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ABSTRAKTNI

Operace Warp Speed pfinesla na trh ve Spojenych statech dvé mRNA vakciny, vyrobené spolecnosti Pfizer a

moderni. Priibézné Gdaje naznacovaly vysokou Gc¢innost obou téchto vakcin, coz pomohlo legitimizovat Emergency
Povoleni k pouziti (EUA) od FDA. Nicméné vyjimecné rychly pohyb téchto vakcin skrz

kontrolovanych zkousek a masového nasazeni vyvolava fadu bezpecnostnich problému. V této recenzi nejprve popiseme
technologie, ktera je zakladem téchto vakcin podrobné. Poté zkontrolujeme obé slozky a zamyslené biologické

reakce na tyto vakciny, véetné produkce samotného spike proteinu a jejich potencialni vztah k a

Siroké spektrum jak akutnich, tak dlouhodobé vyvolanych patologii, jako jsou poruchy krve, neurodegenerativni
onemocnéni a autoimunitni onemocnéni. Mezi témito potencidlné indukovanymi patologiemi diskutujeme o relevanci
aminokyselinové sekvence souvisejici s prionovym proteinem v spike proteinu. Pfinasime také struc¢ny prehled studii
podpora potencialu pro ,vylu¢ovani“ proteinu, pfenos proteinu z o¢kovaného na an

neockovand osoba, coZ ma za nasledek pfiznaky indukované u posledné jmenované osoby. Dokonc¢ime tim, Zze se budeme
zabyvat spoleénym bodem

debaty, konkrétné o tom, zda tyto vakciny mohou nebo nemohou modifikovat DNA téch, ktefi byli o¢kovani. Zatimco
neexistuji Zadné studie, které by definitivné prokazaly, Ze se to déje, poskytujeme vérohodny scénar,

podporovany dfive zavedenymi cestami pro transformaci a transport genetického materialu, pficemz

injikovana mRNA by mohla byt nakonec za¢lenéna do DNA zarodecnych bunék pro transgeneracni pfenos. My

na zavér nase doporuceni tykajici se sledovani, kterd pomohou objasnit dlouhodobé ucinky

tyto experimentalni Iéky a umoZiuji ndm |épe posoudit skute¢ny pomér rizika a pfinosu téchto novych technologii.
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Uvod
BezprECEdentni. Toto slovo tolik definovalo rok 2020 a pandemii souvisejici s SARSCoV-

2. Kromé bezprecedentni nemoci a jeji globalni reakce vyvolal COVID-19 také bezprecedentni proces vyzkumu, vyroby,
testovani a verejné distribuce vakcin (Shaw, 2021). Pocit naléhavosti ohledné boje s virem vedl v bfeznu 2020 k vytvoreni



Operace Warp Speed (OWS), program tehdejsiho prezidenta Donalda Trumpa s cilem pfinést vakcinu proti
COVID-19 co nejrychleji uvést na trh (Jacobs a Armstrong, 2020).

OWS zavedlo nékolik dalSich bezprecedentnich aspekti COVID-19. Nejprve to prineslo USA
Ministerstvo obrany do pfimé spoluprdce s ministerstvy zdravotnictvi USA s ohledem na
distribuce vakcin (Bonsell, 2021). Za druhé, spolupracovaly Narodni instituty zdravi (NIH).

s biotechnologickou spole¢nosti Moderna pfinaseji bezprecedentni typ vakciny proti
infekéni onemocnéni na trh, vyuZivajici technologii zalozenou na messenger RNA (mRNA)
(Narodni zdravotni ustav, 2020).

Soutok téchto bezprecedentnich udalosti rychle pfinesl pfislib verejnosti do povédomi

a potencidl mRNA vakcin jako nové zbrané proti infekénim chorobam do budoucna. Na
zaroven udalosti, které nemaji precedens, jsou z definice bez historie a kontextu, vi¢i némuz by byly konfrontovany
plné vyhodnotit rizika, o¢ekavané prinosy, bezpecnost a dlouhodobou Zivotaschopnost jako pozitivni prispévek k
verejné zdravi.

V tomto ¢lanku si jeden struéné zopakujeme

konkrétni aspekt téchto bezprecedentnich udalosti,

konkrétné vyvoj a nasazeni

mRNA vakciny proti cilové tfidé

infekéni nemoci pod zastitou ,,SARSCoV-

2.” Véfime mnoha problém(m, které nastolime

zde bude poutzitelny pro jakoukoli budouci mRNA

vakcina, kterd by mohla byt vyrobena proti jinym

infekéni agens nebo v souvisejicich aplikacich

rakovina a geneticka onemocnéni, zatimco jiné se zdaji

aktualné konkrétné relevantni pro mRNA vakciny

implementovan proti podtfidé corona

viry. Zatimco sliby této technologie

byly Siroce ohlasovany, objektivné

vyhodnocena rizika a obavy o bezpecnost

daleko méné detailni pozornost. Je to nas zamér

prezkoumat nékolik velmi zajimavych molekularnich

aspekty mRNA souvisejici s infekénim onemocnénim

technologie a uvést je do vzajemného vztahu s obéma



zdokumentované a potencialni patologické uGcinky.

Vyvoj vakciny

Vyvoj mRNA vakcin proti

infekéni onemocnéni je v mnoha ohledech bezprecedentni.

V publikaci z roku 2018 sponzorované Bill and

Nadace Melindy Gatesové byly vakciny rozdéleny do tti kategorii: jednoduché, komplexni a
Bezprecedentni (Young et al., 2018). Jednoduché a komplexni vakciny predstavovaly standardni a
modifikované aplikace stdvajicich technologii vakcin. Bezprecedentni predstavuje kategorii
Bezprecedentni:

Mnoho aspektl Covid-19 a nasledujicich

vyvoj vakcin je bezprecedentni pro a

vakcina nasazena pro pouziti v obecné

pocet obyvatel. Nékteré z nich zahrnuji

Nasledujici.

1. Nejprve pouzijte PEG (polyethylenglykol) v an

vstiikovani (viz text)

2. Prvni poutiti technologie vakciny mRNA

proti infekénimu agens

3. Poprvé Moderna pfinesla jakykoli produkt

na trh

4. Za prvé, aby to rekli urednici vefejného zdravi

ti, ktefi jsou ockovani, mohou ocekavat an

nezadouci reakce

5. Nejprve bude verejné implementovano s

nic vic nez predbézné udaje o ucinnosti

(viz text)

6. Prvni vakcina, o které nebudou zadna jasna tvrzeni

snizeni infekci, prenosnost, popf

umrti

7. Prvni pokus o ockovani proti koronaviru

lidé



8. Prvni injekce geneticky modifikovaného

polynukleotidy v obecné populaci

Vyvoj vakciny

Vyvoj mRNA vakcin proti infekéni onemocnéni je v mnoha ohledech bezprecedentni.

V publikaci z roku 2018 sponzorované Bill and Nadace Melindy Gatesové byly vakciny rozdéleny do tfi kategorii: jednoduché,
komplexni a

Bezprecedentni (Young et al., 2018). Jednoduché a komplexni vakciny predstavovaly standardni a
modifikované aplikace stavajicich technologii vakcin. Bezprecedentni predstavuje kategorii

vakcina proti nemoci, pro kterou nikdy predtim neexistovala vhodna vakcina. Vakciny proti

HIV a maldrie jsou ptiklady. Jak ukazuje jejich analyza, zndzornéno na obrazku 1, bezprecedentni

Ocekava se, Ze vyvoj vakcin bude trvat 12,5 roku. Jesté hrozivéjsi je, Ze maji odhadovanych 5 %.

Sance projit fazemi Il zkousek (posouzeni Uéinnosti) a z toho 5%, 40% Sance

projit studiemi faze Il (posouzeni populacniho pfinosu). Jinymi slovy, bezprecedentni

Pfedpoklddalo se, Ze vakcina bude mit 2% pravdépodobnost Uspéchu ve fazi klinické studie faze Ill. Tak jako
autofti bez obalu fikaji, Ze existuje ,,mald pravdépodobnost Uspéchu, zvlasté u bezprecedentniho

vakciny." (Young a kol., 2018)
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Obrazek 1. Zavedeni inovativnich vakcin je nakladné a ¢asové narocné, s nizkou pravdépodobnosti tspéchu, zejména pro

bezprecedentni vakciny (upraveno podle Young et al, 2018)



S ohledem na to mame o dva roky pozdéji bezprecedentni vakcinu se zprdvami o 90-95 %
ucinnost (Baden et al. 2020). Ve skutecnosti jsou tyto zprdvy o ucinnosti primarni motivaci
verejna podpora pfijeti ockovani (U.S. Department of Health and Human Services, 2020).

To vzdoruje nejen predpovédim, ale i o¢ekavanim. British Medical Journal (BMJ) mizZe byt
jedind prominentni konvencni Iékarska publikace, kterd dala platformu hlasim, které volaji
pozornost k obavam ohledné ucinnosti vakcin COVID-19. Dlvody k tomu skutec¢né jsou

véri, Zze odhady Ucinnosti vyZaduji prehodnoceni.

Peter Doshi, pridruzeny redaktor BMJ, publikoval dvé dilezité analyzy (Doshi 2021a,

2021b) nezpracovanych udajd poskytnutych FDA vyrobci vakcin, idaju, které jsou zakladem pro
tvrzeni o vysoké ucinnosti. Bohuzel byly zvetfejnény na blogu BMJ a ne v jeho recenzovanych
obsah. Doshi vsak publikoval studii tykajici se uc¢innosti vakciny

sporna uzite¢nost koncovych bodu testl vakcin v recenzovaném obsahu BMJ (Doshi 2020).
Ustfednim aspektem Doshiho kritiky predbéznych tdajii o G¢innosti je vylougeni vice nez 3400
,podezrelé pripady COVID-19“, které nebyly zahrnuty do predbézné analyzy vakciny Pfizer
Udaje predloZzené FDA. Dale nizké, ale netrivialni procento jednotlivcl v obou moderné

Studie a studie Pfizer byly na za¢atku povaZovany za pozitivni na SARS-CoV-1 navzdory predchozi infekci
dlvody pro vylouceni. Z téchto a dalSich dlivodU je prozatimni odhad ucinnosti priblizné 95 %.
obé vakciny jsou podezielé.

Novéjsi analyza se konkrétné zabyvala otdzkou snizeni relativniho vs. absolutniho rizika. Zatimco
vysoké odhady sniZeni rizika jsou zaloZeny na relativnich rizicich, absolutni snizeni rizika je a
vhodnéjsi metrika pro pfislusnika Siroké verejnosti k urceni, zda ockovani

poskytuje vyznamné snizeni rizik osobné. V této analyze s vyuzitim dat poskytnutych spolecnosti
vyrobci vakcin FDA, vakcina Moderna v dobé predbézné analyzy prokazala

absolutni snizeni rizika o0 1,1 % (p= 0,004), zatimco absolutni sniZeni rizika vakciny Pfizer bylo

0,7 % (p<0,000) (hnéda 2021).

Jini vznesli dlilezité dodatecné otazky tykajici se vyvoje vakciny COVID-19,

otazky pfimo souvisejici s mMRNA vakcinami, které jsou zde recenzovany. Napftiklad Haidere, et. al.
(2021) identifikuji ¢tyri , kritické otazky” souvisejici s vyvojem téchto vakcin

zaleZi jak na jejich bezpecdnosti, tak na jejich Uc¢innosti:

¢ Budou vakciny stimulovat imunitni odpovéd?
¢ Poskytnou vakciny udrZitelnou imunitni odolnost?

¢ Jak bude SARS-CoV-2 mutovat?



® Jsme pripraveni na negativni dopady vakcin?

Nedostatek standardnich a rozsifenych preklinickych a klinickych studii dvou implementovanych mRNA vakcin
ponechava kazdou z téchto otazek na zodpovézeni v pribéhu ¢asu. Nyni je to pouze prostfednictvim pozorovani
relevantni fyziologickd a epidemiologicka data generovana rozsdhlou dodavkou vakcin

Siroké verejnosti, Ze tyto otazky budou vyreSeny. A to je mozné pouze v pfipadé, Ze je zdarma

pfistup k nezaujatému podavani zprav o vysledcich — néco, co se zda nepravdépodobné vzhledem k rozsifenosti
cenzura informaci souvisejicich s vakcinou kvili vnimané potiebé viibec deklarovat Gspéch

naklady.

Dvé mRNA vakciny, které prosly fazemi 3 zkousek a nyni jsou dodavany

obecnou populaci tvofi vakcina Moderna a vakcina Pfizer-BioNTech. Vakciny

maji mnoho spolec¢ného. Oba jsou zaloZzeny na mRNA kddujici spike protein SARS-CoV-2

virus. Oba prokazali relativni G¢innost 94-95 %. Predbézné naznaky jsou takové

protilatky jsou pritomny i po tfech mésicich. Oba doporucuji dvé davky s odstupem tfi nebo ctyr

tydnu a v posledni dobé se objevuji zpravy o nutnosti kazdorocnich posilovacich injekci (Mahose, 2021).

Oba jsou dodavany prostrednictvim svalové injekce a oba vyzaduji hluboké zmrazeni, aby se zachovala RNA
od rozbiti. Je to proto, Ze na rozdil od dvouretézcové DNA, kterd je velmi stabilni, je jednofetézcova

Produkty RNA jsou nachylné k poSkozeni nebo ztraté sily pfi vysokych teplotach a musi se stat

byt udrzovany v extrémné chladu, aby byla zachovana jejich potencidlni uc¢innost (Pushparajah et al., 2021). Tvrdi to
vyrobcl, Ze vakcina Pfizer vyzaduje skladovani pfi teploté -94 stuprii Fahrenheita (-70 stupnd

Celsia), coz ztéZuje jeho prepravu a udrzovani chladu v mezidobi pfed nim

je nakonec spravovana. Vakcinu Moderna lze skladovat po dobu 6 mésicl pfi teploté -4 stupnll Fahrenheita (-
20 stupnd Celsia) a mUzZe byt bezpeéné uloZen v chladniéce po dobu 30 dni po rozmrazeni

(Zimmer et al., 2021).

Dvé dalsi vakciny, které jsou nyni podavany v nouzovém rezimu, jsou Johnson &

Johnsonova vakcina a vakcina AstraZeneca. Oba jsou zaloZeny na technologii vektorové DNA, ktera je

velmi odlisné od technologie pouZivané v mRNA vakcinach. Zatimco tyto vakciny byly také

spéchali na trh s nedostate¢nym zhodnocenim, nejsou pfedmétem tohoto ptispévku, tak budeme jen

strucné popiste, jak se vyvijeji. Tyto vakciny jsou zaloZeny na vadné verzi

adenovirus, dvouvlaknovy DNA virus, ktery zplsobuje bézné nachlazeni. Adenovirus byl

geneticky modifikovan dvéma zpUlsoby, takze se nemUze replikovat kvali kriticky chybéjicim genlim a jeho
genom byl rozsiten o kéd DNA pro spike protein SARS-CoV-2. AstraZeneca

produkce zahrnuje imortalizovanou lidskou bunécnou linii nazyvanou Human Embryonic Kidney (HEK) 293,



ktery se péstuje v kulture spolu s defektnimi viry (Dicks et al., 2012). Bunécén4 linie HEK

byl geneticky modifikovan jiz v 70. letech 20. stoleti rozsifenim své DNA o segmenty z an
adenovirus, ktery dodava chybéjici geny potfebné pro replikaci defektniho viru (Louis et al.,
1997). Johnson & Johnson pouzivd podobnou techniku zaloZzenou na bunécéné linii sitnice plodu. Protoze
vyroba téchto vakcin vyZaduje geneticky modifikované lidské nadorové bunécné linie, existuje
potencidl pro kontaminaci lidské DNA, stejné jako mnoho dalsich potencialnich kontaminantd.
Média vyvolala velké vzruseni ohledné této revolu¢ni technologie, ale tam

jsou také obavy, Ze si moZna neuvédomujeme slozZitost potencidlu téla reagovat

cizi mRNA a dalsi ingredience v téchto vakcinach, které daleko presahuji prosty cil oklamat
télo zacne produkovat protilatky proti spike proteinu.

