinC pokryvaiji ci ch jeho povrch a usnadriuji ci ch
vazba na receptor enzymu konvertuji ci ho angiotenzin 2 (ACE2)

hostitelska burika, zprostrfedkuji ci vstup virovéburiky [12]. Spike protein (S) je jeden
ze Ctyf hlavni ch protein(iSARS-CoV-2 [13]. UmozZ fuje rozpoznani

receptoru hostitelskéburiky a nasledny vstup do hostitelskéburiky. To

sestava z distalni podjednotky S1, kterd je uz ite¢nd pro rozpoznavani , a
proximalni podjednotku S2, kterd je nezbytna pro fuzi s membranou hostitelské
buriky [13]. BEhem vyvoje dvou nejpouz i vanéjsi ch vakci n na bazi mRNA,
Pfizer-BioNTech (BNT162b2- Comirnaty) a Moderna (mRNA-1273), byly vSechny
uridinovédusi katébaze nahrazeny methyl pseudouridinem (m14 - méné
imunogenni [14]. stabilnéjsi dusi katou bazi [15]. Soucasné byly vytvoreny
mutace ve 4284 nukleotidech tvofi ci ch Spike protein v pozici ch K986P a
V987P, aby se protein produkovany po ribozomalni m ¢teni stal stabiln{
preflzni formou stimuluji ci zvySenou produkci lidsky ch protilatek (obrazek
1A)[151]. Protein S SARS-CoV-2 je vysoce konzervovany mezi viemi lidsky mi
koronaviry (HCoV) a podi li se na rozpoznavani receptord, pfipojeni viru a

vstupu do hostitelsky ch bunék.

Z tohoto divodu pFedstavuje pro ¢ast védcdjeden z

nejdlleZ it&j ci le pro vyvoj vakci n a terapie

peuticképFi stupy proti COVID-19. Mezi vakci nami proti COVID-19

vyvinutéa testované ty, kterése ukazaly jako nejslibné;si

vysledky v prevenci infekce COVID-19 jsou novou tf{ dou vakci n

produkty sloz enéz vldken messenger ribonukleovékyseliny (mRNA).
zapouzdrenév lipidovy ch nanoc¢astici ch (LNP). Dva z nich obdrz eli

Lpovoleni k nouzovému pouz iti “ (od FederdIni a l&kovéspravy) a ,podmi néné
schvaleni “ (od Evropskéagentury pro I€ivépri pravky). Oba se skladaji z
rekombinantni mRNA, kterd ma byt inokulovana jako a

vakci na, kterd kéduje rekombinantni Spike protein SARS-CoV-2.

Ackoli jsou mRNA rizné obé koduji stejny rekombinantni Spike protein (zde
nazyvany PP-Spike). To se li§i od prirozenéo (wt-Spike, obrézek 1B) dvojitou
zménou aminokyselin na pozici 986 a 987 (K986P a VI987P, tj. aminokyseliny
lysin a valin jsou obé nahrazeny dvéma prolinovy mi aminokyselinami) [16 , 17],
aby se stabilizovala Spike konformace v neaktivni m prefuzni m stavu (obrazek
1A).

Zavedena dvojitd aminokyselinova variace rusi mi sto Sté&peni trypsinem.
Vysledkem je, Z e pomoci tryptickéo Stépeni [18] a naslednéanalyzy
hmotnostni spektrometrii [19-22] je moZ nérozliit syntetickéSpike proteiny
vzniklétranslaci mRNA vakci n z pfirozenéo Spikea cirkuluji ci ho v biologickych
tekutinach. Zde uvadi me metodu

logicky pfFi stup, ktery dokaz e specificky detekovat p¥i tomnost PP-Spike

v biologicky ch tekutinach lidskych a zvi Feci ch organismd, jako je krev, mo¢,

sliny a tekutiny z bronchoalveoldrni lavéaz e.

PFestoZ e pandemie COVID-19 pfinesla cely svét

na kolena, umoz nil takémnoha védctm rozvi jet napady

arteseni protivirdm. Patfi sem mRNA vakci ny,

kterédi ky svévsestrannosti ve vyrob& mohou predstavovat

novy standard o¢kovani . Je to vSak povinnost

védce nezanedbavat kontroly. V tom spo¢i va dlleZ itost
sledovani vakci nou vyvolanéo Spike proteinu ,PP* po urcitédobé
obdobi po ockovani v lidsky ch biologicky ch vzorci ch. The
prezentovana metoda umoz fiuje posoudit polocas rozpadu Spike
"PP" proteinova molekula a zvaz it rizika nebo pFi nosy
pokracovani v dalsi ch posilovaci ch ddvkach mRNA SARS-CoV-2

vakci na.

