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Souhrn

Onemocnéni COVID-19 postihlo cely svét za posledni 2 roky. Obyvatelé byli
vystaveni nebyvalé mifte rizika onemocnéni virem SARS-CoV-2, ktery stéle je
pfitomen okolo nds vSech, avsak pomoci zavedeni vakcinace se jej podafrilo
Caste¢né uvést pod kontrolu. V ramci studie, kterou jsme navrhli, bylo
zjisténo, ze vakcinace v kombinaci s prodélanym onemocnénim COVID-19
chrani pred zdvaznym pribéhem i moznym Umrtim. Na studii se podilel
multidisciplinarni tym sloZeny vSeobecnou sestrou, statistikem
a odbornikem na imunologii. Byly sledovany hladiny specifickych protilatek
IgG a IgM, které jsou jasnym ukazatelem stavu imunitniho systému
organismu. Vybrani dobrovolnici byli po vakcinovani firmou Pfizer BioNTech

v obdobi prosinec 2020 - listopad 2021.
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Summary

COVID-19 has affected the entire globe in the last 2 years. Residents have
been exposed to an unprecedented level of risk of the SARS-CoV-2 virus,
which is still present around all of us, but with the introduction
of vaccination, it has been partially brought under control. In a study we
designed, vaccination in combination with past COVID-19 disease was
found to protect against serious progression and possible death.
A multisdisciplinary team of nurses, statisticians and immunologists
participated in the study. The levels of specific IgG and IgM antibodies were
monitored, which are a clear indicator of the state of the body's immune
system. The selected volunteers were vaccinated by Pfizer BioNTech in the
period December 2020 - November 2021.

Key words: SARS-CoV-2, COVID-19, Pfizer, vaccination, antibodies IgG and
IgM.

Uvod

Infekéni onemocnéni predstavuji vyznamny celosvétovy problém zdravotni
péce. Soucasna pandemie zpuUsobena tézkym akutnim respiracnim
syndromem coronavirus-2 (SARS-CoV-2) zplsobujicim Coronavirus Disease
2019 (COVID-19) se objevila v prosinci 2019 v ¢inském Wuchanu a rychle se
stala celosvétovou pandemii. Infekce SARS-CoV-2 ma obrovskou nemocnost
a umrtnost, protoZe zpUsobuje vainé celkové onemocnéni se zvlastnim
postizenim dychacich cest. Infekce SARS-CoV-2 u nachylnych pacientl vede
k dysregulovanym imunitnim odpovédim spousténym uvolnénim

molekuldrnich vzorct spojenych s poskozenim (DAMP), které aktivuji rGizné




signalni drahy vedouci k dysregulaci imunitnich odpovédi, coZ vede k sekreci
Sirokého spektra prozanétlivych cytokind oznadovanych tzv. - tzv.
cytokinova boure korelujici se zavaznosti prabéhu COVID-19 (Huang et al.,
2020). Dosud (13. kvétna 2022) bylo infikovano 517 milionu lidi, coz mélo
za nasledek pfiblizné pres 6 milionu umrti (Svétova zdravotnicka organizace
(WHO), https://www.who.int/data). Soucasna pandemie ovliviiuje nejen
zdravotnictvi, ale i ekonomiku. Zejména Ceska republika byla jednou
z nejvice postiZzenych zemi, kde zdravotnictvi dosahlo hranice své kapacity.
V roce 2020 byly pfedstaveny nové vakciny, které maji zabranit Sifeni SARS-
CoV-2 a omezit zavaznost klinickych pfiznakd mozného rozvoje COVID-19.
Bohuzel stdle vznikaji nové mutanty SARS-CoV-2, coz ¢ini o¢kovani méné
acinnym.

DulezZité je, Ze je otazkou Casu, kdy se objevi novy mutant. Je mozné, Zze bude
nutné kazdy rok wupravovat soucasnou vakcinu podle budouci
epidemiologické situace tak, jak je tomu u vakciny proti chfipce. Lepsi
pochopeni mechanismu pulsobeni vakciny SARS-CoV-2 na imunitni systém
hostitele spolu se znalosti dlouhodobé perzistence protilatek a bunécné
imunity navozené ockovanim je proto vysoce Zadouci pro zvazieni
ockovacich schémat u zdravych jedinct a nemocnych lidi. Nedavné studie
uvadéji indukci specifickych protilatek proti SARS-CoV-2, ale dlouhodobou
perzistenci téchto protilatek nezname. Kromé toho rizné metodologické
pfistupy k testovani ptitomnosti specifickych protilatek SARS-CoV-2 ztézuji
vyvozeni zavéru. Navzdory snaze WHO sjednotit sérologické metody
detekce protilatek specifickych pro SARS-CoV-2 (Kristiansen et al, 2021),