Ve zbytku tohoto ¢lanku nejprve podrobnéji popiseme technologii mRNA

vakciny. Vénujeme nékolik sekci specifickym aspektim mRNA vakcin, které nas zajimaji

s ohledem na potencidlni predvidatelné i nepredvidatelné negativni disledky. Uzavirdme s
prosba vladam a farmaceutickému primyslu, aby zvazily vétsi opatrnost v této oblasti

soucasny zavazek ockovat co nejvice lidi proti SARS-CoV-2.

Technologie mRNA vakcin

V rané fazi vyvoje genové terapie zaloZzené na nukleotidech toho bylo podstatné vice

usili investované do prenosu gent prostrednictvim DNA plasmid( spiSe neZ prostfednictvim technologie mRNA.
Dvé hlavni prekazky pro mRNA jsou jeji prechodna povaha kvili jeji nachylnosti k rozpadu

RNAazy, stejné jako jeji zndma schopnost vyvolat silnou imunitni odpovéd, ktera narusuje jeji

transkripce na protein. Bylo prokazano, Ze plazmidova DNA pretrvava ve svalu aZ Sest mésicd,

zatimco mRNA témér jisté zmizi mnohem dfive. Pro aplikace vakcin to bylo plivodné

domnivali se, Ze imunogenni povaha RNA by mohla fungovat s vyhodou, stejné jako mRNA

slouzi jako adjuvans pro vakcinu, coZ eliminuje argumenty ve prospéch toxického aditiva, jako je

hlinik. Imunitni reakce vsak vede nejen k zanétlivé, ale také

rychla clearance RNA a suprese transkripce. TakZe se ukdazalo, Ze tento napad nebyl

prakticky.

Existovalo rozsahlé ¢asové obdobi, béhem kterého byly zkoumany rlizné napady, jak se pokusit zachovat
MRNA se rozpadla drive, nez mohla produkovat protein. Velkym pokrokem byla realizace

Ze nahrazeni methyl-pseudouridinu za vSechny uridinové nukleotidy by stabilizovalo RNA proti

degradaci, coZ mu umoznuje prezit dostate¢né dlouho, aby produkovalo adekvatni mnozstvi proteinového antigenu

potiebné pro imunogenezi (Liu, 2019). Tato forma mRNA dodavana ve vakciné neni nikdy vidét



pfirodé, a proto ma potencial pro neznamé disledky.

MRNA vakciny Pfizer-BioNTech a Moderna jsou zaloZeny na velmi podobnych technologiich, kde a
lipidova nanocastice obklopuje sekvenci RNA kédujici spike protein SARS-CoV-2 plné délky.

Ve vyrobnim procesu je prvnim krokem sestaveni molekuly DNA kddujici hrot

protein. Tento proces byl nyni komoditizovdn, takze je relativné snadné ziskat a

Molekula DNA ze specifikace sekvence nukleotidli (Corbett et al., 2020). Nasledujici

bezbunécna in vitro transkripce z DNA, vyuzivajici enzymatické reakce katalyzované RNA
polymerazou je jednovlaknova RNA stabilizovana prostifednictvim specifickych nukleosidovych modifikaci a
vysoce Cistény.

Spolecnost Moderna, Cambridge, MA, je jednim z vyvojarl nasazenych mRNA vakcin

pro SARS-CoV-2. Vedeni spolecnosti Moderna maji velkou vizi rozsifeni technologie pro mnohé
aplikace, kde muze byt télo nasmérovano k produkci terapeutickych protein(i nejen pro protilatky
produkci, ale také k 1é¢bé genetickych chorob a rakoviny, mimo jiné. Vyvijeji a

genericka platforma, kde DNA je ulozny prvek, messenger RNA je ,software” a

proteiny, které RNA kdduje, predstavuji rdzné aplikacni domény. Vize je grandiozni a

teoretické potencialni aplikace jsou obrovské (Moderna, 2020). Technologie je pUsobiva, ale
manipulace s kédem Zivota by mohla potencialné vést ke zcela neocekavanym negativnim ucinkim
dlouhodobé nebo dokonce trvalé.

SARS-CoV-2 je ¢lenem tfidy pozitivnich RNA virQ, coZ znamena, Ze kéduji

pfimo pro proteiny, které RNA kdduje, spiSe nez vyZzadovani kopie do antisense vldkna

pred translaci na protein. Virus sestava primarné z jednovlaknové molekuly RNA

zabaleny uvnitf proteinového obalu, ktery se sklada ze strukturalnich protein viru, zejména z
spike protein, ktery usnadiuje vazbu viru na receptor (v ptipadé SARS-CoV-2 je to

ACE?2 receptor) a virova flize s membranou hostitelské buriky. Spi¢kovy protein SARS-CoV-2 je
primarni cil pro neutralizacni protilatky. Je to fuzni glykoprotein tfidy | a je analogicky
hemaglutinin produkovany chfipkovymi viry a fazni glykoprotein produkovany syncytialem

viry, stejné jako gp160 produkovany virem lidské imunodeficience (HIV) (Corbett et al., 2020).
Vakciny mRNA jsou vyvrcholenim let vyzkumu ve zkoumani moznosti pouziti

RNA zapouzdrena v lipidové ¢astici jako posel. Stavajici biologicky aparat hostitelské buriky je
kooptovdn pro usnadnéni pfirozené produkce proteinu z mRNA. Pole rozkvetlo

castecné kvili snadnosti, se kterou mohou byt syntetizovany specifické oligonukleotidové DNA sekvence

laborator bez pfimého zapojeni Zivych organismu. Tato technologie se stala



komoditizované a lze je provadét ve velkém méritku s relativné nizkymi naklady. Enzymaticka pfeména
DNA na RNA je také pfimocard a je mozné izolovat v podstaté Cistou jednovldknovou RNA

z reakéni polévky (Kosuri a Church, 2014).

1. Uvahy o selekci a modifikaci mRNA

Zatimco proces je v zdsadé jednoduchy, vyrobci mRNA vakcin se s nékterymi potykaji
znacné technické problémy. Prvni, jak jsme diskutovali, je, Ze samotna extracelularni mRNA mze

vyvolat imunitni odpovéd, ktera by vedla k jeho rychlému odstranéni dfive, nez je vibec absorbovan burky. Takze mRNA musi byt
v nanocastici, ktera ji ochrani pfed imunitou

Systém. Druhym problémem je pfimét burky, aby ptijaly nanocastice. To se da ¢astecné vyresit
zaclenénim fosfolipid( do nanocastic, aby se vyuZily pfirozené cesty lipid(

Casticova endocytdza. Tretim problémem je aktivovat masinérii, ktera se na prekladani podili

RNA na protein. V ptipadé SARS-CoV-2 je produkovanym proteinem spike protein.

Po syntéze spike proteinu musi burnky prezentujici antigen prezentovat spike protein T

buriky, které budou nakonec produkovat ochranné pamétové protilatky (Moderna, 2020). Tento krok neni
obzvlasté primocaré, protoze nanocastice jsou vétsinou pfijimany svalovymi burikami, které

byt imobilni, nejsou nezbytné vybaveny ke spusténi imunitni reakce. Jak uvidime,

pravdépodobny scéndr je, Ze spike protein je syntetizovan svalovymi burikami a poté predan
makrofagy fungujici jako bunky prezentujici antigen, které pak spusti standardni B-buriky zaloZené
kaskadova odpovéd generujici protilatky.

MRNA, ktera je uzaviena ve vakcinach, prochazi po ni nékolika modifikaénimi kroky

syntéza z templatu DNA. Nékteré z téchto krok( zahrnuiji pfipravu, aby vypadala presné jako a
sekvence lidské mRNA vhodné modifikovana pro podporu ribozomalni translace na protein.

Dalsi modifikace maji za cil chranit ho pred rozkladem, aby mohl byt dostatek bilkovin

produkované k vyvolani protilatkové odpovédi. Nemodifikovand mRNA indukuje imunitni reakci, ktera vede
na vysoké sérové hladiny interferonu-a (IF-a), coZ je povaZovano za nezadouci odpovéd. Nicméné,
vyzkumnici zjistili, Ze nahrazeni vsech uridinll v mRNA N-methyl-pseudouridinem

zvysSuje stabilitu molekuly a zaroven sniZuje jeji imunogenicitu (Kariko et al. 2008; Corbett et al.

al., 2020). Tento krok je soucasti pfipravy mRNA ve vakcinach, ale kromé toho je zapotrebi 7-
methylguanosin ,,cap” je pfidan na 5' konec molekuly a poly-adenin (poly-A) konec,

sestdvajici ze 100 nebo vice adeninovych nukleotidd, je pfidan na 3' konec. Cepice a ocas jsou nezbytné
pfi udrZovani stability mRNA v cytosolu a podpofre translace na protein

(Schlake a kol., 2012; Gallie, 1991).



Normadlné se spike protein velmi snadno preklopi z pfedfuzni konfigurace do postfuzni

konfigurace. Spi¢kovy protein, ktery je v téchto vakcinach, byl upraven tak, aby podporoval a

stabilni konfigurace ve svém prefuznim stavu, protoZe tento stav vyvolava silnéjSi imunitni odpovéd
(Jackson a kol., 2020). To bylo provedeno prosttednictvim ,,genetické mutace” nahrazenim kritickych dvou rezidui
segment se dvéma prolinovymi zbytky v pozicich 986 a 987, v horni ¢asti centralni Sroubovice S2
podjednotku (Wrapp et al., 2020). Prolin je vysoce neflexibilni aminokyselina, takZe interferuje s
prechod do stavu fuze. Tato modifikace poskytuje protilatkdm mnohem lepsi ptistup ke kritickym
misto, které podporuje fuzi a nasledné vychytavani burikami. Ale mGzZe to také znamenat, Ze
geneticky modifikovana verze spike proteinu produkovaného nasledujici lidskou hostitelskou burikou
instrukce z vakciny mRNA pretrvdva v plazmatické membrané navdzané na ACE2 receptory

kvlli zhorSenym schopnostem flze? Co to mlze mit za nasledek? nevime.

Védci z Ciny zvefejnili v srpnu 2020 v Nature zpravu, ve které prezentovali Gidaje o

nékolik experimentalnich mRNA vakcin, kde mRNA kédovala rlizné fragmenty a proteiny

virus SARS-CoV-2. Testovali tfi rlizné formulace vakcin na jejich schopnost indukovat analgetikum
odpovidajici imunitni odpovéd u mysi. TFi strukturalni proteiny, S (spike), M a E, jsou minimalni
pozadavky na sestaveni ,viru podobné ¢astice” (VLP). Jejich hypotéza byla, Ze poskytovani M a E

stejné jako protein S spike v kddu mRNA by umoznil sestaveni VLP, které by mohlo vyvolavaji zlepSenou imunitni odpovéd, proto
podobaji pfirozenému viru nez S

protein exponovany na povrchu bunék, které pfijaly pouze mRNA proteinu S z

nanocdstice vakciny. Také doufali, Ze kritické fragmenty spike proteinu budou

dostatecné k navozeni imunity, spiSe neZ cely spike protein, pokud by virové ¢astice mohly byt

vytvorené augmentaci s M a E (Lu et al., 2020).

Experimentdlné potvrdili, Ze vakcina obsahuje kompletni geny pro vsechny tfi proteiny

vyvolal silnou imunitni odpovéd, ktera trvala alespor osm tydn{ po druhé davce

vakcina. Jeho ucinnost byla mnohem lepsi nez u vakciny obsahujici pouze spike protein.

Vakcina, ktera obsahovala pouze kritické slozky spike proteinu, byla bohuzel rozsifena

s dalSimi dvéma obalovymi proteiny nevyvolal prakticky Zadnou odpovéd.

Vyzkumnici z Moderny provedli podobné studie s podobnymi vysledky. Dosli k zavéru, Ze

samotny spike protein byl jasné horsi nez formulace obsahujici RNA kddujici vSechny tti obalky

proteiny a predpokladali, Ze to bylo zplsobeno tim, Ze vSechny tfi proteiny byly potfeba

umoznit burice uvolfiovat neporusené ¢astice podobné viru, spiSe nez do ni pouze umistit vrcholovy protein
plazmatickda membrana. Samotny spike protein nedokazal iniciovat odpovéd T bunék ve studiich na zviratech,

zatimco formulace se vSemi tfemi proteiny ano (Corbett et al., 2020).



Dvé nouzové schvalené vakciny obsahuji pouze mRNA kdd pro spike protein (bez E nebo

M) a pro toto rozhodnuti musel byt dobry divod, navzdory jeho pozorovanému nedostatku

vykon. Je mozné, Ze sofistikovanéjsi design lipidovych nanocastic (viz nize)

ved| ke schopnosti nechat lipidy slouZzit jako adjuvans (podobné jako hlinik, ktery je bézné dostupny
pfidavané do tradi¢nich vakcin), pficemz stale chrani RNA pred degradaci.

Dalsi kuriézni upravou v kédu RNA je to, Ze vyvojari obohatili sekvenci

cytosiny a guaniny (Cs a Gs) na Ukor adeninG a uracill (As a Us). Oni maji

davejte pozor, abyste timto zplsobem nahradili pouze tfeti pozici v kodonu, a to pouze tehdy, kdyZ tomu tak neni
zménit mapu aminokyselin (Hubert, 2020). Experimentalné bylo prokazéno, Zze GC-bohaté
Sekvence mRNA jsou exprimovany (preloZeny na protein) az 100krat efektivnéji nez GCpoor
sekvenci (Kudla et al., 2006). Zda se tedy, Ze se jedna o dalsi Upravu, kterda ma jesté vice zajistit
syntéza hojnych kopii spike proteinu. Nezname nezamyslené dlsledky

tento manévr. Intracelularni patogeny, véetné virli, mivaji nizky obsah GC ve srovnani s

genom hostitelské buriky (Rocha a Danchin, 2020). TakZe tato modifikace mohla byt motivovana
¢astecné touhou zvysit ucinnost klamu, Ze protein je ¢lovék

protein.

Vsechny tyto rtizné modifikace RNA jsou navrzeny tak, aby odolala rozpadu

spisSe jako sekvence kodujici protein lidské messenger RNA a ucinné se prevadéji na antigenni

protein.

2. Konstrukce lipidovych nanocastic

Lipidové nanocastice (LNP), také znamé jako lipozomy, mohou zapouzdrit molekuly RNA a chranit
jsou pred enzymatickou degradaci ribonukleazami, a tak tvofi zakladni slozku a

Uspésny zplUsob doruceni (Wadhwa et al., 2020; Xu et al., 2020). Tyto umélé konstrukce Uzce
pfipominaji exosomy. Exozomy jsou extracelularni vezikuly vylu¢ované burikami a vychytdvané bunkami
sousedy a také ¢asto obsahuji DNA nebo RNA. Tyto nanocdstice tedy mohou vyuzit

procesu pfirozené endocytozy, které normalné internalizuji extracelularni exozomy do endozomd.
Kdyz se endozom okyseli na lysozom, mRNA se uvolni do cytoplazmy, a to

kde dochazi k translaci na protein. Ve skutec¢nosti bylo zjisténo, Ze lipozom je vice

Uspésné pfi zlepSovani prezentace antigenu a zrani dendritickych bunék ve srovnani' s

fazni proteiny, které zapouzdfuji vakciny na bazi virG (Norling et al., 2019).