Studijni skupina z jiz ni Itélie tvoFilo 40 subjektd, 20 bylo vakcinovano
od dubna 2022 s celym cyklem mRNA vakci ny
¢ast zdravotnictvi a 20 bylo neo¢kovanych s negativitou na COVID-19 na
nazofaryngealni test a bez titru Z adnych protilatek. PFibylo dalsi ch 20
neockovany ch osob, kterébyly pozitivni na COVID-19. Specificky fragment PP-
Spike byl nalezen v 50 % analyzovany ch biologicky ch vzork((obrazky 1C-E a 2).
Tato pFi tomnost byla nezavisla na titru protilatky IgG proti SARS-CoV-2. Titry
protilatek mély geometricky prdmér 629,86 BAU/mI (obrazek 1E). Minimalni

doba detekce PP-spike byla 69 dni po vakcinaci, zati mco

maximalni doba byla 187 dni . V8echny kontroly (vzorky od neo¢kovanych
jednotlivci) byly negativni . Kontrolni skupina (20 neo¢kovanych osob
ple) byl takétestovan po nakaz eni COVID-19 a byl negativni na
PP 3pice.

Nékteréstudie [23] pozorovaly pFi tomnost vakci ny Spike
protein bezprostfedné po injekci.

Podle autor(i[15] a obecné&, vakci na messen
ger molekuly nanocastic RNA by mély byt zachyceny imunitni m systénem
bunky v lymfaticky ch uzlinédch po injekci do svalu. Nedavno jiné
autori izolovali sekvence messenger RNA vakci ny z periferni plazmy po 28
dnech po injekci [24]. Otazka zda
nebo ne, vakci novd RNA m{& e byt integrovana do lymfocytu nebo jindho
o télesnych burikach se hodné diskutuje. Nicméé pozorovani produkovanéo
proteinu, jak je uvedeno v tomto rukopise, pfesahuje €isté kognitivni aspekt a
definuje metodu, jak ovéFit nejen perzistenci vakcinani RNA, ale i kvantifikaci
produktu, tedy proteinu, ktery Pfedpoklada se, 7 e indukuje tvorbu protilatek,
aby se ovéFil spravny polocas a pfi padna potfeba aktualizovat stav vakci ny.
Pomoci hmotnostni spektrometrie vy3etfeni biologickych vzorkdjsme
detekovali pFi tomnost specificky ch fragment(irekombinantni ho Spike proteinu

asi u 50 % subjekt(, kterédostaly vakci ny na bazi mRNA. v

v nékterych pfi padech jsme nasli marker PP-Spike u o¢kovany ch jedincl
vi ce neZz 30 dndpo o¢kovani, coZz naznaluje, 7 e je moZ né
detekovat o¢kovaci ,spike” protein i nékdy po o¢kovani av

jakakoli organicka tkan (Udaje se pFipravuji ). Na zakladé zi skanych vysledkd
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OBRAZEK 1 Schematicky diagram produkce PP Spike proteinu. (A) Tvorba Spike PP proteinu po injekci mRNA vakci ny. (B) PFi klad nemodifikovanéo Spike proteinu divokéo
typu. (C) Schéma extrakce a detekce (podrobnéji v textu). (D) kvantifikace titru protilatek u 20 o¢ kovanych pii padt. (E) Cas ode dne dokonéeni vakcinace do objeveni Spike
proteinu ,PP* indukovando mRNA vakci ny.

Ize vytvorit hypot&y pro moz némolekuldrni mechanismy perzistence ,Spike PP” . radiometrickéanaly zy naznac ovaly existenci Z ivych mikrobidlni ch forem v
Zejména jsou moZ néa jsou tfi hypotay erytrocytech [25]. Navi ¢ pozorovani PP
zobrazeno na obrazku 3. Spi¢kovy marker u jedinctio¢kovanych vi ce nez 30 dnlipo

vakci ny u asi 50 % subjektlilze takévysvétlit Sirokym
1.Jemoz néZz e mRNA miZ e byt integrovana nebo re-transkribovana do biodiverzita eukaryotickéa prokaryotickémikrofléry identifikovanév
nékteréburiky. krve pomoci sekvena&ni ch technologii novégenerace [25].

