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STRUCNY SUHRN SPRAVY

Analyzu uvedenu v tejto sprave sme uskutoénili s cieflom priniest hodnoverné informacie
0 mnoistve, kvalite a identite zvyskovej DNA vo vybranych $arZziach mRNA vakcin a objasnit suéasny
stav poznatkov a d6kazov o jej moZznom posobeni na fudsky organizmus.

Analyzovali sme 9 SarZi vakcin Comirnaty vyrobcu Pfizer-BioNTech (5 z nich bolo viac ako 2 roky po
datume exspiracie) a 6 Sarzi vakcin Spikevax vyrobcu Moderna (vSetky boli 2 — 3 roky po datume
exspiracie).

Kvantitu, kvalitu a identitu zvyskovej DNA sme urcili pomocou styroch nezavislych metdd:
- kvantitativna PCR troch oblasti templatovej DNA (celkovo 6 typov gPCR reakcii)

- fluorometria na kvantifikdciu DNA izolovanej z vakcin dvomi réznymi spésobmi

- kapilarna elektroforéza na detekciu fragmentov zvyskovej DNA

- sekvenovanie na uréenie identity zvySkovej DNA

Vsetky metdody sme realizovali precizne podla vedecky validovanych protokolov a Standardnych
postupov s adekvatnymi kalibraciami, kontrolami a replikatmi, priCom sme dbali na minimalizaciu
nespecifického vplyvu hlavnych zlozZiek vakciny a na spravne vyhodnotenie a objektivnu interpretaciu
ziskanych dat.

Ani jeden z uvedenych pristupov neodhalil nadlimitné mnoistvo zvyskovej DNA v Ziadnej
analyzovanej Sarzi mRNA vakcin, pricom vysledky vSetkych uskuto¢nenych metdd boli vzajomne
konzistentné.

Vysledky tiez ukazali, Ze zvy$kova DNA je degradovana na malé fragmenty s priemernou dizkou ~150
bazovych parov. Tieto fragmenty nekdduju Ziadny funkény protein a pochadzaju z DNA, ktora bola
pouzita ako templat na syntézu mRNA.

Okrem toho sme vo vakcinach analyzovali kvantitu a integritu (celistvost) mRNA pomocou dvoch
metod:

- fluorometria na kvantifikdciu mRNA

- kapilarna elektroforéza na detekciu celistvosti mMRNA

Vietky 3arZe obsahovali vyrobcom deklarované mnoistvo mRNA. Sarze v ramci doby pouZitelnosti
nemali narusenu celistvost mRNA. Sarze, ktoré boli dlhodobo po datume exspiracie mali znizenu
celistvost mRNA (1 $arZa Comirnaty a 6 $arZi Spikevax).

Pomocou Ramanove]j spektroskopie sme identifikovali zlozky vakcin, ktoré zodpovedaju vyrobcami
deklarovanému zloZeniu a nezistili sme pritomnost neznamych latok, ktoré by vyrobca
v registracnej dokumentdcii neuvadzal.

Vysledky Ramanovej spektroskopie ukazali, Ze vakciny neobsahuju grafén ani jeho zltceniny.

Na zaklade vsetkych vysledkov nasej analyzy a po dokladnom vecnom posudeni verejne dostupnych
prac, ktoré obsahuju tvrdenia o vysokych mnoistvach zvyskovej DNA mdZeme skonstatovat, Ze tieto
tvrdenia sa zakladaju na technicky nespravne uskutoénenych metédach a/falebo nespravne
interpretovanych vysledkoch a nezodpovedaji skutocnosti. V kombinacii s nevedeckymi
a vykonstruovanymi vyjadreniami o hrozbach vakcin predstavuju nebezpecny zdroj manipulacie so
strachom verejnosti, ktory méze mat vazne nasledky pre verejné zdravie.
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V ramci poverenia sme tieZ venovali pozornost otazkam mozného vplyvu zvyskovej DNA na ludsky
organizmus.

Tdto tému sme spracovali komplexne, na podklade riadne recenzovanych vedeckych publikacii
v renomovanych vedeckych ¢asopisoch s vysokou reputaciou alebo vychadzaju z verejne dostupnych
robustnych Statistik. Konfrontovali sme s nimi tvrdenia v pracach a vyjadreniach zverejnenych
nestandardnym spOosobom bez riadnej recenzie, ktoré sa zakladaju na neoverenych informaciach
a vyuZzivaju zastrasujluce narativy o mRNA vakcinach bez dokazov o pric¢innych savislostiach, pricom
Uplne ignoruju vyrazne vyssie rizika zavaznych désledkov ochorenia COVID-19 sp6sobeného infekciou
virusom SARS-CoV-2.

Sucéasny stav poznania mozno v kratkosti zhrnut nasledovne:

- Ockovanie je najucinnejsi a historicky mnohonasobne overeny spdsob obrany proti zédvaznym
infekénym ochoreniam.

- Vyvoj, vyroba a praktické pouZitie mRNA-LNP vakcin ma za sebou viac nezZ pol storocie trvajuci
intenzivny vyskum, kompletné klinické skusanie a je predmetom dlhodobého monitorovania
ucinnosti, bezpecénosti a kvality.

- Statistiky vychadzajuce z globalnych dat ako aj z dat slovenskych zdravotnickych institucii ukazuju,
Ze pravdepodobnost vainych nasledkov po prekonani ochorenia COVID-19 je mnohonasobne
vyssia nez po ockovani.

- Benefity vakcinacie su velmi komplexné, tykaju sa aj ekonomickych a socialnych prinosov pre
spolo¢nost a jednotlivcov, nielen prevencie ochorenia COVID-19 a suvisiaceho zniZenia
hospitalizacii a Umrtnosti.

- Kldéovym mechanizmom zdvainého priebehu ochorenia COVID-19 je systémovy zapal ako
sekundarny désledok infekcie virusom SARS-CoV-2, ktory mbze spbsobovat nielen tazkd akutnu,
ale aj dlhodobu chorobu (tzv. long. COVID).

- Sirenie obav z mozného vplyvu zvyskovej DNA pritomnej v mRNA vakcinach na [udsky organizmus,
najma v suvislosti s integraciou do gendmu a indukciou zapalovych reakcii, vychadza
z nepochopenia alebo dezinterpreticie velmi zlozitych molekularnych, bunkovych
a patofyziologickych mechanizmov v [udskom organizme a naraba s teoretickymi scenarmi, pre
ktoré neexistuju relevantné vedecké ani medicinske dékazy.

- Udaje z dlhodobého post-marketingového monitoringu mRNA vakcin potvrdzuju, 7e vyskyt
zapalovych a autoimunitnych ochoreni po ockovani nie je vyssi, nez je tomu v beznej populdcii
a zaroven je vyrazne nizsi ako pri ochoreni COVID-19.

- O integracii zvySkovej DNA z mRNA vakcin do ludského genému neexistuje Ziadny hodnoverny
vedecky ani medicinsky dokaz. Takyto dokaz neexistuje dokonca ani pre vakciny na baze DNA,
ktoré sa na prevenciu roznych infekénych ochoreni pouZivaju ovela dlhsiu dobu nez mRNA vakciny.

- 80 — 90 % ludskej populacie je dlhodobo (vacésinou bezpriznakovo) infikovanych réznymi DNA
virusmi (napr. adenovirusy, herpesvirusy, papildmavirusy, parvovirusy). Niektoré DNA virusy maju
molekuldrnu vybavu na to, aby sa do nasho gendmu mohli integrovat, no napriek tomu neexistuju
Ziadne dokazy o tom, Ze by z nas virusova DNA robila geneticky modifikované organizmy.

- Na zaklade suéasnych vedeckych ddkazov a regulaénych hodnoteni je riziko genomickej
integracie zvyskovej DNA z mRNA vakcin extrémne nizke a s minimalnym biologickym
vyznamom. Ziadny biologicky produkt (ani iny liek, vyZivovy doplnok & potravina) nema zaruku
nulového rizika vedlajsich ucinkov, ale teoretickd pravdepodobnost genomickej integracie
zvyskovej DNA z mRNA vakcin je zanedbatelna.

Monitorovanie nasledkov podania viac nez 13,5 miliard davok vakcin objektivne demonstruje, Ze
mRNA vakciny proti COVID-19 maju dobre charakterizovany bezpecnostny profil s prevaine
miernymi, prechodnymi neZiaducimi uGcinkami a velmi zriedkavymi zavainymi neZiaducimi
udalostami, ktoré su predmetom dékladného posudzovania a neustéaleho prehodnocovania.
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1. UVOD

Vakciny na baze mRNA priniesli zasadny obrat vo vyvoji pandémie ochorenia COVID-19 a vyznamnym
sposobom prispeli k znizeniu dmrtnosti a hospitalizacii spésobenych infekciou koronavirusom SARS-
CoV-2. Do augusta 2024 bolo celosvetovo podanych 13,53 miliardy davok vakcin proti COVID-19,
pricom 70,6 % globalnej populacie dostalo aspon jednu davku. Schvidlené mRNA vakciny Comirnaty
(vyrobca BioNTech-Pfizer) a Spikevax (vyrobca Moderna), predstavuju priblizne 90 % vakcin proti
ochoreniu COVID-19 podanych v Eurépskej Unii (EU), viac ako 97 % v Spojenych $tatoch americkych
(USA) a Kanade, a takmer 100 % v Japonsku. Tieto vakciny preukazali vysoku ucinnost a bezpecnost
a poskytuju ochranu proti dlhodobému COVIDu, multisystémovému stavu, ktory casto zahfna zavazné
priznaky, nasledujlce po tazkej akutnej infekcii SARS-CoV-2. Podla evidovanych dat sa predpoklada, ze
MRNA vakciny len v Eurépe zachranili minimalne jeden milién Zivotov (Vieths et al, Vaccine, 2025, Our
World of Data, 2025, Worldometer, 2025).