Lipidové nanodastice (LNP) v téchto vakcinach jsou sloZeny z ionizovatelnych kationtovych lipidd,

fosfolipidy, cholesterol a polyethylenglykol (PEG). Spolecné se tato smés sklada do a



stabilni lipidova dvojvrstva kolem molekuly mRNA. Fosfolipidy v téchto experimentalnich vakcinach
sestavaji z fosfatidylcholinové hlavni skupiny spojené se dvéma nasycenymi alkylovymi konci pres glycerol
linker. Lipid pouZivany v téchto vakcinach, pojmenovany 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-fosfocholin (DSPC),
ma 18 opakujicich se uhlikovych jednotek. Relativné dlouhy fetézec ma tendenci tvofit gelovou fazi spiSe nez tekutinu
faze. Molekuly s kratsimi retézci (jako je 12-uhlikovy fetézec) maji tendenci zGstavat v kapalné fazi
namisto. Bylo zjisténo, Ze lipozomy v gelové fazi vyuzivajici DSPC maji vynikajici u¢innost

chrani RNA pred degradaci, protoZe delsi alkylové fetézce jsou mnohem vice omezeny

jejich pohyby v lipidové doméné. Zda se také, Ze jsou Ucinnéjsi jako adjuvans,

zvys$eni uvolfiovani cytokind tumor nekrotizujiciho faktoru-a (TNF-a), interleukinu (IL)-6 a IL-

1p z exponovanych bunék (Norling et al., 2019). Nicméné jejich schopnost vyvolat zanét

reakce muze byt pFicinou mnoha symptom{, které lidé pocituji, jako je bolest, otok,

horecka a ospalost. Studie publikovand v bioRxiv experimentdlné ovéfila, Ze jsou ionizovatelné

kationtové lipidy v lipidovych nanocasticich indukuji silnou zanétlivou reakci u mysi (Ndeupen et al.,
2021).

Soucasné mRNA vakciny jsou dodavany intramuskuldrni injekci. Svaly obsahuji velky

sit krevnich cév, kde mohou byt imunitni buriky rekrutovéany do mista vpichu (Zeng et al.,

2020). Svalové burky obecné mohou posilit imunitni reakci, jakmile imunitni buriky infiltruji, dovnitf
reakce na adjuvans (Marino et al., 2011). Pecliva analyza odpovédi na mRNA vakcinu,

podany mysim ukazal, Ze antigen je exprimovan zpocatku ve svalovych burikdch a poté

preneseny do bunék prezentujicich antigen, coZ naznacuje ,cross-priming” jako primarni cestu pro iniciaci a
CD8 T bunécéna odpovéd (Lazzaro et al., 2015). D3 se spekulovat, Ze svalové buriky vyuzivaji an

imunitni odpovéd, ktera se normalné pouziva k feseni chybné poskladanych lidskych proteind. Takové proteiny vyvolavaji
upregulace proteinl hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC) tfidy II, které se pak vaZou na

Spatné sloZené proteiny a transportuji je neporusené do plazmatické membrany (Jiang et al., 2013).
Povrchovy protein navdzany na MHC pak vyvolava zanétlivou odpovéd a naslednou infiltraci

antigen prezentujicich bunék (napf. dendritickych bunék a makrofagli) do svalové tkané, ktera pak
vychytavaji zobrazené proteiny a prendseji je do lymfatického systému, aby je prezentovaly T burikdm.
Tyto T buriky pak mohou koneéné spustit kaskadu, kterd nakonec produkuje pamétové protilatky
specifické pro protein. Svalové burky exprimuji proteiny MHC tfidy Il (Cifuentes-Diaz et al., 1992).

Na rozdil od tfidy | se proteiny MHC tfidy Il specializuji na transport intaktnich proteinl do

povrch na rozdil od malych peptidovych sekvenci odvozenych z ¢astec¢ného rozkladu proteint

(Jiang et al., 2013).



Studie in vitro na nehumannich primatech prokazala, Ze radioaktivné zna¢end mRNA se presunula z

misto vpichu do drendzini lymfatické uzliny a z(stal tam po dobu nejméné 28 hodin. Antigen bylo prokazano, Ze prezentujici
buriky (APC) jak ve svalové tkani, tak v drenaznich lymfatickych uzlinach

obsahuji radioaktivné znacenou mRNA (Lindsay et al., 2019). Klasické APC zahrnuji dendritické bunky,
makrofagy, Langerhansovy buriky (v k(iZi) a B buriky. Mnoho vedlejsich ucink( spojenych s

tyto vakciny zahrnuji bolest a zanét v misté vpichu, jak by se dalo o¢ekavat vzhledem k

rychla infiltrace imunitnich bunék.

Lymfadenopatie je zanétlivy stav v lymfatickém systému spojeny s otokem lymfy

uzly. Zdureni lymfatickych uzlin v podpazi (axilarni lymfadenopatie) je znakem metastdz

rakovina prsu. Prace publikovand v roce 2021 popsala Etyti pfipady Zen, u kterych se vyvinula axilarni
lymfadenopatie po vakciné SARS-CoV-2 (Mehta et al., 2021). Autofi vyzvali k opatrnosti

pfi nesprdavné interpretaci tohoto stavu jako indikdtoru vyzadujiciho sledovani mozného prsu biopsii
rakovina. Tento symptom potvrzuje stopovaci studie, které ukazuji, Ze mRNA vakcina je prevainé
absorbovany APC, které pak pravdépodobné syntetizuji antigen (spike protein) z mRNA a

migruji do lymfatického systému a na jejich membrdandch se zobrazi spike protein.

Seznam nejcastéjsich nezadoucich Ucinkd hlasenych FDA, které se vyskytly béhem

Klinické studie spolec¢nosti Pfizer-BioNTech zahrnuji ,,bolest v misté vpichu, Gnavu, bolest hlavy, bolest sval(i, zimnici,
bolest kloub(, horecka, otok v misté vpichu, zarudnuti v misté vpichu, nevolnost, maldtnost a
lymfadenopatie." (US Food and Drug Administration, 2021).

Nyni se zaméfime na jednotlivé molekuldrni a organové systémy, které vyvstavaji s témito mRNA

vakciny.

Adjuvans, polyethylenglykol a anafylaxe

Adjuvans jsou ptisady do vakcin, které maji ,,vyvolat vyrazné imunologické profily s ohledem na
smér, trvani a sila imunitnich odpovédi” z vakcin, proti kterym jsou

pridano (Liang et al., 2020). Nejcastéji se pouziva kamenec nebo jiné slouceniny hliniku
tradiéni vakciny a také vyvolavaji Sirokou Skalu cest systémové imunitni aktivace

aktivace stromalnich bunék v misté injekce (Lambrecht et al., 2009; Danielsson & Eriksson,
2021).

Bylo zjisténo, Ze adjuvans na bazi hliniku neni optimalni pro vakcinu proti koronaviru, takze jiné
hledala se Fe3eni (Liang et. al., 2020). Redeni se predstavilo v podobé Siroce pouzivaného
farmaceuticka slozka polyethylenglykol nebo PEG. Limitujici faktor v pouZiti nukleovych kyselin

vakciny je tendence k rychlé degradaci nukleovych kyselin nukledzovymi enzymy (Ho



a kol., 2021). Pokud jde o enzymy RN4&zy zacilené na injikovanou mRNA, tyto enzymy jsou Siroce rozsifeny
distribuovany jak intraceluldrné (primarné v lysozomech) (Fujiwara et al., 2017), tak

extracelularné (Lu et al., 2018). K prekonani tohoto omezeni jsou v sou¢asné dobé obé mRNA vakciny
nasazené proti COVID-19 vyuZivaji nanocastice na bazi lipidd jako nosi¢e. Naklad mRNA

je umistén uvnitf obalu sloZzeného ze syntetickych lipid( a cholesterolu spolu s PEG pro stabilizaci
molekula mRNA proti degradaci.

Vakcina vyrobena spolecnosti Pfizer/BioNTech vytvari nanodastice z 2-[(polyethylenglykolu)-
2000]-N,N-ditetradecylacetamid nebo ALC-0159, bézné zkracené jednoduse jako PEG (World

Zdravotni organizace, 2021, 14. ledna). Vakcina Moderna obsahuje dalsi variantu PEG, SM-

102, 1,2-dimyristoyl-rac-glycero-3-methoxypolyethylenglykol 2000 (Svétova zdravotnicka organizace, 2021, 19. ledna). Pro
usnadnéni budeme oba PEG-modifikované lipidy zkracovat jako PEG a odkazovat

k vakcinam jako PEGylované podle standardni nomenklatury.

Lipidovy obal hraje troji roli. Za prvé, chrani geneticky material pred degradaci

bunécny ptijem. Za druhé, lipidovy obal, ktery také obsahuje cholesterol, usnadriuje bunécny prijem

fuzi s lipidovou membranou buriky a naslednou endocytézou lipidové ¢astice,

vyvolani pfirozené existujicich procesu. A kone¢né pusobi jako adjuvans (Ho et al., 2021). Je to v tomto
posledné jmenovana role jako imunitniho stimulantu, o které se nejvice obdava, pokud jde o jeji rozsifené pouzivani
PEG v injek¢ni terapii.

V €lanku publikovaném v kvétnu 2019, pred velkymi klinickymi studiemi zahrnujicimi tyto PEGylované vakciny,
Mohamed et. al. (2019) popsali fadu souvisejicich zjisténi tykajicich se PEG a

imunologicka aktivace, kterou produkuje, ktera zahrnuje humoralni, bunééné zprostfedkovanou a

aktivace zaloZena na komplementu. Poznamenavaji, Ze paradoxné velké injekéni davky PEG nezpUlsobuji ne
zjevna alergickd reakce. Malé davky vsak mohou vést k dramatické patologické aktivaci imunitniho systému.
Vakciny vyuZivajici PEGylaci vyuZivaji mikromolarni mnozstvi téchto lipidQ, které toto tvofri

potencidlné imunogenni expozice nizkym davkam.

Ve studiich na zvifatech se ukazalo, Ze aktivace komplementu je zodpovédna za obé anafylaxe

a kardiovaskularni kolaps a injikovany PEG aktivuje mnohocetné drahy komplementu u lidi

také. Autofri jedné studie na zavér poznamenavaji, Ze , Tato kaskada sekundarnich mediator(

podstatné zesiluje efektorové imunitni reakce a u citlivych mlze vyvolat anafylaxi

Jednotlivci. Neddvné studie u prasat skutecné prokazaly, Ze systémova aktivace komplementu

(napf. indukované po intravendzni injekci PEGylovanych lipozom() mize byt zakladem srdeéniho

anafylaxe, kde C5a hrél kauzalni roli. (Hamad et al., 2008) Je také dilezZité poznamenat, Ze

anafylaktoidni Sok u prasat nenastal po prvni injekci, ale po druhé injekci



expozice (Kozma et al., 2019).

Pritomnost protilatek proti PEG je v populaci rozsifena (Zhou et al., 2020). Yang

a Lai (2015) zjistili, Ze priblizné 42 % zkoumanych vzorkU krve obsahovalo protilatky proti PEG,

a varuji, Ze by to mohlo mit dalezité dasledky pro jakakoli terapeutika zaloZzena na PEG

predstavil. Hong et. al. (2020) zjistili anti-PEG protilatky s prevalenci az 72 % in

populace bez pfedchozi expozice |ékarské terapii na bazi PEG. Lila et. al. (2018) poznamenat, Ze
,Existence takovych anti-PEG protilatek Uzce souvisi s poskozenim

terapeuticka uéinnost v tandemu s rozvojem zavaznych nezadoucich Ucinkl v nékolika klinickych studiich
prostiedi vyuZivajici terapeutika na bazi PEGylovanych.

Na zakladé cetnosti vyskytu anafylaxe na vakciny se dfive predpokladalo, Ze je vzacna

udalosti hldsené VAERS, databazi ztizené Centrem pro kontrolu nemoci a

Prevence v roce 1990 pro hlaseni nezadoucich pfihod souvisejicich s vakcinami (Centers for Disease Control
a prevence, 1990; Su a kol., 2019). | kdyZ je anafylaxe vzacna, muze byt Zivot ohroZujici, takZe je

dullezité sledovat moznost v kratkém obdobi po ockovani (McNeil et al.,

2016).

Sellaturay et. al., po prezkoumani 5 pripadl anafylaxe souvisi s expozici PEG, jeden témér smrtelny a
zahrnujici srdec¢ni zastavu, napiste: ,PEG je vysoce rizikovy ,skryty” alergen, obvykle nepodezrely a mlize

zpUsobit casté alergické reakce v disledku neimysiného opétovného vystaveni. Alergické vysetreni s sebou nese riziko
anafylaxe a méla by byt provadéna pouze ve specializovanych centrech pro alergii na Iéky. (Sellaturay a kol.,

2020). Ve skutecnosti jiz bylo prokazano, Ze jsou spojeny jiz existujici protilatky proti PEG

Probihd anafylaxe po expozici PEG s frekvenci relevantni pro verejné zdravi?

Tento jev nyni dokumentuje fada studii (Lee et al., 2015; Povsic et al., 2016;

Wylon a kol., 2016). Anafylaktické reakce na mRNA vakciny jsou Siroce uvadény v médiich

(Kelso, 2021) a jak je uvedeno vyse, byly ¢asto hlaseny v databazi VAERS (690

hlaseni anafylaxe po vakcinach proti SARS-CoV-2 do 29. ledna 2021). Jsou tam také néjaké

pocatecni pripadové studie publikované v recenzované literature (Garvey & Nasser, 2020; CDC COVID-
19 Response Team, 2021, 15. ledna). Anafylaktické reakce na vakciny pred timto COVID-19

vakciny byly obecné hlaseny v mife nizsi nez 2 pfipady na milion o¢kovani (McNeil et al.,

2016), zatimco soucasna mira ockovani proti COVID-19 byla podle CDC vyssi

nez 11 pfipadd na milion (CDC COVID-19 Response Team, 2021, 29. ledna). Nicméné, a

publikoval prospektivni studii na 64 900 zdravotnickych zaméstnancich, kde zjistoval jejich reakce na jejich prvni mRNA

ockovani bylo peclivé sledovdno, zjistilo se, Ze 2,1 % subjektl hlasilo akutni alergii



reakce. Extrémnéjsi reakce zahrnujici anafylaxi se objevila s rychlosti 247 na milion
ockovani (Blumenthal et al., 2021). To je vice nez 21krat vice, nez bylo plvodné hlaseno
ze strany CDC. Druha injekéni expozice pravdépodobné zpUlsobi jesté vétsi pocet anafylaktickych reakci

reakce.

mMRNA vakciny, spike proteiny a zesileni zavislé na protilatkach (ADE)

ADE je imunologicky fenomén poprvé popsany v roce 1964 (Hawkes et al., 1964). V tomto

publikace Hawkes popsal soubor experiment(, ve kterych byly inkubovany kultury flaviviru

s ptac¢im sérem obsahujicim vysoké titry protilatek proti témto virdm. Necekané zjisténi

spocivalo v tom, Ze se stdle vyssim fedénim séra obsahujiciho protilatku byla bunécna infekénost zvysena.
Nedostatek vysvétleni, jak by se to mohlo stat, je pravdépodobné odpovédné za to, Ze je z velké ¢asti ignorovan
témér 20 let (Morens et al., 1994).