razné vyzkumné laboratofe a diagnostické laboratofe pouzivaji odlisné




metody uvadéjici hodnoty specifickych protilatek SARS-CoV-2 v rlznych
jednotkach nebo koncentraci. Rozsahy zaloZzené na pouzitych cinidlech.
Kromé humoralnich imunitnich odpovédi reprezentovanych protilatkami
hraje klicovou roli v pribéhu infekce bunécna imunita tim, Ze omezuje
pocet bunék infikovanych virem a brani dalSimu Sifeni viru v téle. Nékteré
zpravy jiz naznacovaly indukci bunéc¢né imunity po vakcinaci pomoci mRNA
vakciny, ale opét zbyva charakterizovat dlouhovékost bunécénych

imunitnich odpovédi.

Cile, hypotéza, metody

Hlavnim cilem projektu bylo charakterizovat dlouhovékost jak humoralni,
tak bunécéné imunitni odpovédi po ockovani proti SARS-CoV-2 u zdravych
jedincl.

1) Pro testovani bunécné imunity byla produkce IFN-gama plné krve
ockovanych jedinct stimulovdna spike proteinem, ktery byl stanoven
pomoci ELISA.

2) Pro identifikaci bunécné populace adaptivni imunity produkujici IFN-
gama byly IFN-gama pozitivni CD4+ a CD8+ T bunky stanoveny v plné krvi
po restimulaci spike proteinem pomoci priitokové cytometrie.

3) Vliv spike proteinu na genovou expresi cytokin(i (napf. IFN-gama, IL-2,
TNF-alfa, IL-6, ILIbeta) v PBMC izolovanych z periferni krve byla stanoven
pomoci PCR v redlném case.

4) Schopnost spike proteinu indukovat proliferaci CD4+ a CD8+ T bunék po

restimulaci PBMC spike proteinem byla stanovena fedénim
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karboxyfluorescein sukcinimidyl esteru (CFSE) pomoci pratokové
cytometrie.

5) Potencidl PBMC ockovanych jedincl specificky reagovat na stimulaci
spike proteinem sekreci IFN-gama byl sledovan Enzyme Linked Immuno
Spot Assay (ELISPOT). Vyuziti rdznych metodickych pristupl ke sledovani
kapacity bunécné imunity ockovanych pacientd produkovat IFN-gama
povede k ndvrhu nejvhodnéjsich metod dokumentujicich bunécénou imunitu
po vakcinaci mRNA vakcinou. Humoralni imunita reprezentovana produkci

SARS-CoV-2 specifickych protilatek byla stanovena pomoci ELISA.

Metodologie

Nejprve bylo nutné predloZit navrh sveskerou ptislusnou dokumentaci
v€etné metodologie studie pro Etickou komisi, kterd na zakladé hlasovani
rozhodla kladné, Ze studie miZe byt zapocata.

V ramci spoluprace s VSeobecnou fakultni nemocnici v Praze byli osloveni
potencionalni dobrovolnici formou inzerovani na webovych strankach
nemocnice a 1. lékarské fakulty. Jednalo se o zaméstnance VSeobecné
fakultni nemocnice a 1. |ékarské fakulty. Byl vytvoren online dotaznik, ktery
obsahoval podstatné a relevantni informace o zdravotnim stavu
potencionalniho dobrovolnika (vék, vyska, vaha, muZ/Zena, datum
ockovani, datum prodélani onemocnéni COVID 19, pfidruzena onemocnéni,
chronicka medikace, pracovisté). Podle jasné stanovenych kritérii byli
vybrani uchazeci do studie. Celkem 173 dobrovolnik(. Cilem bylo ziskat do
studie dobrovolniky, ktefi jsou vékovou skladbou mezi 18. aZ 80. rokem

Zivota, s prodélanym onemocnénim, po prodélaném ockovani pfislusnou
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vakcinou Comirnaty (Pfizer BioNTech) schronickou medikaci a bez
chronické medikace. Bylo treba sledovat moznost vlivli, které mohou
pUsobit na imunitni systém ¢lovéka.