Hlavnou zlozkou tychto vakcin je syntetickd mRNA, ktora kdduje S protein (SPIKE) koronavirusu SARS-
CoV-2. mRNA obsahuje jednak modifikované nukleozidy (pseudouridiny) na zniZzenie imunogénnosti
RNA, na zvysenie jej stability a Ucinnosti syntézy S proteinu, jednak substiticie dvoch aminokyslin za
proliny na stabilizaciu otvorenej Struktury S proteinu (Kariké et al, Immunity, 2005, Wrapp et al,
Science, 2020). mRNA je obalena v lipidovych nanocasticiach (LNP) obsahujucich styri typy lipidov,
ktorych zloZenie vo vakcinach Comirnaty a Spikevax je mierne odlisné (Schoenmaker et al, Int J Pharm.
2021). mRNA vakcina sa podava injekéne do svalu, pricom LNP umoziuji dorucit mRNA do svalovych
buniek, kde sa z nej syntetizuju molekuly S proteinu, ktoré nasledne vyvolajua imunitni odpoved.
Vysledkom je aktivacia vrodenej aj adaptivnej (protilatkovej a bunkovej) imunity, ktora prijemcu
ochrani pred zavaznymi prejavmi ochorenia COVID-19.
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Vyroba mRNA vakcin zacina produkciou plazmidovej DNA, ktora obsahuje genetickl informdaciu pre
SPIKE protein virusu SARS-CoV-2. Z nej sa procesom tzv. in vitro transkripcie syntetizuje mRNA.
Nasledne sa plazmidova DNA enzymaticky Stiepi na malé fragmenty a mRNA transkripty sa Cistia
pomocou vysokoucinnej chromatografie, aby sa DNA fragmenty, enzymy, ostatné chemikalie a mozné
necistoty odstranili. V tomto kroku sa uskutocni dokladna kontrola cistoty mRNA, v rdmci ktorej sa
okrem iného overuje, ¢i kvantita zvyskovej DNA vyhovuje limitu stanovenému regula¢nymi autoritami.
Vycistena mRNA sa zmiesa s lipidmi v mikrofluidickom mixéri za vzniku lipidovych nanocastic. Rychle
miesanie spOsobi, Ze lipidy okamzZite obalia mRNA a vyzrazaju sa ako samoorganizované nanocastice.
Roztok nanocastic sa filtruje na odstranenie rozpustadiel a neobalenej mRNA. Findlny Cisty produkt
mMRNA vakciny sa po dalSej kontrole kvality davkuje do sterilizovanych ampuliek, bali, skladuje
a distribuuje za dodrzania prisnych podmienok chladového retazca uré¢enych vyrobcom (Chaudhary et
al, Nat Rev Drug Discov, 2021, Wang et al, Sci Rep, 2023, Schoenmaker et al, Int J Pharm, 2021,
Crommelin et al, J Pharm Sci, 2021). Schéma vyroby mRNA vakcin je uvedena na Obr. 1.2.
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Obr. 1.2

Schematické zndzornenie procesu vyroby mRNA vakcin.

(1) In silico optimalizovand sekvencia pre cielovy antigén sa metddami genetického inZinierstva vloZi do
plazmidovej DNA, ktord sa namnoZi v baktéridch, purifikuje a linearizuje. (2) Linearizovand plazmidovd DNA sa
prepise do mRNA in vitro, (3) DNA sa enzymaticky degraduje DNdzami a mRNA transkripty sa vycistia pomocou
vysokoucinnej chromatografie na odstrdnenie plazmidovej DNA. V tomto kroku sa overuje Cistota mRNA
a pritomnost zvyskovej plazmidovej DNA. (4) VycCistend mRNA sa zmiesSa s lipidmi v mikrofluidickom mixéri, ¢im
sa vytvoria lipidové nanocastice. (5) Roztok nanocastic sa dialyzuje alebo filtruje na odstrdnenie bezvodych
rozpustadiel a neobalenej mRNA a ostatnych zvyskovych zloZiek. (6) Prefiltrovany roztok mRNA vakciny sa
skladuje v sterilizovanych ampulkdch (prevzaté z Chaudhary et al, Nat Rev Drug Discov, 2021).

Vzhladom na to, Ze kvalita a Cistota Ucinnej latky, t.j. mRNA, sa kontroluje pocas vyroby, a Ze konec¢na
formuldcia vakciny je komplexnd, regulacné autority neodporucaju kvantifikaciu zvyskovej DNA
v kone¢nom produkte kvoli interferencii merani so zakladnymi zlozkami vakciny (vysokého nadbytku
mMRNA a lipidov). Vyslovne tieZ neodporucaju kvantifikaciu zvyskovej DNA vo vakcinach po datume
exspiracie ako aj v pripadoch nespravneho skladovania a manipuldcie s vakcinami (Paul Ehrlich
Institute, 2023, Europen Medicines Agency 2025, The Therapeutic Goods Administration, Australia,
2025).




Sprava o analyze mRNA vakcin, 2025

Napriek tymto odporucaniam su vo verejnom priestore dostupné spravy o analyze zvyskovej DNA vo
findlnych produktoch vakcin. Vysledky analyz zverejnenych vo forme recenzovanych vedeckych
publikacii v renomovanych vedeckych ¢asopisoch a vo vyjadreniach regulacnych a kontrolnych autorit
potvrdili, Ze mnoZstvo zvyskovej DNA neprekracuje stanoveny limit 10 ng na 1 davku vakciny (Kaiser et
al, Vaccine, 2025, Leban et al, Anal Bioanal Chem, 2021, Vieth et al, Vaccine, 2025). Na druhej strane
su publikacie vysledkov technicky nevalidovanych a nedosledne realizovanych analyz, ktoré su
zverejnené nestandardnym sposobom a deklaruju vysoké mnoiZstva DNA (Kdmmerer et al, Science,
Public Health Policy, and the Law, 2024, Konig and Kirchner, Methods Protoc., 2024, Speicher et al,
Preprint, 2023, McKernan et al, Preprint, 2023, Fleming et al, HSOA Journal of Angiology & Vascular
Surgery, 2025). Tieto spravy, ktoré nie su podloZené spolahlivymi datami a narabaju s dohadmi
a fikciami, sa Siria prostrednictvom socidlnych médii a neodbornych vyjadreni verejne Cinnych osob,
¢im sa im dostava neprimeranej pozornosti, neopodstatnene vzbudzuju obavy laickej verejnosti
a narusaju jej doveru vo vedecké a medicinske dokazy. To vedie k ndrastu pochybnosti o vyzname
ockovania a v koneénom dosledku k ohrozeniu verejného zdravia.

Analyzu vybranych Sarzi mRNA vakcin, ktorda je opisana v tejto sprave, sme uskutocnili na zaklade
uznesenia VIady SR a poverenia Ministra zdravotnictva SR s plnym vedomim toho, Ze ide o finalne
produkty, vacSinou po datume exspiracie.

Nasim cieflom bolo priniest spolahlivé dokazy o zloZzeni mRNA vakcin, ktoré by vldde aj verejnosti
poskytli déveryhodné podklady pre zodpovedny osobny aj spoloCensky postoj k tejto téme.

Pouzili sme pritom komplexny pristup, s vyuzitim viacerych nezavislych metdd realizovanych technicky
spravne, s doslednou aplikaciou kontrol, biologickych a technickych replikatov, na kalibrovanych
zariadeniach, s adekvatnymi reagenciami a s reSpektovanim overenych vedeckych poznatkov
o molekularnych charakteristikdch zloZiek vakcin, s dbérazom na minimalizaciu ich vzajomnej
interferencie. Jednotlivé metddy pouzité v analyze su znazornené na Obr. 1.3 niZSie a detailne opisané
aj s vysledkami v kapitolach 2 a 3. Kapitola 4 je venovana posudeniu mozného vplyvu mRNA vakcin na
ludsky organizmus v sSirSsom kontexte stucasnych vedeckych poznatkov podporenych medicinskymi
dokazmi.