2.Jemoz nézZ e pseudouridiny v ur¢itépozici sekvence,

jak je popsano v ¢lanku, indukuji tvorbu spike proteinu Zavérem moz nost zjisténi pFi tomnosti specifickych

ktera je vz dy konstitutivné aktivni . Ale zda se velmi vzdalenéjako a fragmenty rekombinantni ho Spike proteinu otevi ra novéscénare pro mon

hypoté&a. itorovani pFi tomnosti a polo¢asu rozpadu vakci ny Spike protein u vakcinovanych
3.Jemoz néz e bude vybrana nanocastice obsahuji ci mRNA Jednotlivci. PFedloz enéhypotéy vyz aduji dalsi arozsahlejsi studie.

bakteriemi normalné pFi tomnymi na bazalni drovniv krvi. v V souc asnosti se tato po¢atecni pozorovani omezuji pouze na posouzeni

faktem je existence krevni mikrobioty u klinicky zdravéno jedince pri tomnost vakcinacni ho proteinu s ci lem poskytnout pomoc

za posledni ch 50 let. Opravdu, nepfi médikazy vrozhodnuti jednotlivce podat posilovaci dévky nebo nacasovat.
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OBRAZEK 2 Molekularni ion sekvence LDPPEAEVQIDR- Spike ,PP" . (A) Ukazuje pomér m/z (molekuldrni iont) detekce SEQ ID NO:1.

Ukazuje pfi klad spektra peptidovézény poznamenanéenzymaticky m selhani m Stépeni ,PP“ aminokyselin proteinu ,Spike” indukovanym mRNA vakci nami. (BE)
Extrakéni hmotnostni chromatogramy (B) o¢kovanych subjektta (D) kontrolni ch vzorklbyly zi skany fragmentaci [M+3H]3+iontu pfi m/z 461 a monitorovani m
jednoduse nabitéo signalu pfi m/z 851. jsou tandemovéa hmotnostni spektra zi skana analyzou (C) o¢ kovanéo subjektu a (E) kontrolni ho subjektu. Bylo nastFi knuto

pét mikrolitrénatraveny ch vzork@a pritok eluentu byl 250 mikrolitr&/min.
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OBRAZEK 3 Mo? némolekularni mechanismy perzistence ,Spike PP* .

2 sopvisejf ci UDAJE

Statisticka analy za: t-test s © 2023 GraphPad Software byl per

vytvor enémezi dvéma skupinami, o¢kovanéa neockované

pii tomnost peptidu spike zvanéo PP. "P-hodnota a statistika."

cal vyznamnost: Dvoustranna hodnota P je rovna 0,0010. Divéra
interval: Prdmér skupiny jedna mi nus skupina dvé se rovna 0,40, 95 %
interval spolehlivosti tohoto rozdi lu: 0,17-0,63. Mezihodnoty

pouz itéve vypoctech: t = 35 590, df = 38, standardni chyba rozdi lu
ence =0,112. Rozdi | v titru protilatek mezi té mito dvéma skupinami

neni vyznamny.

3 EXPERIMENTANI POSTUPY

V souladu s platny mi tzemni mi p¥edpisy, kazuistikami, pi'i padem

séie a observacni retrospektivni studie nevyz aduji etiku

schvéleni vyborem. Informovany souhlas viech & astni kg,

Jiz né od Itélie byla zi skana. Bylo tam dvacet lidsky ch biologicky ch vzorkd

shromaz dénéod ockovany ch subjektl expresné, zdarma a informované

souhlas se shromaz dovani m a pouz i vani m. Geometricky primér jejich protilatek’
titr proti spike proteinu byl 629,86 BAU/mI po 60 dnech od vakcinace. Kromé toho bylo
odebrano 20 lidsky ch biologicky ch vzorkd

neockovanésubjekty (kontrolni skupina, negativni ) s expresni mi, volnymi a
informovany souhlas se shromaz dovani m a pouz i vani m. Kandidati neméli previ
prodélaly COVID-19 a byly negativni na molekularni testy

vytérem z nosohltanu a titr protilatek byl negativni . jiny

20 lidsky ch biologicky ch vzorkdod neogkovany ch pacientd, ktefi byli nemocni

s COVID-19, byly zi skany (geometricky primér titru protilatek vs.

spike protein byl 187,89 BAU/mI pozdé&ji 105 dndiod onemocnéni ).