Vsichni vybrani dobrovolnici byli osloveni, kdy a jak budou probihat odbéry
periferni Zilni krve, nutné ke stanoveni vlastnich protilatek IgG a IgM. Tyto
dva druhy protilatek byly vybrany z divodu jasné ukazujici imunitni
odpovéd, at uz na ockovani, ale i vlastni reakci po prodélaném onemocnéni
COVID-19.

Vsichni byli informovani s prlbéhem studie a zaroven podepisovali
Informované souhlasy, tykajici se nejen studie, ale moZného zasilani
vysledkl z danych odbéru.

Odbéry se provadéli s odstupem 2 — 4 mésicli od ockovani nebo prodélani
onemocnéni. VSeobecna sestra s mnohaletymi zkusenostmi z intenzivni
péce, ale i se zkuSenosti s ,,covidovymi, pacienty planovala ndvstévy
dobrovolnikli na odbérové misto, kde je i sama odebirala. Laboratorni
vySetfeni provadél imunolog v laboratofi Imunologie Ustavu Imunologie
a Mikrobiologie 1. LF UK. Veskeré statistické zpracovani provadél statistik

z Ustavu biofyziky a informatiky 1. LF UK.

Vysledky

Z nasi pilotni studie zahrnujici o¢kované zdravé jedince jsme byli schopni
detekovat silnou produkci protilatek pretrvavajici po dobu 19 tydnl od
druhé davky mRNA vakciny od PfizerBioNTech, (Obrazek 1). Titr protilatek
IgM je prekvapivé béhem sledovaného obdobi pomérné stabilni.

Koncentrace protilatek je naprosto stejnd s podobnou interindividualni
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antibody level [ng/ml]

variabilitou od 4. tydne po vakcinaci do 19. tydne po vakcinaci, (obrazek 2).
V pripadé SARS-CoV-2 specifickych 1gG jsou hladin®@ specifickych IgG
protilatek celkem stabilni na horni hranice detekcniho limitu do 10 tydn(
s naslednym pomalym postupnym poklesem az do 19. tydne po vakcinaci,
(obrazek 3). Tato pilotni data jsou ovlivnéna proménlivym poctem jedincl
navstévujicich pravidelné c¢asové interval@ odbérd krve. Rozsifeni sledované
kohort bl bElo vEsoce 7adouci. Nicméné schopnost mRNA vakcin® od

PfizerBioNech indukovat specifické IgM a IgG je zcela evidentni.
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Obrazek 1. DBnamika SARS-CoV-2 specifickych IgM a 1gG protilatek
u ockovanych zdravych jedincd detekovand komercéné dostupnou

soupravou ELISA od Matriks Biotek.
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Obrazek 2. Detekce SARS-CoV-2 specifického IgM u ockovanych zdravych
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Obrazek 3. Detekce SARS-CoV-2 specifického IgG u ockovanych zdravych
jedincll v séru periferni krve pomoci ELISA. Celkem bylo zafazeno 173

jedinc(.

Zavér

Celou studii jsme uzavreli jako velmi dlleZitou a Uspésnou. Bylo prokazano,
Ze samotné ockovani chrani ¢lovéka pfed onemocnénim Covid -19 do urcité
miry. Je nutné zdUraznit, Ze je zcela jasné, aby se lidé nechavali ockovat, ale
také aby specialisté ve vyvojovych centrech pro vyvoj vakcin stale vyvijeli
nové, lépe reagujici vakciny na rGizné druhy mutantd, které se vyskytuji, a
vyskytovat se velmi pravdépodobné budou. Samotné prodélani nemoci
COVID-19 neni dostate¢nou ochranou pred opétovnou nakazou. Kombinace
ockovani a prodélani onemocnéni se ukazalo i podle vysledkl protilatek,
jako velmi efektivni, nebot jejich hladiny byly i mnohokrat az neméfitelné,
jak byly vysoké.

Ukazalo se, Ze spoluprace tym( je nesmirné podstatnd, bez ni by nebylo
mozZno provadét nejen studie, ale i prichazet na nova fakta, tykajici se
nemoci, moznosti IéCby apod.

Timto bych chtéla velmi podékovat svému tymu, se kterym jsme na studii
pracovali, ale také a to pfedevsim nasim dobrovolnikiim, nebot bez nich by

se nikdy nic nemohlo uskutecnit.
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