Ani jedna z pouzitych metdd neodhalila nadlimitné mnozstvo zvyskovej DNA v Ziadnej analyzovanej
Sarzi mRNA vakcin a nepreukazala pritomnost inej latky, ktora by nebola deklarovana v $pecifikacii
mRNA vakcin.
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1. Kvantitativna analyza DNA
(KVANTITATIVNA PCR — qPCR)
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Obr. 1.3
Schematické zndzornenie metdd pouZitych na analyzu zvyskovej DNA a inych Idtok v mRNA vakcinach.
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2.  ANALYZA PRITOMNOSTI DNA VO VYBRANYCH SARZIACH mRNA VAKCIN
COMIRNATY A SPIKEVAX

2.1 ZOZNAM ANALYZOVANYCH SARZi mRNA VAKCIN

Analyzovali sme 9 Sarzi vakcin Comirnaty vyrobcu Pfizer-BioNTech, z ktorych 5 Sarzi Comirnaty Omicron
bolo 2 roky po predizenom datume exspiracie a podmienky ich skladovania v IMUNA PHARM, a.s., nie
st dolozené dokumentdciou. Daldie 4 %arie Comirnaty Omicron boli pred didtumom exspiracie
a podmienky skladovania v UNIPHARMA boli v sulade s odporucanim vyrobcu.

Dalej sme analyzovali 6 %arZi vakcin Spikevax vyrobcu Moderna, pricom vietky boli 2 — 3 roky po
datume exspiracie a podmienky ich skladovania v IMUNA PHARM, a.s., nie su doloZené
dokumentaciou.

Vietky $arze vakcin boli transportované v spolupraci so SUKL a MZ SR z miesta skladovania na miesta
analyzy pri dodrzani podmienok definovanych vyrobcami.

Zoznam analyzovanych Sarzi vakcin so zakladnymi udajmi o datume exspiracie, objeme a deklarovanom
mnozstve mRNA je uvedeny v Tab.1.

Tab. 1
Zoznam analyzovanych SarZi vakcin
Sarza Nazov Datum Celkovy objem Objem MnozZstvo
expirdcie v ampule davky mMRNA
v davke
FP9632 Comirnaty, Original 31.7.2022 0,45 ml + 1,8ml 300 ul 30 ug
30.4.2023 0,9 % NaCl*
1F1051A Comirnaty, Original 31.7.2022 | 0,45ml+1,8ml | 300 pl 30 ug
30.4.2023 0,9 % NaCl*
1LO84A Comirnaty, Original 31.8.2022 0,45 ml + 1,8ml 300 ul 30 ug
31.5.2023 0,9 % NaCl*
1F1059A Comirnaty, Original 31.8.2022 0,45 ml + 1,8ml 300 ul 30 ug
31.5.2023 0,9 % NaCl*
PCB0020 Comirnaty, Original 31.8.2022 0,45 ml + 1,8ml 300 ul 30 ug
31.5.2023 0,9 % NaCl*
LK8456 Comirnaty, Omicron JN.1 12.2025 2,25 ml 300 pl 30 ug
LK8842 Comirnaty, Omicron JN.1 11.2025 2,25 ml 300 pl 30 ug
LM9076 Comirnaty, Omicron JN.1 12.2025 2,25 ml 300 pl 30 ug
LNO605 Comirnaty, Omicron KP.2 12.2025 2,25 ml 300 pl 30 pg
000058A Spikevax, Original 2.7.2022 5ml 500 pl 100 ug
3005697 Spikevax, Original 17.2.2022 | 5ml 500 pl 100 ug
200023A Spikevax bivalent, 6.5.2023 2,5 ml 500 pl 50 ug
Original/ Omicron BA.1
200106A Spikevax bivalent, 25.5.2023 2,5 ml 500 pl 50 ug
Original/ Omicron BA.1
MV1018A Spikevax bivalent, 2.7.2023 2,5 ml 500 pl 50 ug
Original/ Omicron BA.4/BA.5
400012A Spikevax bivalent, 17.7.2023 2,5 ml 500 pl 50 ug
Original/ Omicron BA.4/BA.5

*vakcinu Comirnaty Original je potrebné pred aplikaciou nariedit fyziologickym roztokom 0,9 % NaCl
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Ako sucast analyzy sme vakciny podrobili skiske na sterilitu a pritomnost bakteridlnych endotoxinov.
Tieto skusky boli vykonané v Biotechnologickych a analytickych laboratéridach BMC SAV, v. v. i,
Standardnymi postupmi zavedenymi podla poZiadaviek Eurdpskeho liekopisu za podmienok Spravnej
vyrobnej praxe pre kontrolné laboratéria.

Biotechnologické a analytické laboratéria BMC SAV, v. v. i., su drzitelom osvedcenia o spravne;j
vyrobnej praxi, ktoré bolo vydané diia 5. 5. 2023 Statnym tGstavom pre kontrolu lieciv, po indpekcii
podla €élanku 111(5) Smernice 2001/83/ES, a maju povolenie na kontrolu kvality — skisanie liekov
mikrobiologickymi, fyzikalnymi/chemickymi a biologickymi skuskami.

Skusky sterility farmaceutickych produktov si nevyhnutnymi analyzami zabezpecujucimi, Ze tieto
produkty su bez Zivotaschopnych mikroorganizmov a st bezpecné pre pacientov. Tieto skusky patria
medzi klUcové poZiadavky regulacnych autorit pre kontroly kvality vo farmaceutickej produkcii.
V nasich analyzach sme pouzili metédu podla $tandardného postupu BTC-M14-SPP ,Vykonanie skusky
na sterilitu priamym ockovanim“ (Ph.Eur., ¢l.2.6.1. Sterility) s vyhodnotenim po 14 drioch inkubdcie.

Test na bakteridlne endotoxiny (zndmy aj ako Limulus Amebocyte Lysate - LAL test) je kritickou
analytickou skuskou na detekciu a kvantifikaciu bakteridlnych endotoxinov s hlavnym ciefom
zabezpecdit bezpecénost liekov podavanych injekéne. V nasich analyzach bola pouZitd metdda podla
$tandardného postupu BTC-B14-SPP ,Stanovenie obsahu bakteridlnych endotoxinov - gélova limitna
metdda“” (Ph.Eur.,, ¢l. 2.6.14. Bacterial endotoxins).

Vietky vakciny Comirnaty a Spikevax analyzované podla $tandardnych postupov spliiaju poziadavky
Europskeho liekopisu pre sterilitu a podlimitny obsah bakterialnych endotoxinov.
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2.2 ANALYZA DNA POMOCOU KVANTITATIVNEJ PCR

Metdda kvantitativnej PCR (qPCR) sa povaZuje za ,zlaty Standard” na detekciu Specifickych sekvencif
DNA vo vzorkach. Silnou strankou gPCR je popri vysokej $pecificite aj jej vysoka citlivost (typicky menej
ako 1 pg/ml vzorky). Najma tieto vlastnosti ju predurcuju, zZe je Siroko akceptovana regulacnymi Gradmi
(EMA, FDA), ako najvhodnejsia metdda na stanovenie zvyskovej DNA vo vakcinach a inych biologickych
produktoch (European Medicines Agency 2025: Guideline on the quality aspects of mRNA vaccines).

PRINCiP METODY:

gPCR metdéda je zalozena na amplifikacii (zmnoZeni) cielovych sekvencii DNA pomocou
Specifickych primerov, sond (préb) a fluorescenénych markerov na urcenie pociatocnej koncentracie
DNA templatu. Tato metdda je vysoko citlivd a je Siroko pouZivand v klinickych a vyskumnych
prostrediach na kvantifikaciu DNA, pricom vyZaduje starostlivy navrh primerov a préb, aby PCR reakcia
bola efektivna a aby sa zabranilo nespecifickej amplifikacii. Kvantifikicia DNA mozZe byt ovplyvnena
ucinnostou PCR reakcie, pretoze chyby v dizajne primerov a podmienok cyklovania, nepresna
kalibracia, rozne Startovacie mnozstva DNA templatu a iné nedostatky uvedené nizSie mdzu viest
k vyznamnym nezrovnalostiam vo vyslednych koncentrdcidch (Bustin et al., Clin Chem., 2023, BIO-RAD:
gPCR Assay Design and Optimization, BIO-RAD: The Ultimate qPCR Design Guide, Life Technologies:
Real-time PCR handbook).

gPCR sa moéze realizovat vo forme samostatnych (simplexnych) reakcii zacielenych vzdy na 1 konkrétny
usek DNA, alebo v multiplexnej forme zacielenej sic¢asne na viacero Usekov DNA v ramci spolo¢nej PCR
reakcie. Multiplexna qPCR je vSak velmi zavisla na dodrzani dalsich faktorov (okrem tych, ktoré su
spomenuté vyssie) a optimalizacii podmienok (napr. nastavenie ucinnosti amplifikacie jednotlivych
teréovych Usekov pomocou simplexnej gPCR), ktorych nedodrzanie vyrazne deformuje vysledné
hodnoty. Situacia je este zloZitejsia, ak multiplexnej gPCR predchadza reverzna transkripcia mRNA na
cDNA, pretoze ucinnost tohto kroku kriticky vplyva na konecny vysledok. Preto sa multiplexnd gPCR
neodporuca ako metdda vhodna na preciznu kvantifikaciu DNA vo vzorkach vakcin.