Bylo navrZzeno mnoho cest, kterymi protilatky pfimo i nepfimo

podilet se na neutralizaci infekci (Lu et al., 2018b). ADE je specialni pfipad toho, co mlze

dochazi, kdyz jsou nizké, neneutralizujici hladiny bud’ specifickych nebo zktizené reaktivnich protilatek proti a
virus je pfitomen v dobé infekce. Tyto protilatky mohou byt pfitomny v dlsledku predchozi expozice

viru, vystaveni pfibuznému viru nebo v disledku predchoziho ockovani proti viru. Pfi reinfekci,

protilatky v nedostateném mnozstvi k neutralizaci viru se presto vdzou na virus. Tyto

protilatky se pak ukotvi na Fc receptoru na bunécénych povrsich, coz usnadnuje vstup viru do burky a

nasledné zvyseni infekénosti viru (Wan et. al., 2020).

Vv

vevs

drive ockovani proti této nemoci (Shukla et al., 2020). ADE je také véfil hrat roli v

Ebola (Takada et al., 2003), infekce virem zika (Bardina et al., 2017) a dalsi flavivirové infekce

(Campos et al., 2020).

V rozsitené korespondenci publikované v Nature Biotechnology, Eroshenko et. al. nabidka a

komplexni prehled ddkazd naznacujicich, Ze ADE se mUZe projevit u jakéhokoli

ockovani proti SARS-CoV-2. DUleZité je, Ze zaznamenali, Ze byl pozorovan ADE

s vakcinami proti koronaviru testovanymi v modelech in vitro i in vivo (Eroshenko et al., 2020). Jini
varovali pfed stejnou moZnosti u vakcin proti SARS-CoV-2. Teorie, jak by mohla ADE

vyskytujici se v ptipadé vakciny proti SARS-CoV-2 naznacuje, Ze neneutralizujici protilatky tvofi imunitni
komplexy s virovymi antigeny k vyvolani nadmérné sekrece prozanétlivych cytokinl a, v

extrémni pfipad, cytokinova boure zpUsobujici rozsahlé lokalni poskozeni tkané (Lee et al., 2020). Jeden



rozsahly prehled ADE potencidlné spojeny s vakcinami proti SARS-CoV-2 poznamenal: ,V soucasné dobé tam
nejsou znamy zadné klinické ndlezy, imunologické testy nebo biomarkery, které by mohly odlisit jakékoli zadvazné
virova infekce z onemocnéni se zesilenou imunitou, at uz mérenim protilatek, T bunék nebo vnitfnich

reakce hostitele” (Arvin et al. 2020; Liu et al., 2019). K tomuto bodu se jesté vratime nize.

Preexistujici protilatky proti imunoglobulinu G (IgG), vyvolané ptedchozi vakcinaci, ptispivaji k zdvaznym
poskozeni plic SARS-CoV u makak (Liu et al., 2019). Peron a Nakaya (2020) poskytu;ji

dlkazy naznadujici, Ze mnohem rozmanitéjsi rozsah predchozich expozic koronaviriim

zkusSenosti starsich osob by je mohly predisponovat k ADE po expozici SARS-CoV-2. A

tykajici se predtiskového ¢lanku uvedl, Ze plazma od 76 % pacient(, ktefi se uzdravili

zavazné onemocnéni COVID-19, kdyzZ se ptidalo do kultur SARS-CoV-2 a citlivych bunék

zvySend schopnost pro virovou infekci bunék Raji SARS-CoV-2 (Wu et al., 2020). Autofi toho poznamenavaji
Htitry protilatek [proti spike proteinu] byly vyssi u starsich pacientd s COVID-19 a

silnéjsi protildtkova odpovéd byla spojena se zpozdénim virové clearance a zvySenou zdvaznosti onemocnéni
u pacientll. Proto je rozumné spekulovat, Ze k tomu mohou pfispivat protilatky specifické pro S protein

zavaznost onemocnéni béhem infekce SARS-CoV-2." (Wu a kol., 2020) Bylo hlaseno, Ze vSichni tfi americti vyrobci vakcin —
Moderna, Pfizer a Johnson &

Johnson — pracuji na vyvoji boosterti (Zaman 2021). S desitkami miliond mladych dospélych

a dokonce i déti nyni s vakcinami vyvolanymi protilatkami proti koronavirovému proteinu, existuji

moznost spusténi ADE souvisejici bud's budouci infekci SARS-CoV-2, nebo booster injekci

mezi touto mladsi populaci. Cas ukaze.

mRNA vakciny nakonec dodavaji vysoce antigenni spike protein do bunék prezentujicich antigen.

Jako takové jsou monoklonalni protilatky proti spike proteinu oekavanym vysledkem soucéasnosti

nasazené mRNA vakciny. Bylo zjisténo, Ze monoklonalni protilatky proti lidskému spike proteinu produkuji vysoké
hladiny zkFizené reaktivnich protilatek proti endogennim lidskym proteinlim (Vojdani et. al., 2021;

podrobnéji prezkoumano nize). Vzhledem k tomu, Ze dlikazy zde byly prezkoumany pouze ¢aste¢né, jsou dostatecné
dlvod k podezfeni, Ze protilatky proti spike proteinu budou pfispivat k ADE vyprovokované predchozi

Infekce SARS-CoV-2 nebo ockovani, které se mize projevit jako akutni nebo chronické autoimunitni

a zanétlivé stavy. Vyse jsme poznamenali, Ze neni mozné rozlisit ADE

manifestace onemocnéni ze skutec¢né virové infekce jiné nez ADE. V tomto svétle je dlleZité

uznat, Ze kdyZ dojde k onemocnéni a umrti kratce po ockovani vakcinou mRNA, je to

nikdy nelze s konecnou platnosti urcit, ani po Uplném vysetteni, Ze reakce na vakcinu nebyla

proximalni pficina.



Patogenni priming, multisystémové zanétlivé onemocnéni a autoimunita

Patogenni priming je koncept, ktery je podobny ve vysledku jako ADE, ale lisi se v zakladu

mechanismus. Diskutujeme o tom zde jako o jedine€ném mechanismu, jehoZ prostfednictvim by mohly mRNA vakciny
vyvolat souvisejici patologie.

V dubnu 2020 byl publikovan dulezity dokument tykajici se potencialu samovolné reagujicich protilatek
které maji byt vytvoreny po expozici spike proteinu a dal$im antigennim epitoplm rozprostfenym po celé plose
délka SARS-CoV-2. Lyons-Weiler (2020) vytvofil frazi ,,patogen priming”, protoZze on

Véfril, Ze Castéji pouzivané , posileni imunity” nedokaze zachytit zdvaznost onemocnéni

stav a jeho dUsledky. Lyons-Weiler ve své analyze in silico porovnal viechny antigenni SARSCoV-

2 proteinové epitopy oznacené v databazi SVMTIP (http://sysbio.unl.edu/SVMTriP/) a

hledali v databazi p-BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) homologii mezi

tyto epitopy a endogenni lidské proteiny. Z 37 analyzovanych protein( SARS-CoV-2 mélo 29

antigenni oblasti. Az na jeden z téchto 29 mélo homologii s lidskymi proteiny (pfedpokladané autoantigeny)
a bylo predpovézeno, Ze jsou autoreaktogenni. Nejvétsi pocet homologii byl

spojené s spike (S) proteinem a NS3 proteinem, oba maji 6 homolognich lidskych

proteiny.

Funkéni analyza endogennich lidskych proteini homolognich s virovymi proteiny to zjistila

vice nez 1/3 z nich je spojeno s adaptivnim imunitnim systémem. Autor spekuluje, Ze dfive

vystaveni viru nebo predchozi vakcinaci, které by mohly iniciovat produkci protilatek, které cili

starsi zvlasté. V tomto pripadé jiz existujici protilatky potlacuji adaptivni imunitu

systému a vést k zavaznéjsSim onemocnénim.

Dalsi skupina (Ehrenfeld et. al., 2020), v ¢lanku prevazné o Sirokém

autoimunitni onemocnéni zjisténa v souvislosti s predchozi infekci SARS-CoV-2, také zkoumala, jak

spike protein by mohl vyvolat takovy rozsah nemoci. Uvadéji v tabulce 1 tohoto odkazu,

fetézce heptapeptidll v lidském proteomu, které se prekryvaji s vytvorenym spike proteinem

od SARS-CoV-2. Identifikovali 26 heptapeptid( nalezenych u lidi a v spike proteinu. to je

zajimavé je, Ze 2 z 26 prekryvajicich se heptapeptidl bylo zjisténo jako sekvencni,

napadné dlouhy retézec identickych peptidd, které Ize nalézt spolecné mezi endogennimi lidmi

proteiny a spike protein. V komentafi k prekryvajicim se peptidiim, které objevili, a

potencial k tomu, aby fidil mnoho typl autoimunity soucasné, komentuji: , The

klinicky scénat, ktery se objevi, je znepokojivy." Opravdu, je.



V kvétnu 2020 uverejnili Vojdani a Kharrazian dalsi dlleZity ¢lanek v tomto ohledu

(2020). Autofi pouzili mysi i krali¢ci monoklonalni protilatky proti SARS z roku 2003

spike protein k testovani reaktivity nejen proti spike proteinu SARS-CoV-2, ale také proti

nékolik endogennich lidskych proteind. Zjistili, Ze existuje nejen vysoka mira vazby

s spike proteinem SARS-CoV-2, ale proti Siroké skale endogennich proteind. "[Nasli jsme

Ze nejsilnéjsi reakce byly s transglutamindzou 3 (tTG3), transglutamindzou 2 (tTG2), ENA,

myelinovy bazicky protein (MBP), mitochondrie, jaderny antigen (NA), a-myozin, tyreoidalni peroxidaza
(TPO), kolagen, claudin 5+6 a S100B. (Vojdani a Kharrazian, 2020).

Tato duleZita zjisténi je tfeba zdlraznit. Protilatky s vysokou vazebnou afinitou k SARSCoV-

2 spike a dalsi proteiny maji také vysokou vazebnou afinitu k tTG (spojené s celiakii

nemoc), TPO (Hashimotova tyreoiditida), myelinovy bazicky protein (roztrousena skleréza) a nékolik
endogenni proteiny. Na rozdil od autoimunitniho procesu spojeného s aktivaci patogenu, tyto

u autoimunitnich onemocnéni obvykle trva roky, nez se symptomaticky projevi.

Autoprotilatky generované spike proteinem, které predpovédél Lyons-Weiler (2020) a popsané

vySe byly potvrzeny nedavno publikovanou in vitro studii. V tomto navazujicim dokumentu

Vojdani et. al., (2021) se opét podivali na problematiku zkfizené reaktivity protilatek, tentokrat s vyuzitim
lidské monoklonalni protilatky (mAb) proti spike proteinu SARS-CoV-2 spiSe neZ proti mysim a

krali¢i mAb. Jejich vysledky potvrdily a rozsifily jejich pfedchozi zjisténi. "Na hranici 0,32 OD

[opticka hustotal, protilatka proti membranovému proteinu SARS-CoV-2 reagovala s 18 z 55 testovanych
antigeny." Téchto 18 endogennich antigend zahrnuje reaktivitu na tkan v jatrech, mitochondriich atd
nervovy a travici systém, slinivka bfisni a jinde v téle.

Ve zpravé o multisystémovém zanétlivém syndromu u déti (MIS-C) Carter et. al. (2020) studoval

23 pfipadid. Sedmnact z 23 (68 %) pacientld mélo sérologické znamky predchozi infekce SARS-CoV-2.

Ze tfi protilatek hodnocenych v populaci pacientd (nukleokapsid, RBD a spike), 1gG spike

opticka hustota proteinovych protilatek (ktera kvantifikuje koncentrace protilatek proti standardizovanému
krivka (Wikipedia, 2021)), byla nejvyssi (viz obrazek 1d v Carter et al., 2020).

O MIS-C se nyni béZné spekuluje jako o prikladu imunitni primarni aktivace ptedchozi expozici
SARS-CoV-2 nebo jinym koronavirim. Buonsenso et. al. (2020) pfezkoumali vice imunologickych
podobnosti mezi MIS-C a onemocnénim souvisejicim s predchozi f-hemolytickou streptokokovou infekci skupiny A
(PLYN). Autofi pisi: ,MGZeme spekulovat, Ze déti jsou vicenasobné vystaveny SARS-CoV-2

s rodi¢i s COVID-19 mUze fungovat jako aktivace imunitniho systému, jako je tomu u GAS

infekce a u geneticky predisponovanych déti vedou k rozvoji [MIS-C]. Dalsi hypotéza



je, ze predchozi infekce jinymi koronaviry, mnohem castéjsi u détské populace,

mohl ptipravit détsky imunitni systém na virus SARS-CoV-2."

V ¢ervnu 2019 Galeotti a Bayry (2020) pfezkoumali vyskyt jak autoimunitnich, tak

zanétlivych onemocnéni u pacientd s COVID-19. Svou analyzu zaméfuji na MIS-C. Po

prezkoumani nékolika dfive publikovanych zprav o ¢asové souvislosti mezi COVID-19 a ndstupem
MIS-C a popisujici fadu moznych mechanistickych spojeni mezi témito dvéma, autofi

konstatoval, Ze nebyla prokazana zadna pficinna souvislost. V ponékud proziravém doporuceni, oni
napsal: ,,Jemna analyza homologie mezi riznymi antigeny SARS-CoV-2 a vlastnimi antigeny,

je tfeba zvazit pouziti pristupl in silico a ovéreni v experimentalnich modelech

potvrdit tuto hypotézu." Pfesné tento typ analyzy in silico provadi Lyons-Weiler

(2020) a Ehrenfeld et. al. (2020) popsané v Uvodnich odstavcich této ¢asti, které

zjistili tésnou homologii mezi virovymi antigeny a vlastnimi antigeny. | kdyZ to nemusi byt definitivni
potvrdit kauzalni souvislost predpokladanou Galeottim a Bayrym, je to silny podpUrny dlkaz.
Autoimunita je stdle vice uzndvana jako nasledek COVID-19. Existuji

cetné zprdvy o dfive zdravych osobdch, u kterych se vyvinula onemocnéni, jako jsou idiopatické
trombocytopenicka purpura, Guillain-Barrého syndrom a autoimunitni hemolyticka anémie (Galeottiho

a Bayry, 2020). Existuji tfi nezavislé kazuistiky systémového lupus erythemosus (SLE) s koZnimi projevy po symptomatickém
COVID-19. V jednom pfipadé jde o 39letého muze

méla SLE nastup dva mésice po ambulantni Iécbé COVID-19 (Zamani et.al., 2021).

Dalsim napadnym pfipadem rychle progredujiciho a fatalniho SLE s koZnimi projevy je

popsany Slimani et.al. (2021).

Autoprotilatky se velmi béZzné vyskytuji u pacienti s COVID-19, véetné protilatek nalezenych v

krev (Vlachoyiannopoulos et. al., 2020) a mozkomisni mok (CFS) (Franke et. al., 2021).

Ackoli se SARS-CoV-2 v mozkomisnim moku nenachazi, existuje teorie, Ze autoprotilatky vytvorené v
reakce na expozici SARS-CoV-2 mUiZe vést alespon k urcité ¢asti neurologickych

komplikace dokumentované u pacientli s COVID-19. Odeslal jsem jeden dulezity dopis redakci
Casopis Arthritis & Rheumatology od Bertina et. al. (2020) zaznamenali vysokou prevalenci a silné
asociace (p=0,009) autoprotilatek proti kardiolipinu u pacientl s COVID-19 s tézkym

choroba.