) L

Protein spike production

/’\% _—

Constitutively active
spike protein

Steady production
of spike protein

L

Protein spike production

31 | Predanalytické

PFedklinicky odbér vzorkisuchékrve byl proveden v souladu

s védeckou literaturou: technika Dry Blood Spot (DBS) je com

po pro odbér malého mnoz stvi krve, zejména od novorozencl

pro screeningovou aplikaci. Tuto metodu poprvépublikoval Robert Guthrie

na pocatku 60. let 20. stoleti a je zaloZ en na odbéru vzork(iz malékrevni skvrny na fil
mi sto nataz eni nékolika mililitrdkrve do lahvi¢ky. s

Technika DBS, vzorkovani je snadnéa rychlébez potteby vyskolenéo profesionala
profesori. Nicméé mald mnoz stvi odebranékrve (~20-40 pl) tvori

tento pFi stup je z hlediska pfi pravy vzorkGanalyticky naro¢ néjsi

a citlivost ve srovnani s tradi¢ni m odbérem krve [26, 27]. Krev

kapky byly odebrany ve sterilni m rez imu. Pro zachovani bi Ikovin

Ve struktuf e byl suchy krevni filtr udrz ovan pfi-20°C, dokud

zpracovani [28].

3.2 | oddvodnéni

Trypsin [18] je enzym patii ci do tFi dy hydroldz, schopnych proteolyticky m &tépeni m
redukovat proteiny na mensi polypeptidy.

se specificitou pro arginin (R) a lysin (K). Synteticky Spike protein

a prirozeny Spike protein Ize tak rozlisit, jak produkuji

riznétrypticképrodukty traveni :

- PFistépeni trypsinem je PP-spike kédovany vac
filmova mRNA produkuje fragment LDPPEAEVQIDR (PP-Spike
marker) (obrazek 2C).

- Protein SAR-CoV-2 divokéo typu, kdyZ je $tépen trypsinem,

produkuje dva mensi fragmenty, jmenovité LDK + VEAEVQIDR.
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TABULKA 1 Chromatograficképodmi nky gradientovéeluce. potencial 0V, tlak plynu v rozpraovati 75 PSI a pritok suchéo plynu
Zas (min) % C Pretok (ml/min) Bylo pouz ito 1,0 I/min. Teplota suchéo plynu je 320 C[19-22].
0 2% 0,250
PODEKOVANI
25 2% 0,250
Dékujeme viem pacientdm, ktefi se zU¢astnili nasi studie. My
3 80 % 0,250
dékuji Dr. Aquilino Frongillo za technickou podporu. Tento vy zkum
7 80 % 0,250
neobdrzZ elaZ adnéexterni financovani .
8 2% 0,250

Poznamka: Procento eluentu faze C (CH3CN) se uvadi spolus PROHLAENL O STRETU Z4MU

pritok eluentu pfi rézny ch dobach gradientovéeluce. Autofi neprohladuji Zz adny stfet zajma

DATA AVA ILAB IL ITY PROHLAENI

Bylo sekvenovano vi ce neZz 6 600 000 genom(SARS-CoV-2, Udaje jsou k dispozici na vy? adani u autord
azdase, Z ez adny z nich nema mutace K986P a V987P,
v€etné varianty Omicron [29]. ORCID

Pouz itépufry: Dvojité destilovana voda (VWR); hydrogenuhli¢itan amonny
(NH4HCO03) (Sigma Aldrich). Reagencie: Trypsin od Promega.

PFi prava ¢inidla: Roztok trypsinu 25 ng/L. REFERENCE

Postup pFi pravy: Resuspenduijte v lahvié ce 20 pg pevnéio trypsinu 1.Brogna, B., Brogna, C., Petrillo, M., Conte, AM, Benincasa, G.,
Montano, L., & Piscopo, M. (2021). Detekce SARS-CoV-2 ve vzorku stolice od

800 ul 50 mM roztoku NH4HCO3 . Vortexujte lahvicku aZz do trypsinu
pacienta s typicky mi nalezy pneumonie COVID-19 na CT

je zcela rozpustén.

ale negativni na vi ce testdiSARS-CoV-2 RT-PCR na orofaryngu
K) a vzorky nasofaryngealni ch vytérd Medicina, 57(3), 3. https://doi.org/

10,3390/medici na57030290

2. Brogna, C., Brogna, B., Bisaccia, DR, Giuliano, M., Montano, L.,
Cristoni, S., Petrillo, M., & Piscopo, M. (2022). SARS-CoV-2: Reinfekce
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