Autori Fleming, Kotlar a Pekova, ktori na zadklade vysledkov multiplexnej gPCR deklarovali vysoko
nadlimitné hodnoty zvyskovej DNA v mRNA vakcinach, vacsinu tychto zakladnych poziadaviek
nedodrzali. Pri porovnavani mnozstva zvySkovej DNA s mnozstvom mRNA pomocou multiplexnej gPCR,
ktorej predchadzala reverzna transkripcia, sa dopustili kritickych metodickych chyb (Fleming et al,
HSOA Journal of Angiology & Vascular Surgery, 2025):

- uz v prvom kroku DNA/RNA izolovali z nerovnakého mnozZstva vstupného materialu (pouzity bol
sice rovnaky objem 500 pl, ale s odliSnou koncentraciou mRNA, v roznych typoch vakcin — 50 pg
pre Comirnaty a bivalentné vakiny Spikevax a 100 ug pre Spikevax Original),
neoverili integritu vychodiskovej mRNA,
nekvantifikovali vytazok izolacie DNA/RNA z kaZzdej analyzovanej sarze,
nasledne nezndmu kvantitu izolovanej RNA pouzili na reverznu transkripciu (pri prepocte
teoretickej ucinnosti izolacie cca 80 % bolo mnoZstvo RNA pouZzitej na reverznu transkripciu velmi
pravdepodobne mimo vyrobcom odporicaného rozmedzia pre Verso reverznu transkriptazu
pouzivanu v kite),

- neoverili U¢innost reverznej transkripcie a nezname kvantity vyslednej cDNA nasledne pouzili na
multiplexnd gPCR (neexistuje multiplexna PCR, ktora by spolahlivo zvladla 1000-nasobny
kvantitativny rozdiel medzi jednotlivymi ciemi),
ucinnost amplifikacie jednotlivych cielovych oblasti neoverili v simplexnych qPCR testoch
(4¢innost bola zjavne suboptimalna),

> primery navrhli tak, ze amplifikcia generovala produkty vyrazne odlidnej dizky (105 versus 233
bazovych parov), o mohlo mat vplyv na efektivitu sibeznej (multiplexnej) amplifikacie,

- chybalo viacero kontrol, ktoré st pri gPCR bezné, ako napriklad beztemplatova kontrola (non-
template control), ktora by odhalila potencidlnu DNA kontaminaciu v qPCR reagenciach,

N2\ 20 Z
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- v pripade qPCR kvantifikacie pouzili primery zo SPIKE mRNA oblasti, ktorymi nie je mozné odlisit
medzi cDNA pochadzajlicou z reverznej transkripcie a templatovou DNA,

- poutzili nevhodny sp6sob kalibracie qPCR,

- vysledné poéty molekul neprepoditali na kvantitu DNA, tak ako to uvadzaju EMA a FDA pri
stanoveni limitov zvyskovej DNA v mRNA vakcinach (vysledok by ukazal, Ze limit zvySkovej DNA
nebol prekroceny).

Na zéklade nespravne zvolenej a technicky nezvladnutej metodiky tito autori prezentovali chybné
a nebezpecné zavery a vyvolali okolo svojich vysledkov obrovsky rozruch, ktory nema racionalny
zaklad.

V nasej analyze sme kvantifikaciu zvySkovej DNA uskutocnili metddou gPCR priamo zo vzorky vakciny.
Prepis (reverznu transkripciu) mRNA na cDNA za ucelom stanovenia mnoZzstva mRNA vo vakcine sme
nahradili vhodnejsimi metdédami nezavislymi od reverznej transkripcie. Kvantitu mRNA sme urcili
fluorometrickou metddou a integritu mRNA sme urcili priamo pomocou kapilarnej elektroforézy (vid'
Casti 2.3 a 2.4). Navyse, identitu plazmidovej DNA, z ktorej sa syntetizuje mRNA, a ktora kdduje
SPIKE protein, sme urcili na zaklade vysledkov masivne paralelného sekvenovania DNA novej generacie
vo vakcinach (¢ast 2.5).

Kazdu ciefovu sekvenciu sme amplifikovali v simplexnej gPCR reakcii s pouZitim molekularnych
$tandardov dizky zodpovedajucej dizke daného amplifikovaného Gseku DNA.

gPCR bola zacielend na 3 oblasti vyrobcom deklarovaného plazmidového DNA templatu: oblast
kédujucu SPIKE protein, oblast ORI (pociatok replikacie bakteridlneho plazmidu) a oblast KAN kédujicu
rezistenciu na kanamycin (selekény gén bakteridlneho plazmidu), vid obr. 2.4.1. Na amplifikaciu kazdej
cielfovej oblasti sme poufZili minimalne dva subory primerov (Tab. 2) a gPCR sme realizovali paralelne
v dvoch laboratdriach, so zapojenim 3 expertov, v sulade so Standardnym operacnym postupom pre
analyzu medicinskych produktov mimo Specifikacie vyrobcu.

Na detekciu amplikénov sluzi proba, t. j. oligonukleotid oznaceny fluoroférom na 5° konci
a quencherom na 3" konci. Pocas amplifikdcie DNA Tag polymeraza degraduje probu, ¢im dojde
k uvolneniu fluorescenéného signalu, ktory je Umerny mnozZstvu cielovej DNA. Kvantifikacia je zaloZzena
na hodnote Ct (threshold cycle). Ct hodnota je pocet PCR cyklov, pri ktorom fluorescencny signal
prekroci nastavenu prahovid hodnotu (threshold) a stane sa detegovatelnym nad Uroviiou pozadia.
Tento bod zodpoveda zaciatku exponencidlneho narastu produktu PCR reakcie, teda momentu, ked' uz
je pritomny dostatok amplifikovaného materialu, aby bol meratelny. Cim nizsia je Ct hodnota, tym viac
Specifickej DNA bolo vo vzorke na zaciatku, takZe ju test zachyti rychlejsie. Pre stanovenie presného
mnozstva DNA na Urovni poctu molekul je potom potrebné vyuzit kalibraént krivku, pripravend zo
znamych koncentracii Standardnej templatovej DNA.

OPIS POSTUPOV:
A. Priprava vzorky na gPCR

Vakciny boli opracované detergentom Triton X-100 a priamo pouZzité na gPCR bez izolacie DNA, alebo
sa DNA z mRNA vakcin izolovala pomocou QIAGEN QlAamp MinElute Virus Kit.

Opracovanie mRNA vakcin Tritonom X-100

Triton X-100 je neidnovy surfaktant a relativne mierny detergent, ktory sme poufZili na rozrusenie
lipidov a uvolnenie nukleovych kyselin. Strué¢ny postup: K vzorke mRNA vakciny bol pridany Triton
X-100 do findlnej koncentracie 1 %. Nasledne bola vzorka inkubovana 15 min pri laboratdrnej teplote
a potom prenesena na lad, pre dlhsie skladovanie sa alikvéty spracovane] vzorky zmrazili na -20 °C.

Izolacia nukleovych kyselin pomocou QIAGEN QlAamp MinElute Virus Kit

QIAGEN QlAamp MinElute Virus Kit umoznuje vysoko ucinnu purifikaciu nukleovych kyselin z malého
objemu vzorky, pricom sa vyuZiva silikdtova membrana, ktora viaze DNA za pritomnosti chaotropnych
soli. Pri izolacii bol dodrzany postup odporuéany vyrobcom, struéne: Alikvétna ¢ast vzorky mRNA
vakciny sa doplnila na objem 200 ul fyziologickym roztokom a pridala sa k 25 pl QIAGEN Protease.
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K vzorke sa potom pridal lyzacny roztok AL a nasledne sa zmes dokladne premiesala na vortexe
a inkubovala 15 min pri 56 °C. Kvzorke sa pridalo 250 pl Cistého etanolu azmes bola dbsledne
premieSana na vortexe. Pripravena vzorka sa naniesla do minikoldnky QlAamp MinElute
a centrifugovala. Nukleové kyseliny zachytené na koldnke sa premyli postupne roztokmi AW1, AW2
a nakoniec Cistym etanolom. Nukleové kyseliny sa nasledne eluovali roztokom AVE (50 pl). Do PCR
reakcie sa poutzili 2 pl izolovanej vzorky nukleovych kyselin.

B. Primery, proby a standardy

Pri vybere a dizajne primerov a prob sme vychadzali zo zadania, kde nasou primarnou ulohou bola
analyza zvyskovej DNA v dostupnych SarZiach vakcin. Preto sme sa zamerali aj na overenie a
reprodukovatelnost vysledkov prezentovanych inymi autormi, priom sme pouzili primery a préby
podla sekvencii publikovanych v praci Fleming et al, HSOA Journal of Angiology & Vascular Surgery,
2025 (SPIKE 2 a ORI 2). Okrem toho sme poufZili nami optimalizované verzie primerov a préb z uvedenej
publikacie (SPIKE 1 a ORI 1A), ktorych Gpravy mali za ciel zlepsit ich reakéné parametre, napr. anela¢nu
teplotu a tiez redukciu tvorby dimérov. Navyse sme pre oblast ORI a oblast KAN navrhli Gplne nové
subory primerov a prob (ORI 1B a KAN 1). Celkovo sme teda poufZili 6 roznych typov PCR testov (tzv.
PCR ,assays”).