Zuo et. al. (2020) nasli antifosfolipidové autoprotilatky u 52 % hospitalizovanych pacienti s COVID-19
pacientl a spekulovalo se, Ze tyto protilatky pfispivaji k vysokému vyskytu koagulopatii v

tito pacienti. Schiaffino et. al. (2020) uvedli, Ze sérum od vysokého procenta hospitalizovanych

Pacienti s COVID-19 obsahovali autoprotilatky reaktivni s plazmatickou membranou hepatocytl a



Zaludecni bunky. U jednoho pacienta s Guillain-Barre syndromem byla zjiSténa reaktivita protilatek v
cerebrospinalni mok (CFS), coz vede autory k domnénce, Ze zkfizena reaktivita s proteiny v

CFS by mohl vést k neurologickym komplikacim pozorovanym u nékterych pacientl s COVID-19. V novéjsim
recenze, Gao et. al. (2021) zaznamenali vysoké hladiny autoprotilatek u pacientl s COVID-19 napfic viceCetnymi
studie. Dochazeji k zavéru: ,[Jednim z potencialnich vedlejsich ucinkd hromadného ockovani mize byt

slouceni [sic] autoimunitnich onemocnéni zejména u jedincl, ktefi jsou geneticky nachylini k

autoimunita."

Neddvna publikace shromazduje velké mnozstvi dikazd, e autoprotilatky proti iroké skéle

receptory a tkan lze nalézt u jedincu, ktefi méli predchozi infekci SARS-CoV-2. "Vsechno

31 byvalych pacientli s COVID-19 mélo 2 aZz 7 rlznych GPCR-fAAB [spojeny s G-proteinem

receptor funkéni autoprotilatky], které plsobily jako agonisté receptoru.” (Wallukat et. al. 2021) The
rozmanitost identifikovanych GPCR-fAAB, zahrnuijicich jak agonistickou, tak antagonistickou aktivitu na cil
receptory, silné korelujici s fadou priznak(l po COVID-19, véetné tachykardie,

bradykardie, alopecie, deficit pozornosti, PoTS, neuropatie a dalsi.

Stejna studie, odkazujici na autoprotilatky predpovidané Lyonsem-Weilerem (2020) zminénym vyse,

se zjevnym vazinym znepokojenim poznamenava: ,, Spickovy protein Sars-CoV-2 je potencidlnim epitopovym cilem
biomimikry indukované autoimunologické procesy [25]. Proto citime, Ze to bude extrémné

dllezité prozkoumat, zda se GPCR-fAAB stanou také detekovatelné po imunizaci

ockovani proti viru."

Prezkoumali jsme zde dlikazy, Ze spike protein SARS-CoV-2 ma rozsahlou sekvenci

homologni s vice endogennimi lidskymi proteiny a mohl by nasmérovat imunitni systém

rozvoj jak autozanétlivych, tak autoimunitnich onemocnéni. To je zvlasté znepokojivé

vzhledem k tomu, Ze protein byl pfepracovan se dvéma extra prolinovymi zbytky, aby mu to potencidlné branilo

clearance z obéhu prostfednictvim membranové fuze. Tato onemocnéni se mohou projevit akutné a v relativné kratkych
Casovych intervalech, jako je tomu u MIS-C, nebo se potencialné nemusi projevit po nékolik mésict nebo

let po expozici vrcholovému proteinu, at uz prostfednictvim prirozené infekce nebo prostfednictvim ockovani.
Mnoho lidi s pozitivnim testem na COVID-19 nevykazuje Zadné priznaky. Pocet asymptomatickych, PCRpozitivnich
2020). Ti, ktefi jsou necitlivi va¢i COVID-19, maji pravdépodobné velmi silny vrozeny imunitni systém.

Neutrofily a makrofagy zdravé slizni¢ni bariéry rychle odstranuiji viry, ¢asto bez nich

potieba jakychkoli protilatek, které maji byt produkovany adaptivnim systémem. Nicméné vakcina

zamérné zcela obchazi slizni¢ni imunitni systém, a to jak prostfednictvim jeho injekéni aplikace



pfirozené slizni¢ni bariéry a jeji uméla konfigurace jako nanocastice obsahujici RNA. Jak bylo uvedeno
v Carsetti (2020), ti se silnou vrozenou imunitni odpovédi témér vSeobecné zazZivaji také
asymptomaticka infekce nebo pouze mirna prezentace onemocnéni COVID-19. Pfesto mohou celit
chronické autoimunitni onemocnéni, jak bylo popsano dfive, jako disledek nadmérného mnozstvi protilatek
vyroba v reakci na vakcinu, ktera v prvni fadé nebyla nutna.

Slezina, krevni desticky a trombocytopenie

Dr. Gregory Michael, porodnik v Miami Beach, zemtel na krvaceni do mozku 16 dni po

obdrZi prvni davku vakciny Pfizer/BioNtech COVID-19. Do tfi dni od

vakcinou, vyvinula se u néj idiopaticka trombocytopenickd purpura (ITP), autoimunitni porucha v
které imunitni buniky napadaji a nici krevni desticky. Pocet jeho krevnich destic¢ek prudce klesl,

a to zpUsobilo neschopnost zastavit vnitfni krvaceni, coz vedlo k mrtvici, jak je popsano v ¢lanku

v New York Times (Grady a Mazzei, 2021). New York Times navazaly druhym

clanek, ktery pojednaval o nékolika dalsich pripadech ITP po ockovani proti SARS-CoV-2 (Grady, 2021),
a nékolik dalsich pfipadl prudkého poklesu krevnich desticek a trombocytopenie po SARSCoV-

2 ockovani bylo hlaseno v systému hlaseni nezadoucich pfihod vakcin (VAERS).
1. Biodistribuce mRNA vakcin

Nékolik studii o vakcindch zaloZzenych na mRNA nezavisle potvrdilo, Ze hlavni je slezina

centrum aktivity pro imunitni odpovéd. Studie o vakciné proti chfipkovému viru na bazi mRNA je
extrémné relevantni pro zodpovézeni otazky biodistribuce mRNA ve vakciné.

Tato vakcina, stejné jako vakciny SARS-CoV-2, byla navrZena jako lipidové nanocastice s modifikovanou RNA
kddujici hemaglutinin (ekvivalentni povrchovy fazni protein ke spike proteinu v koroné

viry) a byl podavan prostfednictvim svalové injekce. Byla sledovana koncentrace mRNA

v pribéhu ¢asu v raznych vzorcich tkani a maximalni koncentrace pozorovana na kazdém misté byla
zaznamenané. Neni prekvapenim, Ze koncentrace byla nejvyssi ve svalu v misté vpichu (5 680

ng/ml). Tato hladina v pribéhu ¢asu pomalu klesala a dosahla poloviny pivodni hodnoty po 18,8 hodinach
po injekci. Dalsi nejvyssi hladina byla pozorovéana v proximalni lymfatické uzliné s vrcholem v

2 120 ng/ml a neklesne na polovinu této hodnoty dfive nezZ po 25,4 hodinach. Mezi organy nejvyssi
hladiny byly zdaleka nalezeny ve sleziné (86,69 ng/ml) a jatrech (47,2 ng/ml). Jinde v téle

koncentrace byla na 100- az 1000-krat nizsich Urovnich. Zejména distalni lymfatické uzliny mély pouze a
maximalni koncentrace 8 ng/ml. Dosli k zavéru, Ze mRNA se distribuuje z mista vpichu

do jater a sleziny pres lymfaticky systém a nakonec se dostane do celkového obéhu. Tento

se pravdépodobné déje prostfednictvim jeho transportu uvniti makrofagl a dalSich imunitnich bunék, které jej prijimaji



svalové misto vpichu. Znepokojivé zasahuje i do mozku, i kdyZz na mnohem nizsich Urovnich
(Bahl et al., 2017). Hodnotici zprava Evropské Iékové agentury pro vakcinu Moderna rovnéz
poznamenali, Ze mRNA by mohla byt detekovana v mozku po intramuskularnim podani pfiblizné
2 % hladiny nalezené v plazmé (Evropska lékova agentura, 2021).

V dal$im experimentu provadéném ke sledovani biodistribuéni drahy RNA vakcin, vztekliny

RNA vakcina byla podavéana intramuskularné potkantm v jedné davce. Vakcina obsahovala kod
pro imunogenni protein vztekliny, stejné jako kéd pro RNA polymerazu a byl formulovan jako
nanoemulze typu olej ve vodé. Neni tedy zcela reprezentativni pro mRNA SARS-CoV-2

vakciny. Nicméné jeho intramuskuldrni podani a jeho zavislost na pfijmu RNA by

imunitni bunky pravdépodobné znamen4, Ze by migrovaly pfes tkané podobnou cestou jako
vakcina proti SARS-CoV-2. Autofi pozorovali zvétseni drenaznich lymfatickych uzlin a tkané
studie odhalily, Ze RNA vztekliny se zpocatku objevila v misté vpichu a v odtokové lymfé

uzlin béhem jednoho dne a byl také nalezen v krvi, plicich, sleziné a jatrech (Stokes et al., 2020).
Tyto vysledky jsou v souladu s vySe uvedenou studii o chfipkovych mRNA vakcindach.

Nakonec studie porovnavajici nanoc¢astice mRNA exprimujici luciferazu s nanoc¢asticemi exprimujicimi luciferazu
mRNA dendritické buriky jako alternativni pfistup k vakcinaci odhalily, Ze signal luciferazy
pomoci mechanismu doddvani nanocastic dosahly Sirsiho rozsahu lymfoidnich mist. Vice
dllezité je, Ze signal luciferazy byl koncentrovan ve sleziné pro nanocastice ve srovnani s

dominance v plicich pro dendritické buriky (Firdessa-Fite a Creuso, 2020).

2. Imunitni trombocytopenie

Imunitni trombocytopenie (ITP) se ukazala jako dulezita komplikace COVID-19

(Bhattacharjee a Banerjee, 2020). V mnoha pfipadech se objevi po Uplném uzdraveni z nemoci,

tj. poté, co byl virus odstranén, coZ naznacuje, Ze jde o autoimunitni jev. Pravdépodobna cesta

pfi kterém by se ITP mohla objevit po vakcinaci, je migraci imunitnich bunék nesoucich a

naklad nanocastic mRNA pres lymfaticky systém do sleziny. Tyto imunitni buriky by

produkovat spike protein podle kddu v nanocasticich a spike protein by to udélal

indukovat tvorbu protilatek IgG v B lymfocytech.

ITP se zpocatku projevuje jako petechie nebo purpura na kizi a/nebo krvaceni z povrchu sliznic. To

ma vysoké riziko umrti v dlsledku krvaceni a mrtvice. ITP je charakterizovdana obéma zvysenymi

destrukce krevnich desti¢ek a sniZzena produkce krevnich desticek a autoprotilatky hraji klicovou roli (Sun a
Shan, 2019). Krevni desticky jsou potazeny antiagregacnimi protilatkami a imunitnimi komplexy, coz indukuje

jejich odstranovani fagocyty.



Zejména za podminek narusené autofagie mlze vysledna signalni kaskada také vyustit v

potladeni produkce megakaryocyti v kostni dieni, které jsou prekurzorovymi burikami

produkce krevnich destic¢ek (Sun and Shan, 2019). Pfipadova studie pacienta s diagnézou COVID-19 je
odhalujici, protoZe se u néj objevila nahla trombocytopenie nékolik dni poté, co byl

propustén z nemocnice na zakladé negativniho testu nukleové kyseliny COVID-19. Po tomto

vyvoji bylo ovéreno, Ze pacient mél sniZzeny pocet trombocytl produkujicich

megakaryocyty, zatimco autoimunitni protilatky byly negativni, coZ naznacuje problém s krevnimi destickami
produkce spiSe nez destrukce krevnich desti¢ek (Chen et al., 2020).

Autofagie je nezbytna pro cCisténi poskozenych proteind, organel a bakterialnich a virovych patogenu.
Zmény v autofagickych drahach se objevuji jako charakteristicky znak patogeneze mnoha

respiraéni viry, véetné viru chfipky, MERS-CoV, SARS-CoV a, co je duleZité, SARS-CoV-

2 (Limanagi et al., 2020). Autofagie je jisté kriticka pri odstrariovani spike proteinu produkovaného
imunitni bunky naprogramované tak, aby ji produkovaly prostfednictvim vakcin mRNA.

Da se spekulovat o tom, Ze narusena autofagie brani clearance spike proteinu produkovaného
makrofagy z vakcinacni mRNA. Jak si ukazeme pozdéji, krevni desticky maji autofagické proteiny

a pouzit autofagii k odstranéni vir(i. ZhorSena autofagie je charakteristickym rysem ITP a mlze

byt klicem k autoimunitnimu Utoku na krevni desticky (Wang et al., 2019).

3. Kriticka role pro slezinu

Slezina je nejvétsi sekundarni lymfoidni organ u lidi a obsahuje az 1/3

zasoby krevnich desticek v téle. Slezina je primarnim mistem pro destrukci krevnich desticek béhem ITP
kontroluje protilatkovou odpovéd proti krevnim destickam. Dvé hlavni autoprotilatky spojené s ITP
jsou proti imunoglobulinu G (1gG) a komplexu glykoproteinu (GP) Iib/Illa na krevnich destic¢kach
(Aslam et al., 2016).

Slezina hraje Ustfedni roli pfi odstrafiovani cizich antigen( a syntéze 1gG pomoci B

bunky. Po expozici antigenu, jako je spike protein, neutrofily v okrajové z6né

slezina ziska schopnost interagovat s B burikami, coz indukuje produkci protilatek (Puga et al., 2011).
To je pravdépodobné rozhodujici pro Uspésny vysledek ockovani. Pseudouridinovd modifikace mRNA
je dllezity pro zajisténi preziti RNA dostatecné dlouho, aby se dostala do sleziny. V experimentu na
injekci nanocastic mMRNA do mysi, jak dodavané mRNA, tak kddovaného proteinu

mohl byt detekovan ve sleziné 1, 4 a 24 hodin po injekci, a to ve vyrazné vyssich hladinach nez

kdy byla pouzita nemodifikovana RNA (Kariké et al., 2008).



Sofistikovany mechanismus zkfizené komunikace mezi desti¢ckami a neutrofily ve sleziné muze vést k
trombocytopenie, zprostifedkovana patologickou odpovédi zvanou NETAza. Platelet-TLR7 (podobné mytnému
receptor 7) rozpozna Castice chfipky v obéhu a vede k jejich pohlceni a

endocytézou krevnimi destickami. Po pohlceni vird krevni desticky stimuluji neutrofily k uvolfiovani

jejich DNA v neutrofilnich extracelularnich pastech (NET) (Koupenova et al., 2019) a DNA,

v nadmérném mnoZstvi spousti protrombotickou kaskadu.

4. Pouceni z chripky

Virus chtipky, stejné jako koronavirus, je jednovlaknovy RNA virus. Trombocytopenie je a

¢astou komplikaci chfipkové infekce a jeji zavaznost kriticky pfedpovida klinické vysledky

nemocnych pacientl (Jansen et al., 2020). Krevni desti¢ky obsahuji ve svych membranach hojné glykoproteiny, které
plsobi jako receptory a podporuji adhezi ke sténé endotelu. Autoprotilatky proti krevnim destickam
glykoproteiny se nachazeji u vétsiny pacientd s autoimunitni trombocytopenii (Lipp et al.,

1998). Virus chtipky se vaZe na buriky prostfednictvim glykoprotein(l a uvoliiuje enzym tzv

neuraminidaza, kterd dokaze rozlozit glykosaminoglykany navazané na glykoproteiny a uvolnit je

jim. Tato akce pravdépodobné vystavi glykoproteiny krevnich desti¢ek B lymfocytim, ¢imz se indukuji autoprotilatky
Vyroba. Byla prokdzana neuraminidaza exprimovana patogenem Streptococcus pneumoniae

k desialylaci krevnich desticek, coz vede k hyperaktivité krevnich desticek (Kullaya et al., 2018).

Zda se, Ze krevni desticky hraji dulezitou roli pti odstrariovani vird. BEhem jedné minuty poté, co byly krevni desticky
inkubovany spolecné s chripkovymi viry, viry se jiz navazaly na krevni desticky.

Naslednd internalizace, pravdépodobné fagocytdzou, dosahla vrcholu za 30 minut (Jansen et al., 2020).

Spike protein SARS-CoV-2 vaze kyselinu sialovou, coz znamena, Ze by se mohl vazat na glykoproteiny v
destickové membrany (Baker et al., 2020). Mezi spike proteinem S1 existuje strukturdlni podobnost

u SARS CoV a neuraminidazy exprimované virem chfipky, coz mize znamenat, zZe

protein ma neuraminidazovou aktivitu (Zhang et al., 2004). Nékolik vird exprimuje neuraminidazu,

a obecné plsobi enzymaticky, aby katabolizoval glykany v glykoproteinech desialylaci.

Zda se tedy pravdépodobné, Ze po mRNA by mohla nasledovat nebezpecna kaskada vedouci k ITP

ockovani, a to i bez pfitomnosti Zivého viru, zejména v souvislosti s narusenou autofagii.

Imunitni bunky ve svalu paze prijimaji ¢astice RNA a cirkuluji v lymfatickém systému,

hromadi se ve sleziné. Imunitni buriky tam produkuji hojny spike protein, ktery se na néj vaze

destickové glykoproteiny a desialyluje je. Interakce desti¢ek s neutrofily zpisobuje NET6zu

a spusténi zanétlivé kaskady. Exponované glykoproteiny se stavaiji cili

autoimunitni protilatky, které pak napadaji a odstranuji krevni desticky, coz vede k rychlému poklesu krevnich desti¢ek



pocet a Zivot ohroZujici udalost.

Aktivace latentniho herpes zoster

Observacni studie provedend v Tel Aviv Medical Center a Carmel Medical Center v

Haifa v lzraeli zjistila vyznamné zvySeny vyskyt herpes zoster po o¢kovani Pfizerem

(Furer 2021). Tato observacni studie sledovala pacienty s jiz existujici autoimunitou

zanétliva revmatickd onemocnéni (AlIRD). Mezi 491 pacienty s AIIRD béhem studie

obdobi bylo 6 (1,2 %) diagnostikovano herpes zoster jako vibec prvni diagndza mezi 2. a 2.
tydnl po prvni nebo druhé vakcinaci. V kontrolni skupiné 99 pacient( nebyly zadné
identifikované pripady herpes zoster.

Databaze VAERS CDC, dotazovana 19. dubna 2021, obsahuje 278 zprav o herpes zoster.

po ockovani Moderna nebo Pfizer. Vzhledem k dolozenému podhodnoceni k

VAERS (Lazarus et al. 2010) a vzhledem k asocia¢ni povaze zprav VAERS neni mozné

prokazat jakoukoli pfi¢innou souvislost mezi ockovanim a hlasenim zoster. Nicméné véfime, Ze
vyskyt pasového oparu je dal$im dalezitym ,signalem” u VAERS.

Toto zvy3ené riziko pro pasovy opar, pokud je platné, mize mit dalezité Sirsi dasledky. Vice studii
prokazali, Ze pacienti s primarni nebo ziskanou imunitni nedostatec¢nosti jsou nachylné;jsi k

tézka infekce herpes zoster (Ansari et al., 2020). To naznacuje, Ze mRNA vakciny mohou byt
potlaceni pfirozené imunitni reakce. Mezi TNF-a a interferonem |. typu existuje kfiZova komunikace
u autoimunitniho onemocnéni, kde kazdy potlacuje druhy (Palucka et al., 2005). Interferon typu |
inhibuje replikaci viru varicella-zoster (Ku et al., 2016). TNF-a je prudce upregulovan v an
zanétlivou reakci, ktera je indukovana lipidovymi nanocasticemi ve vakciné. Jeho upregulace je
také souvisi s chronickym zanétlivym stavem revmatoidni artritidy (Matsuno et al., 2002).
Exuberantni exprese TNF-a po vakcinaci muze interferovat s INF-a dendritickych bunék

reakce, kterd udrzuje latentni pasovy opar pod kontrolou.

Spike proteinova toxicita

Nyni se objevuje obrazek, Ze SARS-CoV-2 ma vazné Gcinky na vaskulaturu v mnoha pfipadech
organ(, véetné mozkové vaskulatury. Jak jiz bylo zminéno dfive, spike protein usnadnuje vstup

virus do hostitelské buriky navazanim na ACE2 v plazmatické membrané. ACE2 je integral typu |
membranovy protein, ktery Stépi angiotenzin Il na angiotenzin(1-7), a tim odstranuje angiotenzin Il a
snizeni krevniho tlaku. V sérii ¢lank( Yuichiro Suzuki ve spolupraci s dalSimi autory

predlozil silny argument, Ze spike protein sdm o sobé m{ze zpUsobit signalizacni odpovéd'v

vaskulatura s potencialné rozsirenymi disledky (Suzuki, 2020; Suzuki a kol., 2020; Suzuki a kol.,



2021; Suzuki a Gychka, 2021). Tito autofti pozorovali, Ze v zavaznych pfipadech COVID-19 se SARSCoV-
2 zpUsobuje vyznamné morfologické zmény plicni vaskulatury. Posmrtna analyza

plic pacient(, ktefi zemfeli na COVID-19, odhalily histologické rysy s vaskularnimi pfiznaky

ztlusténi stény, hlavné v dlsledku hypertrofie tunica media. Zvétsené buriky hladkého svalstva mély
se zakulati, s oteklymi jadry a cytoplazmatickymi vakuolami (Suzuki et al., 2020). dale

ukazali, Ze vystaveni kultivovanych bunék hladkého svalstva lidské plicni tepny SARSCoV-

2 spike protein S1 podjednotka byla dostatecna k podpore bunécné signalizace bez zbytku viru

komponenty.

Pathology? |

Spike protein-
mediated cell

signaling

Membrane fusion/
Viral entry

COVID-19 vaccine
I COVID-19 I (Spike Protein)

Obrazek 2: Jednoduchy model procesu, pfi kterém dochazi ke Spicce

protein produkovany prostfednictvim mRNA vakcin by mohl vyvolat a

patologicka reakce odlisna od Zadouciho vyvolani

protilatky k potlaceni vstupu viru. Pfekresleno se svolenim

od Suzuki a Gychka, 2021.

Navazujici dokumenty (Suzuki et al., 2021, Suzuki a Gychka, 2021) to ukazaly podjednotku spike proteinu S1
potladuje ACE2, coZ zplsobuje stav pfipominajici plicni tepnu hypertenze (PAH), zavazna plice

onemocnéni s velmi vysokou imrtnosti. Jejich model je zde znazornén na obrazku 2.



Zlovéstné, Suzuki a Gychka (2021)

napsal: , TakZe tyto studie in vivo

prokazali, Ze protein spike of

SARS-CoV-1 (bez zbytku

virus) snizuje expresi ACE2,

zvysuje hladinu angiotenzinu Il,

a zhorsuje poskozeni plic." The

»studie in vivo®, o kterych se zde hovofilo

(Kuba et al., 2005) to prokazali

Poskozeni plic vyvolané koronavirem SARS

bylo zplsobeno pfedevsim inhibici

ACE2 podle Spicky SARS-CoV

protein, coZ zpUsobuje velké zvyseni angiotensinu-Il. Suzuki a kol. (2021) pokracoval v demonstraci
experimentalné, Ze slozka S1 viru SARS-CoV-2 v nizké koncentraci 130 pM,

aktivoval signalni drahu MEK/ERK/MAPK k podpote bunééného rastu. To spekulovali

tyto ucinky by nebyly omezeny na plicni vaskulaturu. Signaliza¢ni kaskdda spusténa v

srdecni vaskulatura by zpUsobila onemocnéni koronarnich tepen a aktivace v mozku by mohla vést k
mrtvice. Lze také pfedpokladat systémovou hypertenzi. Pfedpokladali, Ze tato schopnost

spike protein k podpote plicni arterialni hypertenze by mohl predisponovat pacienty, ktefi se uzdravi od SARS-CoV-2 k
pozdéjSimu rozvoji srdec¢niho selhani pravé komory. Dale navrhli, aby a

podobny Ucinek by mohl nastat v reakci na mRNA vakciny a varovali pied potencidlnim dlouhodobym uc¢inkem
dlsledky pro déti i dospélé, ktefi dostali vakciny COVID-19 na zakladé

spike protein (Suzuki a Gychka, 2021).

Zajimava studie Lei et. al. (2021) zjistili, Ze pseudovirus — koule zdobené

Protein SARS-CoV-2 S1, ale postradajici virovou DNA ve svém jadru — zpUsobil zanét a

poskozeni jak v tepndach, tak v plicich mysi exponovanych intratrachedlné. Ty pak vystavily zdravé

lidské endotelidlni buriky na stejné ¢astice pseudoviru. Vazba téchto Castic na endotel

ACE2 receptory vedly k mitochondridlnimu poskozeni a fragmentaci v téchto endotelidlnich burikdch, coZ vedlo k
charakteristické patologické zmény v pridruzené tkdni. Tato studie tento skok jasné ukazuje

samotny protein, neasociovany se zbytkem virového genomu, je dostatecny k vyvolani endotelu

Skody spojené s COVID-19. Dlsledky pro vakciny, které maji zplsobit burky

spike protein jsou jasné a jsou zfrejimym duvodem k obavam.




Neurologické pfiznaky spojené s COVID-19, jako je bolest hlavy, nevolnost a zavraté,

encefalitida a smrtelné mozkové krevni srazeniny jsou indikatory skodlivych virovych G¢ink na mozek.
Buzhdygan a kol. (2020) navrhli, Ze primarni lidské mozkové mikrovaskularni endotelidlni buriky by mohly
zpUsobit tyto pFiznaky. ACE2 je vSudypritomné exprimovan v endoteliadlnich burikach v mozku

kapilary. Exprese ACE2 je upregulovana v mozkové vaskulature ve spojeni s demenci a

hypertenze, coz jsou oba rizikové faktory pro Spatné vysledky COVID-19. Ve studii in vitro
hematoencefalické bariéry, S1 slozka spike proteinu podporovala ztratu integrity bariéry,

coz naznacuje, Ze spike protein plsobici samostatné spousti prozanétlivou reakci v mozku

endotelidlnich bunék, coz by mohlo vysvétlit neurologické dlisledky onemocnéni (Buzhdygan et

al., 2020). Dasledky tohoto pozorovani jsou znepokojivé, protoze mRNA vakciny indukuji

syntéza spike proteinu, ktery by teoreticky mohl plsobit podobnym zplisobem a poskodit mozek.
Spickovy protein generovany endogenné vakcinou by také mohl negativné ovlivnit muze

varlat, protoZe receptor ACE2 je vysoce exprimovan v Leydigovych burikach ve varlatech (Verma et al., 2020).
Nékolik studii nyni ukazalo, Ze spike protein koronaviru je schopen ziskat ptistup k burikam v

varlata prostrednictvim receptoru ACE2 a narusuji samci reprodukci (Navarra et al., 2020; Wang a Xu,
2020). Nalezen dokument zahrnujici posmrtné vysetteni varlat Sesti muzskych pacientl s COVID-19
mikroskopicky dlkaz spike proteinu v intersticidlnich burikach ve varlatech pacientl s poskozenymi

varlata (Achua et al., 2021).

Mozna souvislost s prionovymi chorobami a neurodegeneraci

Prionova onemocnéni jsou souborem neurodegenerativnich onemocnéni, kterd jsou vyvoldna nespravnym sloZzenim
dllezitych télesnych proteind, které tvori toxické oligomery, které se nakonec vysrazeji jako fibrily

zpUsobuje rozsahlé poskozeni neurond. Stanley Prusiner jako prvni vymyslel nazev ,prion’, aby jej popsal

tyto Spatné slozené proteiny (Prusiner, 1982). Nejznamé;jsi prionovou chorobou je MADCOWova choroba
(bovinni spongiformni encefalopatie), ktera se stala epidemii u evropského skotu pocinaje r

80. léta 20. stoleti. Web CDC o prionovych chorobach uvadi, Ze , prionové choroby jsou obvykle rychlé
progresivni a vzdy fatalni." (Center for Disease Control and Prevention, 2018). To je ted'

véfil, Ze mnoho neurodegenerativnich onemocnéni, véetné Alzheimerovy choroby, Parkinsonovy choroby a
amyotroficka lateralni skleréza (ALS) mUze byt prionova onemocnéni a vyzkumnici identifikovali specifické
proteinové infekéni ¢astice spojené s témito nemocemi (Weickenmeier et al., 2019).

Kromé toho védci identifikovali charakteristicky motiv spojeny s nachylnosti k chybnému slozeni

toxické oligomery, nazyvané motiv glycinového zipu. Je charakterizovana vzorem dvou glycin(

zbytky oddélené tfremi intervenujicimi aminokyselinami, reprezentovanymi jako GxxxG. Hovézi prion spojeny s



MADCOW ma velkolepou sekvenci deseti GxxxG v fadé (viz uniprot.org/uniprot/P10279).

Obecnéji je motiv GxxxG spoleénym znakem transmembranovych protein(l a glycind

hraji zasadni roli pfi zesitovani a-helix( v proteinu (Mueller et al., 2014). Prionové proteiny

se stanou toxickymi, kdyz se a-helixy Spatné skladaji na B-listy a protein je pak naruseny ve své schopnosti
vstoupit do membrany (Prusiner, 1982). Glyciny v transmembranovych motivech glycinového zipu v
amyloid-f prekurzorovy protein (APP) hraje Ustfedni roli pti chybném skladani amyloidu-f spojeného s
Alzheimerova choroba (Decock et al., 2016). APP obsahuje celkem ctyti motivy GxxxG.

Kdyz vezmeme v Uvahu, Ze spike protein SARS-CoV-2 je transmembrdnovy protein, a Ze

obsahuje ve své sekvenci pét motivi GxxxG (viz uniprot.org/uniprot/PODTC2), stava se

extrémné pravdépodobné, Ze by se mohl chovat jako prion. Jedna ze sekvenci GxxxG je pfitomna uvnitt
jeho membranova fuzni doména. Pfipomenme, Zze mRNA vakciny jsou navrZeny se zménénou sekvenci
ktery nahrazuje dvé sousedni aminokyseliny ve fuzni doméné parem prolin(. Toto je hotovo

umysliné, aby prinutil protein zUstat ve svém otevieném stavu a ztiZil jeho fuzi

s membranou. Zda se nam to jako nebezpecny krok smérem k chybnému sloZeni, které mlze vést k
prionové onemocnéni.

Prace publikovana J. Bart Classenem (2021) navrhla, Ze spike protein ve vakcinach mRNA

mUze zpUsobit prionova onemocnéni, castecné diky své schopnosti vazat se na mnoho znamych proteind a
vyvolat jejich chybné slozeni na potencialni priony. Idrees a Kumar (2021) navrhli, Ze bodec

slozka proteinu S1 je nachylna plsobit jako funkéni amyloid a vytvaret toxické agregaty. Tyto

autofi napsali, Ze S1 ma schopnost ,tvofit amyloid a toxické agregaty, které mohou pUsobit jako semena
agreguje mnoho chybné poskladanych mozkovych proteinli a mizZe nakonec vést k neurodegeneraci.
Podle Tetze a Tetze (2020) ma forma spike proteinu v SARS-CoV-2 prionové oblasti

které nejsou pritomny v spike proteinech pro jiné koronaviry. Zatimco to bylo hlaSeno v jiném
recenzovany €lanek, autofi publikovali pfedchozi ¢lanek v roce 2018 identifikujici prionovy typ

oblasti v mnoha eukaryotickych virech, takZze maji v této oblasti zna¢né odborné znalosti (Tetz a

Tetz, 2018).