Na dosiahnutie presnej kalibracie a kvantifikacie jednotlivych gPCR testov sme navrhli adali
syntetizovat DNA fragmenty zodpovedajice amplifikovanym tsekom (IDT, gBlocks Gene Fragment).
Fragment SPIKE1 o di?ke 250bp, fragment ORI1A o dizke 170bp, fragment ORI1B o dizke 130bp, a
fragment KAN1 o dizke 130bp. Fragmenty preéli procesom kontroly kvality, ktory zahffia overenie
velkosti kapilarnou elektroforézou. Pred pouzitim boli nariedené na koncentraciu 10 ng/pl.

Tab.2 Zoznam primerov a préb pouzitych na gPCR analyzu

Cielova oblast Sekvencia primerov Velkost
(5> 3') produktu (bp)
SPIKE 1 Forward: GGC AAG GGC TAC CAC CTG ATG AG 228
Reverse: TGT TGT CGG TGG TGA TGA TCT GG
SPIKE 2 Forward: TGC GGC AAG GGC TAC CAC CTG ATG AG 233
Reverse: GGT GTT GTC GGT GGT GAT GAT CTG G
ORI 1A Forward: GCC TAC ATA CCT CGC TCT GCT AAT C 110
Reverse: GCT GCG CCT TAT CCG GTA ACT ATC
ORI 1B Forward: AGG CCA CCA CTT CAAGAACTCT 78
Reverse: CTG GCA GCA GCC ACT GGT A
ORI 2 Forward: CTA CAT ACCTCG CTC TGC TAATC 105
Reverse: GCG CCT TAT CCG GTA ACT ATC
KAN 1 Forward: TCG ACC ACC AAG CGA AACA 63
Reverse: CGA CAA GACCGG CTTCCAT
Cielova oblast Sekvencia préb Fluorescencnd
(5> 3) znacka
SPIKE Comirnaty | CCC TCA GTC TGC CCC TCA CGG CGT GGT GTT Cy5—-BHQ2
SPIKE Spikevax TCC CCA GAG CGC ACC CCA CGG AGT GGT GTT Cy5-BHQ2
ORI1 TAG CAC CGC CTA CAT ACCTCG CTCTGC HEX — BHQ1
ORI 2 TGC TGC CAG TGG CGATAAGTCGTGTCT T FAM - BHQ1
KAN 1 CGC ATC GAG CGA GCA CGT ACT CG FAM - TAMRA

C. Podmienky qPCR

Na qPCR bol pouzity PCR cyklér QuantStudio 5 Real-Time PCR System (ThermoFisher Scientific) a mix
TagMan Fast Advanced Master Mix for gPCR (Applied Biosystems). Priprava reakcii a podmienky
amplifikacie boli podla odporucania vyrobcu: inkubacia 2 min pri 50 °C, nasledne 20 sekund pri 95 °C
a 40 cyklov pozostavajucich z denaturacie 3 sekundy pri 95 °C a anealingu-syntézy 30 s pri 60 °C. Kazda
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vzorka bola analyzovana vo forme troch technickych replikatov, z ktorych bol vypocitany aritmeticky
priemer a smerodajna odchylka.

VYSLEDKY:

Pri dizajnovani qPCR zameranej na zvyskovu templatovi DNA v mRNA vakcinach Comirnaty a Spikevax
sme vychadzali zo sekvencii, ktoré sme ziskali sekvenovanim DNA extrahovanej zo Sarzi vakcin
analyzovanych v ramci tejto spravy. Sekvenovanie, bioinformatické spracovanie dat a vysledné
sekvencie su detailne opisané v Casti 2.5 tejto spravy.

Schematicka struktura sekvenovanych DNA templatov, z ktorych bola produkovana mRNA vo vakcinach
Comirnaty a Spikevax, je zndzornena na Obr. 2.2.1. Schéma tieZ zobrazuje Useky amplifikované
pomocou gPCR.

A

F1 pociatok KAN/NEO ORI podiatok |
replikacie rezistencia replikacie T7 prométor SPIKE protein kédujuca oblast

I — - - H
],/ \‘ |/’ ‘\] /’ \\

KAN PCR ORI PCR SPIKE PCR
5 oblast oblast oblast a
Comirnaty plazmidova DNA 1{ 4284}
Comirnaty mRNA
may Obr. 2.2.1
B Schematické
zndzornenie DNA
rezg\er\rl]cia Of“ FIJiﬁgiaimk SPIKE protein kédujlca oblast tem;v) 'IG’tU
— T pouzitého na
produkciu mRNA
] | /
ORI PCR SPIKE PCR pre vakciny (A)
5 oblast oblast 3 Comirnaty
P T T T T T T Tt T T T T . a (B) Spikevax.

Spikevax plazmidova DNA |

Spikevax mRNA ,
Na presné

stanovenie mnoZstva DNA vo forme poctu molekul (kopii) konkrétneho fragmentu DNA sme pre kazdy
zo Siestich PCR testov pripravili kalibra¢nu standardnu krivku. Na ich pripravu sme pouZili Specificky
pripravené syntetické DNA standardy v sérii 6-7 desiatkovych riedeni zahfnajucich koncentracie od 100
pg az po 0.1 fg DNA/ul vzorky. Pocet molekul (képii) DNA v jednotlivych Standardoch bol uréeny na
zaklade zndmej molekulovej hmotnosti fragmentov. Pri hodnoteni Standardnych kriviek (kalibracnych
priamok) sme sledovali kli¢ové parametre, ktoré vypovedaju o kvalite reakcie, predovsetkym
smernica (,,slope”), uginnost (,efficiency”, E) a korelaény koeficient (R?).

Kalibracné grafy na nasledujiucom Obr. 2.2.2 ukazali, Ze klitic¢ové parametre dosahovali odporucané
rozmedzia (-3.1 — -3.6 pre smernicu, 90 — 110 % pre G&innost a >0.99 pre R?) pri vietkych nami
navrhnutych gPCR testoch. Suboptimalne parametre boli pozorované len pri teste SPIKE 2, ktory sme
vsak aj napriek tomu pouzivali pre priame porovnanie s datami publikovanymi v praci Fleming et al,
HSOA Journal of Angiology & Vascular Surgery, 2025. VVyznamné zlepsenie parametrov v testoch SPIKE
1 a ORI 1A v porovnani s SPIKE 2 a ORI 2 potvrdzuju, Ze nase mierne Upravy dizajnu primerov boli
prospesné a viedli k vyssej ucinnosti pouZzitych qPCR testov.
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Pri ndvrhu sekvencii primerov a prob sme pévodne vychadzali len z verejne dostupnych informacii
o plazmidoch pouZitych vyrobcami alebo z uz publikovanych sekvencii primerov a préb. V ramci tejto
analyzy jednotlivych SarZi vakcin sme vSak ziskali dalSie sekvencie plazmidovej DNA (kapitola 2.5)
a dodatocéne sme overili zhodu pouZzitych primerov so sekvenciami tychto sarzi.

Ziskanie novych sekvencii templatovej DNA vakcin Spikevax bolo v dosledku nizsieho obsahu zvyskovej
DNA ovela narocnejsie a vyziadalo si viac ¢asu. Zaroven sa ukazalo, Ze sekvencie pre oblast KAN sa
u vakcin Spikevax vyrazne lisia od sekvencii Comirnaty. To spdsobilo, Ze primery a préby pre KAN test
vakciny Spikevax bolo potrebné navrhnit samostatne. Pre ¢asovl tiesern a dlhé dodacie doby
syntetizovanych primerov a préb nebolo moiné tieto analyzy vykonat. Vzhladom nato, Ze vSetky
ostatné analyzy urobené v rdmci tejto Studie ukazovali celkovo nizsi obsah zvyskovej DNA vo vakcinach
Spikevax, neboli tieto testy nevyhnutné.

Porovnanie sekvencii (obr. 2.2.3) ukazuje 100 % identitu medzi jednotlivymi sekvenovanymi Sarzami
v mieste vazby primerov a préb pre oblasti SPIKE a ORI, ¢o potvrdzuje vysoku $pecificitu a vhodnost
nami pouzitych primerov a préb. Zaroven to potvrdzuje, Ze pre jednotlivé Sarze vakcin nebolo potrebné
vyvijat osobitné PCR testy.