Posledni bod se tyka zejména informaci o vakciné Pfizer. Evropan

Verejna zprava o hodnoceni Iékové agentury (EMA) je dokument predloZeny ke schvaleni

prodavat vakcinu v Evropé. Podrobné popisuje i pfehled vyrobniho procesu

Sirokou skalu souvisejicich testovacich dat. Jednim ze zjeveni je pfitomnost , roztfisténého

species” RNA v injekénim roztoku. Jedna se o fragmenty RNA vzniklé z ranych

ukoncéeni procesu transkripce z templdtu DNA. Tyto fragmenty, pokud jsou pfeloZzeny



burnikou po injekci by generovaly nelplné spike proteiny, coZ by opét mélo za ndasledek alteraci
a nepredvidatelnd trojrozmérnad struktura a fyziologicky dopad, ktery je v nejlep$im ptipadé neutrdlni a

v nejhorsim pripadé skodlivé pro fungovani bunék. Téch rozttisténych bylo podstatné vice formy RNA nachazejici se v
komercéné vyrabénych produktech nez v produktech pouzivanych v

klinické testy. Ty byly vyrobeny mnohem ptisnéji kontrolovanym vyrobnim procesem.

Pfizer tvrdi, Ze fragmenty RNA , pravdépodobné... nepovedou k expresi protein(“ kvdli jejich

predpoklada rychlou degradaci v bunice. Nebyla predloZena Zadna data, ktera by vyloucila expresi proteind,
i kdyZ ponechavame recenzentlim komentar: , Tyto formy [fragmentované RNA] jsou Spatné

a omezené Udaje poskytnuté pro expresi proteinu se plné nezabyvaji

nejistoty tykajici se rizika translace proteint/peptidl jinych nez zamyslenych $picek

protein“ (EMA 2020). Pokud je nam znamo, od té doby nebyly k dispozici Zadné udaje.

| kdyZz netvrdime, Ze nespikové proteiny generované z fragmentované RNA by byly

Spatné slozené nebo jinak patologické, véfime, Ze by alespon pfispély k bunéénému stresu

ktery podporuje konformacéni zmény spojené s priony v pfitomném spike proteinu.
1. Pouceni z Parkinsonovy choroby

Parkinsonova choroba je neurodegenerativni onemocnéni spojené s ukladanim Lewyho télisek v mozku,
a hlavni protein nalezeny v téchto Lewyho téliscich je a-synuklein. Ten protein, a-synuklein, je

urcité prionovy, pokud se za urcitych podminek agreguje do toxickych rozpustnych oligomera a

fibrily (Lema Tomé et al., 2013). Vyzkum ukazal, Ze Spatné slozeny a-synuklein se miZe tvofit nejprve v
stfeva a odtud putuji do mozku podél bloudivého nervu, pravdépodobné ve formé exozom{

uvolnéné z odumirajicich bunék, kde vznikl chybné slozeny protein (Kakarla et al., 2020; Steiner et al.,
2011). Bunécné podminky, které podporuji chybné skladani, zahrnuji jak kyselé pH, tak vysoké

exprese zanétlivych cytokind. Je jasné, Ze bloudivy nerv je rozhodujici pro prenos

Spatné sloZzené proteiny do mozku, protoZe preruseni bloudivého nervu chrani pred Parkinsonovou chorobou.
Atrofie vagusového nervu ve spojeni s Parkinsonovou chorobou poskytuje dalsi dikazy

zapojeni bloudivého nervu do transportu chybné poskladanych oligomerl a-synukleinu ze stfeva do
mozku (Walter et al., 2018). Dalsi cesta je pres Cichovy nerv a ztrata Cichu

vlné je casnym priznakem Parkinsonovy choroby. Zlovéstné dochazi ke zmenseni nebo ztraté Cichu

je také castym priznakem infekce SARS-CoV-2.

Existuje mnoho paralel mezi a-synukleinem a spike proteinem, coz naznacuje mozZnost

prionové onemocnéni po ockovani. Jiz jsme ukazali, Ze mRNA ve vakciné konci

ve vysokych koncentracich v jatrech a sleziné, dvou organech, které jsou dobfe propojeny s vagusem



nerv. Kationtové lipidy ve vakciné vytvareji kyselé pH vedouci k chybnému skladani a také

vyvolat silnou zanétlivou reakci, dalsi predisponujici stav.

Germinalni centra jsou struktury ve sleziné a dalSich sekundarnich lymfatickych organech, kde

folikularni dendritické buriky prezentuji antigeny B bunikam, které zase zdokonaluji svou protilatkovou odpovéd.
Vyzkumnici prokazali, Ze mRNA vakciny, na rozdil od rekombinantnich proteinovych vakcin, vyvoldvaji a
robustni vyvoj neutralizacnich protilatek v téchto zarodecnych centrech ve sleziné (Lederer et al.,

2020). To vsak také znamena, Ze mRNA vakciny navozuji idealni situaci pro tvorbu prion(

z spike proteinu a jeho transport pres exozomy podél bloudivého nervu do mozku.

Studie ukazaly, Ze Sifeni prionu z jednoho zvirete na druhé se nejprve objevuje v lymfoidu

tkani, zejména sleziny. Diferencované folikularni dendritické burky jsou Ustfednim bodem procesu, as

akumuluji Spatné sloZené prionové proteiny (Al-Dybiat et al., 2019). Zanétliva reakce upreguluje syntézu a-synukleinu v téchto
dendritickych burikach, ¢imz zvysuje riziko tvorby prionda.

Priony, které se hromadi v cytoplazmé, jsou zabaleny do lipidovych télisek, kterd se uvoliiuji jako
exosomy (Liu et al., 2017). Tyto exozomy nakonec cestuji do mozku a zpUsobuji onemocnéni.

2. Vylucovani vakciny

O mozZnosti ockovanych lidi se na internetu hodné mluvilo

zpUsobujici onemocnéni u neockovanych lidi v tésné blizkosti. | kdyZ se to mlize zdat tézké uvérit,

existuje pravdépodobny proces, kterym by k tomu mohlo dojit uvolnénim exosom z dendritickych bunék
burky ve sleziné obsahujici chybné slozené spike proteiny v komplexu s jinymi rekonformovanymi priony
proteiny. Tyto exosomy mohou cestovat do vzdalenych mist. Neni nemozné si predstavit, Ze jsou
uvolnéni z plic a vdechnuti osobou pobliz. Extracelularni vezikuly, v€etné

exozomy, byly detekovany ve sputu, hlenu, tekutiné epitelidlni vystelky a bronchoalveolarni lavazi
tekutiny v souvislosti s respiracnimi chorobami (Lucchetti et al., 2021).

Studie faze 1/2/3 provedena spole¢nosti BioNTech o mRNA vakciné Pfizer zahrnuta do jejich studie
protokolu, Ze predpokladali moznost sekundarni expozice vakciné (BioNTech,

2020). Protokol obsahoval poZzadavek, aby byla hlasena , expozice béhem téhotenstvi“.

ze strany Ucastnik( studie. Poté uvedli priklady ,expozice Zivotniho prostfedi béhem téhotenstvi”

ktera zahrnovala expozici ,,studovanému zasahu inhalaci nebo kontaktem s kizi“. Dokonce

navrhl dvé Urovné neprimé expozice: ,Muzsky rodinny pfislusnik nebo poskytovatel zdravotni péce, ktery ma
byl vystaven studijnimu zasahu inhalaci nebo kontaktem s k(zi, pak vystavuje svou partnerku

pred nebo kolem doby poceti."



Vznik novych variant SARS-CoV-2

Zajimava hypotéza byla navrZena v ¢lanku publikovaném v Nature, ktery popisoval ptripad
zavazného onemocnéni COVID-19 u pacienta s rakovinou, ktery bral rakovinu potlacujici imunitu
chemoterapeutické léky (Kemp et al., 2021). Pacient po pfijeti do nemocnice prezival 101 dni
nemocnice, nakonec podlehla v boji proti viru. Pacient neustale vylucuje viry

celych 101 dni, a proto byl premistén na podtlakovou vysokotlakou infekéni vyménu vzduchu
mistnost pro izolaci nemoci, aby se zabranilo Sifeni nakazy.

V pribéhu hospitalizace byl pacient |écen Remdesivirem a nasledné

se dvéma koly plazmy obsahujici protilatky odebrané jedinciim, ktefi se uzdravili

COVID-19 (rekonvalescentni plazma). Teprve po osetfeni plazmou se virus zacal Sifit

rychle mutoval a nakonec se objevil dominantni novy kmen, ovéreny ze vzorkl odebranych z
nosu a krku pacienta. Pacient s oslabenou imunitou nabizi malou podporu cytotoxickych latek

T buniky k odstranéni viru.

Experiment in vitro ukazal, ze tento mutantni kmen mél snizenou citlivost na vice jednotek
rekonvalescentni plazmy odebrané nékolika uzdravenym pacientim. Autofi navrhli, aby
podavané protilatky ve skutecnosti zrychlily rychlost mutace ve viru, protoZe pacient

nebyli schopni zcela odstranit virus kvali jejich slabé imunitni odpovédi. To umoznilo ,preziti
program ,nejvhodnéjsi“, ktery se ma zavést a nakonec zaplni télo pacienta novou protilatkou rezistentni

kmen. ProdlouZena virova replikace u tohoto pacienta vedla k ,,virovému imunitnimu Uniku” a podobné odolnosti kmeny by se
mohly potencialné velmi rychle Sifit v exponované populaci (Kemp et al., 2021).

Ve skutecnosti by podobny proces mohl pravdépodobné fungovat pti produkci vysoce nakazlivych novych kment
které se nyni objevuji ve Spojeném kralovstvi, Jizni Africe a Brazilii.

Pokud jde o tento experiment, ve vztahu k mRNA mame alespon dvé obavy

vakciny. Prvni je, Ze mGZeme ocekavat pokracujici infekci imunokompromitovanych pacient(
pokracujici vznik dalSich novych kmend, které jsou rezistentni vici protilatkdm indukovanym
vakcina, takZe vakcina muze rychle zastarat a muize po ni vzniknout poptavka

populace podstoupit dalsi hromadnou ockovaci kampan. Jiz publikovana studie od

vyzkumnici ze spolec¢nosti Pfizer prokazali, Ze ucinnost vakciny je u mnoha z téchto variant snizena
kmeny. Vakcina byla proti jihoafrickému kmeni pouze ze 2/3 G¢inna nez proti pavodni

kmen (Liu et al., 2021).

Druhou hrozivéjsi Uvahou je pfemyslet o tom, co se stane s oslabenou imunitou

pacient po ockovani. Je mozné, Ze budou reagovat na vakcinu do



produkuji protildtky, ale tyto protilatky nebudou po expozici schopny zadrZzet onemocnéni

na COVID-19 kvali zhorsené funkci cytotoxickych T bunék. Tento scénar se pfilis nelisi

od podavani rekonvalescentni plazmy pacientlim s oslabenou imunitou, a tak by to mohlo byt

vyvolat evoluci kmen rezistentnich na protilatky stejnym zplsobem, pouze v mnohem vétsim méritku.
Tato mozZnost bude jisté pouZita k argumentaci pro opakovana kola vakcin kazdych nékolik mésict
zvysujici se pocet virovych variant kddovanych do vakcin. Toto jsou zavody ve zbrojeni, které budeme

pravdépodobné prohrat.

Potencial pro trvalou inkorporaci genu Spike Protein do lidské DNA

vevs

zaclenéni genetického kédu pro cilovy antigenni protein do DNA viru, protoZe RNA

nemuzZe se neimysiné zaélenit do lidského genomu. Neni to vsak vibec jasné

Ze je to pravda. Nyni je zndmo, Ze klasicky model DNA - RNA - protein je faleSny. To je ted'

je nesporné, Ze existuje velka tfida vird zvanych retroviry, které nesou geny, které reverzuji
prepisuji RNA zpét do komplementdrni DNA (cDNA). V roce 1975 Howard Temin, Renato
Dulbecco a David Baltimore se podélili o Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu v roce 1975 za své
objev reverzni transkriptdzy a jeji syntéza retroviry (jako je lidsky

virus imunodeficience (HIV)) k odvozeni DNA z RNA (Temin a Mizutani, 1970, Baltimore,

1970).

Mnohem pozdéji bylo zjisténo, Ze reverzni transkriptaza neni jedinecna pro retroviry. Vice nez a
tretina lidského genomu je vénovana zahadnym mobilnim prvkim DNA nazyvanym SINE a
CARY (v tomto poradi kratké a dlouhé rozptylené jaderné prvky). LINE zajistuji zpétny chod
schopnosti transkriptazy prevadét RNA na DNA a SINE poskytuji podporu pro integraci

DNA do genomu. Tyto prvky tedy poskytuji ndstroje potfebné k preméné RNA na DNA

a zac€lenit jej do genomu, aby byl novy gen zachovan i pro budouci generace

(Weiner, 2002).

SINE a LINE jsou ¢leny vétsi tridy genetickych prvkd nazyvanych retrotranspozony.

Retrotranspozony mohou zkopirovat a vloZzit svou DNA na nové misto v genomu prostrednictvim RNA stfedni, pficemz muze
do procesu zavadét genetické zmény (Pray, 2008).

Retrotranspozony, znamé také jako ,skakaci geny”, byly poprvé identifikovany geneti¢kou Barbarou
McClintock z Cold Spring Harbor Laboratory v New Yorku pred vice nez 50 lety (McClintock, 1965).
Mnohem pozdéji, v roce 1983, byla za tuto praci ocenéna Nobelovou cenou.

Je pozoruhodné, Ze retrotranspozony se zdaji byt schopny rozsifovat svou doménu z generace na generaci



generace. LINE a SINE spolupracuji na invazi do novych genomovych mist prostfednictvim translace jejich
DNA na RNA a zpét na Cerstvou kopii DNA, kterd je pak vloZena do oblasti bohaté na AT

genom. Tyto ¢dry a SINE byly dlouho povaZovany za ,nevyzadanou” DNA, coz je absurdni myslenka

byla nyni rozptylena, protoZze povédomi o jejich kritickych funkcich rostlo. Zejména nyni

je jasné, ze mohou také importovat RNA z exogenniho zdroje do savciho hostitele

DNA. Retrovirové opakujici se prvky nalezené v mysim genomu nazyvané intracisterndlni ¢astice A
Ukdazalo se, Ze jsou schopny inkorporovat virovou RNA do mysiho genomu.

Vysledkem byla rekombinace mezi exogennim neretrovirovym RNA virem a IAP retrotansposonem

v reverzni transkripci virové RNA a integraci do genomu hostitele (Geuking et al.,

2009).

Kromé toho, jak uvidime pozdéji, mohla by se dostat i mRNA v novych vakcinach proti SARS-CoV-2
predavané z generace na generaci pomoci LINE exprimovanych ve spermatu prostfednictvim neintegrovanych
cDNA zapouzdiena v plazmidech. Dusledky tohoto predvidatelného jevu jsou

nejasné, ale potencialné dalekosahlé.

1. Exogenni a endogenni retroviry

Existuje také obava, Ze by RNA v mRNA vakcindch mohla byt prenesena na ¢lovéka

genom s pomoci retrovir(l. Retroviry jsou tfidou vir(, které si udrzuji své

genomové informace ve formé RNA, které vSsak maji enzymy potiebné k obraceni

prepsat jejich RNA do DNA a vloZit ji do hostitelského genomu. Spoléhaji pak na existujici pfirodni
nastroje z hostitele k produkci kopii viru prostfednictvim translace DNA zpét do RNA a
produkovat proteiny, které virovd RNA kdduje, a sestavit je do Cerstvé virové Castice

(Lesbats et al., 2016).

Lidské endogenni retroviry (HERV) jsou benigni Useky v lidské DNA, které jsou velmi blizko
pfipominaji retroviry a predpoklada se, Ze se staly trvalymi sekvencemi u ¢lovéka

genom prostfednictvim procesu integrace z plivodné exogenniho retroviru.

Endogenni retroviry se hojné vyskytuji u vsech Celistnatych obratlovcli a odhaduje se, Ze zaujimaji 5-8 %
lidsky genom. Protein syncytin, ktery se stal nezbytnym pro fuzi placenty s

déloZni stény a pro krok fuze mezi spermii a vajickem pti oplodnéni, je dobrym prikladem
endogenniho retrovirového proteinu. Syncytin je obalovy gen neddvno identifikovaného ¢lovéka
endogenni defektni retrovirus, HERV-W (Mi et al., 2000). Béhem biezosti se plod vyjadfuje
vysoké hladiny jiného endogenniho retroviru, HERV-R, a zda se, Ze chrani plod pred

imunitni Utok od matky (Luganini a Gribaudo, 2020). Endogenni retrovirové prvky



velmi pfipominaji retrotranspozony. Jejich reverzni transkriptaza, kdyz je vyjadirena, ma teoretickou

schopnost prevést spike protein RNA z mRNA vakcin na DNA.

2. Permanentni DNA integrace exogennich retrovirovych genti

Lidé jsou kolonizovani velkou sbirkou exogennich retrovird, které v mnoha ptipadech zplsobuji ne
poskodit hostitele a miZe byt dokonce symbioticky (Luganini a Gribaudo, 2020). Exogenni viry mohou

byt v laboratofi prevedeny na endogenni viry (trvale zaclenéné do hostitelské DNA), as

demonstroval Rudolf Jaenisch (Jaenisch, 1976), ktery infikoval preimplantacni mysi embrya

s Moloney virem mysi leukémie (M-MuLV). Mysi vytvorené z téchto infikovanych

u embryi se vyvinula leukémie a virova DNA byla integrovana do jejich zarodecné linie a pfenesena

jejich potomkim. Kromé inkorporace virové DNA do hostitelského genomu byla také ukazana

jiz v roce 1980 bylo mozné mikroinjektovat plazmidy DNA do jader mysich embryi.

produkuji transgenni mysi, které se chovaji jako pravé (Gordon et al., 1980). Plazmidova DNA byla inkorporovana
do jaderného genomu mysi prostfednictvim stavajicich ptirodnich procesq, ¢imz se zachovaji nové

ziskal genetickou informaci v genomu potomka. Tento objev byl zakladem pro mnohé

experimenty genetického inZenyrstvi na transgennich mysich upravenych k expresi noveé ziskaného ¢lovéka

geny od té doby (Bouabe a Okkenhaug, 2013).

3. LINE-1 je Siroce vyjadren

Samotné LINE tvofi pfes 20 % lidského genomu. Nejbézné;jsi LINE je LINE-1, kterd

kéduje reverzni transkriptazu, kterd reguluje zakladni biologické procesy. RADEK-1 je vyjad¥en

v mnoha typech bunék, ale ve zvlasté vysokych hladinach ve spermatu. Spermie mohou byt pouzity jako vektory obou
exogenni DNA a exogenni molekuly RNA prostifednictvim test( prenosu genu zprostifedkovanych spermiemi.
Spermie mohou reverzni transkripci exogenni RNA pfimo do cDNA a mohou dodavat plazmidy

baleni této cDNA do oplodnéného vajicka. Tyto plazmidy jsou schopny se samy mnozit

ve vyvijejicim se embryu a k osidleni mnoha tkani plodu. Ve skutecnosti pfezivaji do

dospélosti jako extrachromozomalni struktury a mohou byt pfeneseny na potomstvo. Tyto

plasmidy jsou transkripéné kompetentni, coZz znamend, Ze mohou byt pouZity k syntéze proteind

kodovany DNA, kterou obsahuiji (Pittoggi et al., 2006).

Embrya kromé spermii exprimuji pred implantaci také reverzni transkriptdzu a jeji

inhibice zpUsobuje zastavu vyvoje. LINE-1 je také exprimovan rakovinnymi burikami a RNA

interferenci zprostredkované umlceni lidské LINE-1 indukuje diferenciaci v mnoha rakovinnych bunéénych liniich.

Masinérie reverzni transkriptazy se podili na genezi nové genetické informace, a to jak v



rakovinnych burikdch a v zarodecnych bunkach. Bylo zjisténo, Ze mnoho nadorovych tkani exprimuje vysoké hladiny LINE-
1, a aby ve svém jadre obsahovaly mnoho extrachromozomalnich plazmida. Maligni gliomy jsou

primarnich nadorl centralniho nervového systému. Experimentalné bylo prokazano, Ze tyto nadory

uvolnuji exosomy obsahujici DNA, RNA a proteiny, které konci v obecném obéhu (Vaidya

a Sugaya, 2020). LINE-1 je také vysoce exprimovan v imunitnich burfikdch u nékolika autoimunitnich onemocnéni

jako je systémovy lupus erythematodes, Sjogrens a psoridza (Zhang et al., 2020).

4. Integrace genu Spike Protein do lidského genomu

Je pozoruhodné, Ze bylo prokazéano, Ze se ukryvaji neurony z mozku pacient( s Alzheimerovou chorobou
vice variant genu pro amyloidni prekurzorovy protein APP, inkorporovanych do genomu,
které jsou vytvareny prostrednictvim procesu zvaného somaticka genova rekombinace (SGR) (Kaeser et al., 2020).

SGR vyZaduje genovou transkripci, zlomy retézcl DNA a aktivitu reverzni transkriptazy, to vSe mohou byt podporovany dobre
znamymi rizikovymi faktory Alzheimerovy choroby. DNA kddujici APP je

reverzné prepsan do RNA a poté prepsan zpét do DNA a zaclenén do

genom v misté zlomu vldkna. ProtoZe RNA je nachylnéjsi k mutacim, DNA v nich

mozaikové kopie obsahuje mnoho mutantnich variant genu, takze se burika stdva mozaikou, schopnou
vyrabéjici vice variant APP. Neurony pacient( s Alzheimerovou chorobou jich obsahovaly az 500
miliond par( bazi pfebytecné DNA v jejich chromozomech (Bushman et al., 2015).

Vyzkumnici z MIT a Harvardu zverejnili v roce 2021 znepokojivy dokument, kde poskytli

silny dikaz, Ze RNA SARS-CoV-2 muize byt reverzné transkribovana do DNA a integrovdna

do lidské DNA (Zhang et al., 2021). Po pozorovani byli vedeni k prozkoumani této myslenky

Ze mnoho pacientll ma nadale pozitivni test na COVID-19 i poté, co byl virus jiZ odstranén

z jejich téla. Autofi nasli chimérické transkripty, které obsahovaly fuzované sekvence virové DNA

na bunécné sekvence DNA u pacientd, ktefi se zotavili z COVID-19. Od COVID-19 casto

indukuje cytokinovou boufi v tézkych ptipadech, potvrdili moZnost zesileného reverze

aktivita transkriptazy prostfednictvim studie in vitro s pouzitim kondicionovaného média obsahujiciho cytokiny v burice
kultur. Zjistili 2-3nasobnou upregulaci endogenni exprese LINE-1 v reakci na

cytokiny. Exogenni RNA z viru zaclenéna do lidské DNA by mohla produkovat

fragmenty virovych protein neomezené po odstranéni infekce, coZ vede k faleSné pozitivni na PCR testu.

5. Bovinni virovy prijem: rusivy model

Bovinni virovy prijem (BVD) je infek¢ni virové onemocnéni, které postihuje skot po celém svété. To
je ¢lenem ttidy pestivir(l, coZ jsou malé, sférické, jednovlaknové, obalené RNA

viry. Onemocnéni je spojeno s gastrointestindlnimi, respiracnimi a reprodukénimi chorobami. A



Jedine¢nou vlastnosti BVD je, Ze virus mize prochazet placentou infikované brezi matky.

To mUZe mit za nasledek narozeni telete, které nese intracelularni virové ¢astice, za které se mylné povazuje
Jeho imunitni systém odmita rozpoznat virus jako cizi invazi a v disledku toho tele

béhem svého Zivota vylucuje virus ve velkém mnoZstvi a potencidlné infikuje celé stado. Ma to

se staly rozsitfenou praxi k identifikaci takovych pfenaseci telat a jejich vyrazovani ze stada ve stadé
pokus o omezeni infekce (Khodakaram-Tafti & Farjanikish, 2017).

Zda se pravdépodobné, Ze v budoucnu mizZe nastat nebezpecna situace, kdy Zena dostane an
mMRNA vakcina proti SARS-CoV-2 a krdtce poté pocit dité. Spermie by byly

volné prijimat lipozomy zaclenéné do RNA z vakciny a prevadét je na DNA pomoci

RADEK-1. Pak by produkovaly plazmidy obsahuijici kéd pro spike protein, ktery by

byt absorbovan oplodnénym vajickem vyse popsanym procesem. Dité, které se narodi, je pak
potencialné neschopné vytvofit protilatky proti spike proteinu, protoze jejich imunitni systém uvazuje
byt ,ja‘. Pokud by se dité nakazilo SARS-CoV-2 kdykoli béhem svého Zivota,

imunitni systém by se proti viru nebranil a virus by pravdépodobné ano

volné se mnozit v téle ditéte bez omezeni. Z kojence by se logicky stal superspreader

v takové situaci. Je pravda, Ze v tuto chvili jde o spekulace, ale existuji dlikazy

co vime o retrotranspozonech, spermiich, oplodnéni, imunitnim systému a virech, Ze

takovy scénar nelze vyloucit. Jiz bylo prokdzdno v experimentech na mysich, Ze

genetické prvky v DNA vektorovych vakcinach, které jsou v podstaté plasmidy, se mohou integrovat do hostitele
genomu (Wang et al., 2004). Ve skutecnosti byl takovy proces navrzen jako zaklad pro Lamarckian
evoluce definovana jako dédicnost ziskanych vlastnosti (Steele, 1980).

Uvédomeéni si, Ze to, co se dfive nazyvalo ,,nevyzadana DNA”, neni odpad, je jen jednim z vysledkd
vychazi z nového filozofického paradigmatu v lidském jazyce, biologii a genetice, které je zaloZeno

o fraktalni genomice (Pellionisz, 2012) — paradigma, které Pellionisz spojuje se zapojenim

»pravé narativni reprezentace” (TNRs; Oller, 2010), realizované jako ,iterace fraktalni Sablony“ v
vysoce opakujici se procesy normalniho vyvoje mnoha vétvicich struktur

Lidské télo. Tyto procesy jsou cetné v plicich, ledvinach, Zilach a tepnéch a ve vétsiné pripadu
hlavné v mozku. mRNA vakciny jsou experimentalni genovou terapii s potencidlem

zaclenit koéd pro spike protein SARS-CoV-2 do lidské DNA. Tento kéd DNA

mohl instruovat syntézu velkého poctu kopii proteinovych infekénich €astic, a to

ma potencial vloZit do rozvijejiciho se vypravéni vice faleSnych signall, coz ma za nasledek

nepredvidatelné vysledky.



Zaver

Experimentdlni mRNA vakciny byly ohlasovdny jako majici potencial pro velké vyhody, ale maji

maji také moZnost potencialné tragickych a dokonce katastrofickych nepredvidanych disledk(. The
mMRNA vakciny proti SARS-CoV-2 byly implementovény s velkou pompou, ale je jich mnoho

aspekty jejich Sirokého vyuziti, které si zaslouZzi pozornost. Zkontrolovali jsme nékteré, ale ne vSechny
tyto obavy zde a chceme zdlraznit, Ze tyto obavy jsou potencialné vazné a mohou

nebyt patrny po celd Iéta nebo dokonce transgeneracné. Aby bylo mozné adekvatné vyloucit nepfiznivé
potencidly popsané v tomto ¢lanku, doporucujeme minimalné provést nasledujici vyzkum a

byt prijaty postupy dozoru:

¢ Narodni Usili o sbér podrobnych udajli o nezadoucich ucincich spojenych s mRNA

vakciny s hojnym pridélenim financnich prostfedkd, sledované daleko za prvnich par tydn(
po ockovani.

* Opakované testovani autoprotilatek u populace prijemcl vakciny. Testované autoprotilatky
by mohly byt standardizovany a mély by byt zaloZeny na dfive zdokumentovanych protilatkach a
autoprotilatky potencidlné vyvolané spike proteinem. Patfi mezi né autoprotilatky proti
fosfolipidy, kolagen, aktin, tyreoperoxidadza (TPO), myelinovy bazicky protein, tkan
transglutaminaza a mozna i dalsi.

¢ Imunologické profilovani souvisejici s rovnovahou cytokint a souvisejicimi biologickymi acinky. Testy
by mély zahrnovat minimalné IL-6, INF-a, D-dimer, fibrinogen a C-reaktivni protein.

e Studie porovndvajici populace, které byly ockovany mRNA vakcinami, a ty

ktefi nepotvrdili o¢ekavanou sniZzenou miru infekce a mirnéjsi pfiznaky onemocnéni
ockovana skupina, pficemz se soucasné srovnavaji cetnosti rliznych autoimunitnich

nemoci a prionovych nemoci ve stejnych dvou populacich.

e Studie k posouzeni, zda je mozné, aby neockovand osoba ziskala specifickou vakcinu

formy spike protein( od o¢kované osoby v tésné blizkosti.

¢ In vitro studie k posouzeni, zda mohou byt nano¢dstice mRNA absorbovany spermiemi a
pfeménény na cDNA plazmidy.

e Studie na zviratech s cilem urcit, zda mlZe vakcinace kratce pred pocetim vést k

potomstvo nesouci ve svych tkdnich plazmidy kédujici spike-protein, pfipadné integrované do
jejich genom.

¢ In vitro studie zamérené na lepsi pochopeni toxicity spike proteinu na mozek,

srdce, varlata atd.



Verejna politika kolem masového ockovani obecné vychazela z predpokladu, ze

pomér rizika a prinosu pro nové mRNA vakciny je ,slam dunk”. S masivnim ockovanim

kampan v reakci na vyhlaseny mezinarodni stav nouze COVID-19 jiz probiha

se vrhli do experimentl s vakcinami v celosvétovém méritku. Pfinejmensim bychom méli brat

vyuzit data, ktera jsou k dispozici z téchto experiment(l, a dozvédét se vice o tomto novém a

dfive nevyzkousend technologie. A v budoucnu vyzyvame vlady, aby pokracovaly ve vice

opatrnosti tvari v tvaf novym biotechnologiim.

Konecné, jako zjevny, ale tragicky ignorovany navrh, by vldda méla byt také povzbudiva

obyvatelstvo, aby pfijalo bezpecné a dostupné kroky k pfirozenému posileni imunitniho systému, jako je napt
vyjit ven na slunecni svétlo, aby se zvysila hladina vitaminu D (Ali, 2020), a jist prevadzné organické potraviny
potraviny spiSe nez chemicky zpracované potraviny (Rico-Campa et al., 2019). Také jist potraviny, které
jsou dobrym zdrojem vitaminu A, vitaminu C a vitaminu K2 by mély byt podporovany, protoZe nedostatky v
tyto vitaminy jsou spojeny se Spatnymi vysledky COVID-19 (Goddek, 2020; Sarohan, 2020).
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