Ako vstupny materidl do PCR testov sme pouZivali priamo vzorky mRNA vakcin opracované
detergentom Triton X-100, alebo zmes nukleovych kyselin pripravenych pomocou QIAGEN QlAamp
MinElute Virus Kit. V oboch pripadoch je vo vzorke pritomné velké mnozstvo SPIKE mRNA, pri ktorej
sme predpokladali, Ze by mohla pripadne zniZovat Ucinnost PCR testov SPIKE 1 a SPIKE 2 zacielenych
prave na tuto oblast. Pre overenie takejto moznej interferencie pritomnej mRNA s gPCR testami
zacielenymi na SPIKE oblast sme vykonali Specificky porovnavaci experiment (Obr. 2.2.4).
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Obr. 2.2.4
Porovnanie vysledkov qPCR amplifikacie Standardnej DNA s primermi SPIKE 1 (A) a ORI 1A (B) na vylucenie
interferencie s mRNA, ktord je pritomnd vo vakcine.
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V qPCR testoch SPIKE 1 a ORI 1A sme ako vstupnu vzorku poufZili dve rézne koncentracie syntetického
Standardu (100 pg a 1 pg/ul vzorky). Paralelne sme pre porovnanie pridali aj Standardne pouZivané
mnozstvo (2 pl) neriedenej alebo 1:10 riedenej vakciny. Ak by k Specifickej inhibicii PCR v pritomnosti
vakciny doslo, prejavila by sa vyssimi Ct hodnotami (posunom kriviek doprava) vo vzorkach
obsahujucich neriedent vakcinu pri SPIKE 1 teste, zatial ¢o ORI 1A test mal slizit ako kontrola.

Ako je mozné vidiet na obr. 2.2.4, pridanie vakciny do gPCR reakcie malo zanedbatelny vplyv nielen
v pripade ORI 1A testu, kde sme to ocakavali, ale aj v pripade SPIKE 1 testu. To potvrdzuje legitimnost
nasho pristupu s priamym pouZzitim vakciny opracovane]j Tritonom X-100 ako vstupného materialu do
gPCR, bez nutnosti extrakcie nukleovych kyselin. Vysledky z oboch gPCR testov (SPIKE 1 a ORI 1A)
potvrdzuju, Ze nielen mRNA, ale aj ostatné zlozky vakciny nemaju vyznamne negativny vplyv na priebeh
gPCR reakcie. Opodstatnenost nasho postupu sa nam potvrdila aj na zaklade vysledkov gPCR
uskutoCnenych na purifikovanej DNA s pouZitim QIAGEN QlAamp MinElute Virus Kitu, kde sme
v analyzovanych SarZiach dostali prakticky identické gPCR profily (pri porovnani s opracovanim
Tritonom X-100) s mierne niz$imi hodnotami ako désledok Ubytku vytazku DNA v procese izolacie.

Celkovo sme pritomnost DNA vo vakcinach analyzovali pomocou 6 typov qPCR testov. Vystupy
z tychto gPCR analyz vSetkych Sarzi analyzovanych vakcin st zobrazené na obr. 2.2.5-2.2.11.

Primarny vystup z qPCR analyz, Ct hodnoty pre jednotlivé vzorky, boli na zaklade Standardnych kriviek
priamo obsluznym softvérom gqPCR pristroja vyjadrené vo forme poctu képii (molekul) na pl vzorky.
Tieto hodnoty sme nasledne prepocitali na celd davku vakciny. KedZe su vsak normy reguldtorov
stanovené vo forme celkového mnoZstva DNA v nanogramoch na davku vakciny a nie v pocte kopii,
tieto data o pocte kopii sme nasledne na zaklade molekulovej hmotnosti templatovej DNA
prepocitavali na nanogramy DNA na 1 davku. Tieto prepocty pouzivaju aj kontrolné laboratéria pre
rozhodnutie o uvolneni sarzi vakcin. Vychadza sa pri nich z predpokladu, Ze pocet kdpii konkrétneho
fragmentu plazmidovej DNA stanovenych pomocou konkrétneho qPCR testu zodpoveda poctu kopii
povodného celého, nedegradovaného plazmidu. Ide teda o teoreticky maximdalne mozné mnozstva,
vypocitané na zdklade molekulovej hmotnosti celého plazmidu.

Analyza vsetkych sarzi vakcin s vyuZitim vSetkych Siestich etablovanych qPCR testov ani v jednom
pripade neukazala prekrocenie stanoveného limitu 10 ng DNA na davku vakciny. Najvyssie pocty képii
a k tomu adekvatne najvyssie prepocitané mnozstva DNA v nanogramoch na davku boli zistené pri
pouziti KAN 1 qPCR. Najvyssia priemerna hodnota poctu képii bola 9,8 x 10% képii fragmentu, ¢o by pri
mnozstvd DNA na davku (0.5 ng na davku) boli zistené pri pouziti SPIKE 1 a SPIKE 2 gqPCR. Testy
zamerané na oblast ORI indikovali maximalne hodnoty v rozpati 3,3-5 ng DNA na davku.

Rozdiely medzi stanovenymi mnoZstvami zvyskovej templatovej DNA pri pouZiti roznych qPCR testov
su v niektorych pripadoch pomerne vyrazné. Vzhladom k tomu, Ze parametre kalibracnych kriviek
jednotlivych qPCR testov s vynimkou SPIKE 2 spifiali odporuc¢ané rozmedzie, nedaju sa tieto rozdiely
vysvetlit len rozdielmi v U¢innosti qPCR. Za najdélezitejsi faktor, ktory méze mat vplyv na pozorované
rozdiely, povazujeme dizku amplifikovaného PCR produktu. Zvy$kova templatova DNA sa toti vo
vakcine nenachadza vo forme kompletnych molekul plazmidovej DNA, ale je v rdmci purifikacného
procesu nahodne Stiepena pomocou Specifickych enzymov od dinukleotidov aZz po kratke fragmenty.
Na zaklade analyzy sekvencii uvedenej v kapitole 2.5 sa v analyzovanych Sarziach vakcin nachadzaju
fragmenty s priemernou dikou 150 bp. Cim je amplifikatny produkt dlhdi, tym je vacsia
pravdepodobnost, Ze je molekula DNA Stiepend aj v tejto oblasti a preto je takychto neporusenych
celistvych fragmentov vo vakcine pritomnych menej. Tymto vysvetlujeme, Ze najvysSie hodnoty
zvySkovej DNA boli zistené pomocou KAN 1 gPCR, pri ktorej je amplifikacny produkt velmi kratky, len
ktoré deteguju fragmenty s 228 az 233 bp. Aj pri najmensom technicky realizovatelnom amplikdne
s primermi KAN je vSak prepocitané mnozstvo templatovej DNA na 1 davku vakciny pod limitnou
hodnotou. Zaroven je vsak dblezité poznamenat, Ze profil rozdielov v po¢te amplifikovanych molekul
v roznych qPCR testoch je medzi jednotlivymi SarZzami velmi konzistentny.
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Amplification Plot
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Obr. 2.2.7

(A) Amplifikacné krivky
oblasti ORI vsetkych sarZi
vakcin, vysledky s pouZitim
primerov ORI 1B.

(B) Grafické zndzornenie
vysledného poctu
amplifikovanych molekul
a prepocet na mnoZstvo
plazmidovej DNA

v ng/ddvku. Cervend &iara
oznacuje limit 10
ng/ddvku.
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Obr. 2.2.8

(A) Amplifikacné krivky oblasti KAN (kddujtca rezistenciu na kanamycin) vsetkych sarZi vakcin, vysledky

s pouZitim suboru primerov KAN 1.

(B) Grafické zndzornenie vysledného poctu amplifikovanych molekul a prepocet na mnoZstvo plazmidovej DNA

v ng/ddvku. Cervend Ciara oznacuje limit 10 ng/ddvku.
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Obr. 2.2.11
Suhrnny graf porovndvajtci vysledky vsetkych simplexnych qPCR v tejto analyze po prepocitani na mnoZstvo
plazmidovej DNA v jednej ddvke mRNA vakcin.

ZAVER:

Obsah DNA vo vsetkych analyzovanych $arziach vakcin metédou gPCR vyhovuje limitom
stanovenym regulacnymi autoritami (EMA, FDA, WHO).

Nase vysledky su tiez vzhode svysledkami oficidlnych kontrolnych laboratérii ,Official Control
Authority Batch Release for Human Biologicals“ (OCABR) a aj Australskej ,Therapeutic Goods
Administration” (TGA). TGA na svojich webovych strdnkach uvadza, Ze doposial analyzovala 28
findlnych produktov Sarzi mRNA vakcin Comirnaty a Spikevax a v Ziadnej sarzi nepotvrdila prekrocené
limity zvySkovej DNA. Pricom v zhode z naSou analyzou vakciny Spikevax vyrobcu Moderna vykazuju
vSeobecne nizSie hladiny zvyskovej DNA v porovnani s vakcinami Comirnaty vyrobcu Pfizer, ¢o
potvrdzuje relevantnost nasich postupov a vysledkov.

Vsetkych 11 exspirovanych sarzi, ktoré su predmetom tejto spravy, bolo podrobenych aj multiplexnej
PCR analyze, ktora je opisana v praci Fleming et al, HSOA J Angiol & Vasc Surgery, 2025. Metodické
a interpretacné nedostatky uvedenej PCR analyzy (s predradenou reverznou transkripciou mRNA) su
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opisané v Uvode tejto Casti spravy a evidentne prispeli k vyraznej deformacii vysledkov prezentovanych
v danej publikacii.

Na zaklade kvantitativnej PCR zacielenej na 3’ oblast sekvencie kddujicej SPIKE protein autori Fleming
et al. tvrdia, Ze vakciny obsahuju ,signifikantné mnoZstvo DNA” a to:

107 — 108 kdpii na ml vakciny Spikevax, ¢o by zodpovedalo 5x10°— 5x107 kdpii na jednu davku vakciny a
108 — 10° kdpii na ml vakciny Comirnaty, ¢o by zodpovedalo 3x107 — 3x108 kdpii na jednu davku vakciny.
Tieto pocty kdpii pobsobia na laikov ohromujico, avsak v prepocte na kvantitu DNA
v nanogramoch na jednu davku su stéle pod limitnou hodnotou 10 ng.

Napr. pribliznd hmotnost 1,4x10® kdpii amplikdnu SPIKE prepoéitanych na pocet molekul templatovej
DNA s dizkou ~4 000 bazovych parov v jednej davke vakciny je priblizne 1,1 ng (vid Obr. 2.2.9)

Publikacia autorov Fleming et al, 2025 tiez obsahuje tvrdenie o velkej variabilite medzi jednotlivymi
SarZami a to v rozsahu az 3 radov, ¢o je pravdepodobne désledkom nevhodne dizajnovanej a technicky
zle uskutocnenej PCR. Vysledky kvantitativnej PCR na template cDNA prepisanej reverznou
trankripciou a na template zvySkovej DNA nie je vhodné priamo porovnavat. Nase vysledky ukazuju, ze
variabilita medzi Sarzami je v rozsahu jedného radu.

Autori prace Fleming et al, 2025 tieZ na zaklade RT PCR testu ORI oblasti tvrdia, Ze ,,cDNA izolaty”
ziskané reverznou tranksripciou DNA/RNA purifikdtov boli velmi kontaminované klonovacim
expresnym vektorom (,,nanogramové az mikrogramové mnozstva dsDNA”). Dokonca vyjadrili nazor, Ze
je pritomna cela templatova DNA kdodujluca kompletnu ,kazetu S proteinu” (3880 bp), ¢o dedukuju z
toho, Zze v RT PCR teste amplifikovali 5° ORI oblast ako aj 3’ oblast pre ¢ast S proteinu. Tento zaver je
vykonstruovany, pretoze na dokaz celej kazety by musela byt uskuto¢nena qPCR reakcia iného dizajnu
a parametrov. Navyse vysledky nasich sekvenancnych analyz ni¢ také nepotvrdili.

Praca obsahuje aj uvahu o inom konstrukte v danom expresnom vektore, ktory by mohol byt
,primiesanym”“ Omikronom. Nase vysledky sekvenovania, ako aj analyzy fragmentov ukazuju, Ze
v analyzovanych SarZiach sa nenachdadza Ziadny kompletny DNA templat, iba jeho malé fragmenty,
ktoré nemaju kédovaciu kapacitu. Co sa tyka Omikronu, mRNA kédujuca S protein subvariantov BA.1
a BA.4/BA.5 je jasne deklarovanou sucastou bivalentnach Sarzi 200023A, 200106A, MV1018A,
a 400012A.
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2.3 KVANTIFIKACIA DNA POMOCOU FLUOROMETRIE

Pri kvantifikacii nukleovych kyselin v biologickych vzorkach regulacné organy odporucaju popri
Standardnej gPCR pouZit aj nezavislé (tzv. ortogondlne) metddy. Jednou ztakychto metdd je
fluorometria, nakolko pri spravnom nastaveni a overeni experimentdlnych podmienok poskytuje
vysoko citliva fluorescencnu detekciu mnoZstva nukleovych kyselin. Vyhodou je, Ze tento spdsob
merania ponuka flexibilitu pri priprave vzorky s moznostou nastavenia kvantifikacie pre rézne
fluorescencné farbiva.

PRINCiP METODY:

Qubit fluorometria je zaloZena na poutziti fluorescenénych farbiv, ktoré sa viazu na dvojvlaknovi DNA
(dsDNA) a pri $pecifickej vinovej dizke emituju fluorescenciu Umernt mnozstvu pritomnej dsDNA. Tato
metdda je vysoko citlivd a umoziiuje presnu kvantifikdciu DNA vo vzorkach s nizkymi koncentraciami,
avsak neposkytuje informacie o velkosti alebo celistvosti fragmentov DNA. Vysledky merania m6zu byt
vyznamne ovplyvnené pritomnostou nadbytku RNA, ktord nedpecificky viaze fluorescenéné farbiva.
Tato skutolnost je podcefiovana, mylne interpretovana alebo ignorovana v publikaciach, ktoré
deklaruju nadlimitné mnozstva zvyskovej DNA v mRNA vakcinach (Kdmmerer et al, Science, Public
Health Policy, and the Law, 2024, Speicher et al, preprint, 2023, Kénig and Kirchner. Methods Protoc,
2024, Kénig and Kirchner, Methods Protoc preprint, not peer reviewed, 2024, and related Expression
of Concern, Methods Protoc Editorial Office, 2025). V zaujme uskutoénit kvantifikdciu DNA v mRNA
vakcinach technicky spravne sme najprv demonstrovali nespecificky signal pochadzajuci z nadbytku
RNA pridanim definovanej RNA do vzorky meranej kitom uréenym pre DNA. Na zadklade toho sme pri
samotne] analyze vakcin mRNA doékladne degradovali pomocou RNazy A. Okrem RNA modzZu na
$pecifickost DNA kvantifikacie pdsobit aj iné latky, ktoré definuje vyrobca v technickej dokumentdacii
(Qubit 1x dsDNA HS Assay Kit).

Hlavné faktory, ktoré vyznamne ovplyviuju technickd realizaciu kvantifikdcie DNA pomocou Qubit
fluorometrie:

- Pritomnost nadbytku RNA — vo vakcine sa nachadza aZz vyse 3000-ndasobné mnozstvo mRNA
v porovnani so zvySkovou DNA (pricom podla vyrobcu je pre korektnu kvantifikdciu DNA
akceptovatelna primes RNA v pomere 1:1 k DNA)

Nedostato¢né rozvolnenie a odstranenie lipidovych nanocastic (LNP) detergentmi

Respektovanie rozsahu citlivosti fluorometrickej detekcie DNA a akceptovatelnych mnozstiev
primesi (soli, detergenty, RNA)

9
9

Nevyhnutnym predpokladom spolahlivého kvantitativneho stanovenia zvyskovej DNA v mRNA
vakcinach pomocou fluorometrickych pristupov je extrakcia DNA, ktord umozriuje minimalizovat
pritomnost zloziek vakciny interferujdcich s meranim (napr. lipidov, soli, mRNA) a zaroven ziskat vzorku
obohatenui o DNA v mensom objeme tak, aby jej koncentracia bola v limite citlivosti metddy.

Na zabezpecenie spolahlivosti a robustnosti vysledkov DNA kvantifikacie sme zvyskovu DNA izolovali
dvomi roznymi sposobmi (vid' nizsie), pricom z kazdej Sarze sme pouzili tri biologické replikaty (t. j. 3
ampulky z kazdej Sarze) a dva technické replikaty (t. j. fluorometrické merania).

OPIS POSTUPOV:
A. lzolacia DNA pomocou extrakcie fenolom-choloroformom-izoamyalkoholom (PCl extrakcia)

Extrakcia celkovych nukleovych kyselin zmesou fenol-chloroform-izoamylalkohol umozniuje ucinné
oddelenie nukleovych kyselin od proteinov, lipidov a inych zloZiek vakcinacnej matrice. Vakciny sme
najprv opracovali neiénovym detergentom (Triton X-100), ktory zabezpedil rozrusenie lipidovych
obalov a uvolnenie enkapsulovanych nukleovych kyselin z lipidovych nanocastic. Nasledna organicka
extrakcia zmesou fenol-chloroform-izoamylalkohol zabezpedila separaciu faz, pricom vodna faza
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obsahovala rozpustné nukleové kyseliny. Sekundarna extrakcia chloroformom zabezpecila odstranenie
zvyskov organickych kontaminantov. Pre docielenie Specifickej detekcie DNA boli vzorky opracované
RNazou A, ¢im sa minimalizovala pritomna mRNA. Finalny krok, etanolova precipitacia v pritomnosti
octanu sodného aglykogénu, umoznil kvantitativne wvyzrdZzanie nukleovych kyselin a ich
koncentrovanie do malého objemu pre nasledné analytické pouzitie. Tento sp6sob extrakcie DNA za
ucelom jej kvantifikacie vo findlnych produktoch mRNA vakcin bol pouZity v praci autorov Kaiser et al.,
(Vaccine, 2025).

Na izolaciu nukleovych kyselin touto metdédou bolo k 300 pl vzorky vakciny pridanych 30 pl 10 %
Tritonu X-100 (findlna koncentracia 1 %, v/v). Po 10-minutovej inkubacii pri laboratérnej teplote na
rotacnom miesadle sa k vzorke pridal rovnaky objem (330 ul) zmesi fenol:chloroform:izoamylalkohol
(25:24:1, pH ~8). Po intenzivnom premiesani na vortexe (60 sekind) nasledovala 2-minttova inkubacia
pri izbovej teplote a nasledna centrifugacia pri 4 °C, 16 000 x g po dobu 10 minut.

Vrchna (vodna) faza (~300 pl) bola opatrne prenesena do novej sterilnej mikroskimavky, do ktorej sa
nasledne pridalo rovnaké mnozstvo Cistého chloroformu (300 pl). Po kratkom premiesani (5 sekind)
a centrifugacii (5 mindat, 4 °C, 16 000 x g) sa opat odobrala vrchna faza (~300 pl), ktorad predstavovala
purifikovany extrakt celkovych nukleovych kyselin.

Za Ucelom minimalizacie pritomnej mRNA bola do vzorky pridand RNaza A (9 pl; 10 mg/ml), ¢im sa
dosiahla koneéna koncentracia 0,3 pg/ul. Vzorka bola inkubovana 2 hodiny pri 37 °C vo vodnom kupeli
a nasledne rychlo schladena na lade.

Pre vyzrazanie nukleovych kyselin sa do vzorky pridala 1/10 objemu 3M octanu sodného (pH 5,2), t. .
31,8 ul, a 1,59 pl glykogénu (20 mg/ml; findlna koncentracia 100 ng/ul). Po premiesani bol do zmesi
pridany 2,5-nasobny objem predchladeného 100% etanolu (832 pul). Vzorka bola premiesana
niekolkonasobnym prevratenim a inkubovana 1 hodinu pri -80 °C.

Po ukonceni inkubacie nasledovala centrifugacia (15 minut, 4 °C, 16 000 x g), po ktorej sa supernatant
odstranil a sedimentovany pelet premyl s 500 pl 70 % etanolu. Po premyti a dékladnom odstraneni
zvySkového etanolu bola skimavka ponechand otvorena pri laboratérnej teplote 5-10 minut, aby sa
pelet dosusil. Ten bol nasledne rozpusteny v 30 pul beznukleazovej ultracistej vody.

B. lzolacia DNA pomocou magnetickych gul'6cok

Komercna stprava MAGicBead™ cfDNA Isolation Kit od vyrobcu Zymo Research je uréena na izolaciu
volnej cirkulujicej DNA v biologickych tekutinach (napr. krvna plazma, sliny, moc a iné). lzolacia DNA
touto metddou je zaloZend na principe selektivnej vazby nukleovych kyselin na povrch magnetickych
Castic v pritomnosti chaotropnych soli. Vyhodou je jednoduchy extrakény proces s minimalnym poctom
ukonov a nevyzaduje sa krok precipitacie DNA. Vyizolovana DNA neobsahuje enzymatické inhibitory,
ktoré by mohli interferovat s PCR alebo inymi citlivymi aplikaciami.

KedZe sa DNA vo vakcinach méze vyskytovat len vo velmi nizkych koncentraciach a jej kvantifikacia
moze byt vyrazne ovplyvnend pritomnostou velkého mnoistva mRNA, bolo nevyhnutné pred
samotnou izoldciou odstranit dominantnd mRNA zlozku. Vzorka vakciny bola preto najprv osetrena
neiénovym detergentom (Triton X-100), ktory narusil lipidové nanocastice a umoznil uvolnenie
enkapsulovanej mRNA. Ta bola nasledne cielene degradovand RNazou A, ¢im sa nielen zniZil pomer
RNA k DNA, ale zaroven sa minimalizovalo riziko nespecifickej vazby RNA na magnetické castice pocas
purifikacie. V dalSom kroku, ktory uZ zodpoveda protokolu supravy, bola vzorka inkubovana
s proteinazou K, ¢im sa zabezpecila denaturacia pritomnych proteinov (v tomto pripade degradacia
RN4azy A z predchadzajuceho opracovania). Po pridani vazobného pufra sa DNA selektivne naviazala na
povrch magnetickych castic, zatial ¢o neviazané zlozky boli odstranené sériou premyvacich krokov.
Findlna elticia v malom objeme elucného pufra poskytla cistl, zakoncentrovanid DNA vhodnu na
nasledné molekularno-biologické analyzy.

Na izolaciu DNA touto metddou bolo pouZzitych 200 pl vakciny, ktoré boli prenesené do sterilnej 1,5 ml
mikroskimavky. Vzorka bola najprv opracovana 1 % Tritonom X-100 za Ucelom rozruSenia lipidovych
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nanocastic a uvolnenia enkapsulovanych nukleovych kyselin. Nasledne bola podrobena enzymatickej
degradacii mRNA pridanim RNazy A (konec¢na koncentracia 0,3 pg/ul) a inkubaciou po dobu 2 hodin
pri 37 °C vo vodnom kupeli.

Dali postup prebiehal v stlade s odporicanim vyrobcu stpravy. K upravenej vzorke bolo pridanych
50 ul stiepneho pufra (digestion buffer) a 8 ul proteindzy K. Po kratkom premiesani na vortexe
nasledovala dvojstupriova inkubacia — najskor 15 minut pri 55 °C, potom 15 minut pri 37 °C. Nasledne
sa do vzorky pridalo 50 pl vdzobného roztoku (binding buffer), s ktorym bola vzorka intenzivne
premiesana.

Magnetické Castice na zachytenie cfDNA boli pred pouZitim dékladne resuspendované na vortexe, aby
sa zabranilo ich agregacii a zabezpecila sa homogénna distriblcia. Do kazdej vzorky sa nasledne pridalo
10 pl suspenzie Castic, vzorka sa kratko premiesala na vortexe (5 sekind) a nasledne inkubovala pri
laboratdrnej teplote pocas 5 minlt na rotachom miesadle. V tomto kroku dochadzalo k naviazaniu
DNA na povrch magnetickych castic.

Po inkubdcii bola skimavka umiestnena na magneticky stojan, ktory umoznil rychlu separaciu castic
od zvysSku roztoku. Supernatant bol opatrne odstraneny a k peletu castic sa pridalo 800 pl
premyvacieho roztoku. Suspenzia bola niekolkokrat premiesand pomocou pipety a opéatovne
umiestnend na magneticky stojan na separaciu. Premyvaci krok sa zopakoval este dvakrat s pouzitim
300 pul premyvacieho roztoku v kazdom cykle.

Po poslednom premyti boli magnetické castice zbavené zvyskového roztoku a do skimavky sa pridalo
20 pl elu¢ného pufra (elution buffer). Castice boli jemne premiesané pipetou a vzorka bola inkubovana
1 minutu pri laboratdrnej teplote. Nasledne bola skimavka opat umiestnend na magneticky stojan
a Ciry eluat 20 pl (obsahujuci izolovanu DNA) bol pipetou preneseny do novej sterilnej mikroskimavky.

C. Priprava vzoriek a Qubit fluorometria

Na stanovenie koncentracie nukleovych kyselin (DNA aj RNA) vo vakcinach a extraktoch z vakcin bol
pouzity fluorometer Qubit Flex (Invitrogen), v kombinacii s k nemu uréenymi detekénymi sdpravami
a jednorazovymi plastovymi skimavkami Qubit Flex Assay Tube Strips.

Na kvantifikdciu DNA bola pouZitd suprava Qubit 1X dsDNA HS Assay Kit, urCena na vysoko citliva
detekciu dvojvldknovej DNA v rozsahu koncentracii 0,01-100 ng/ul. Na kvantifikiciu mRNA vo
vakcinach bola pouZita siprava Qubit™ RNA BR Assay Kit, s rozsahom 0,5—-1200 ng/ul.

Meranie bolo realizované v silade s pokynmi vyrobcu. Pre kazdy kit bol pristroj kalibrovany pomocou
Standardov dodavanych v jednotlivych stpravach — a to zmiesanim 10 pl kalibraéného standardu a 190
ul pracovného roztoku (working solution). Kalibracné roztoky boli pripravované pre vsetkych 8 pozicii
sucasne, aby sa zabezpedila konzistentnost merania.

Priprava pracovného roztoku a rozdiely medzi supravami:

- V pripade supravy Qubit 1X dsDNA HS Assay Kit bol pracovny roztok pripraveny vyrobcom uz ako
hotova zmes obsahujtca interkala¢né farbivo, a preto sa mohol bez dalSich priprav priamo miesat
so vzorkou.

- Supravu Qubit RNA BR Assay Kit dodaval vyrobca vo forme samostatnych zloZiek: reakény pufor
(RNA BR Buffer) a interkalacné farbivo (Qubit RNA BR Reagent). Pracovny roztok sa preto musel
pred pouzitim erstvo pripravit zmiesanim reakéného pufra s farbivom v pomere 1 pl farbiva na
jednu reakciu (t. j. 1 pl farbicky na kazdych 200 ul findlneho objemu roztoku). Miesanie prebiehalo
v sterilnej 15 ml plastovej skimavke.

Meranie vzoriek:

Na kvantifikaciu bola kazda vzorka pripravena zmiesanim 2—20 pl vzorky (extrakty 4 pl, Cisté vakciny 10
ul) s pracovnym roztokom tak, aby vysledny objem reakénej zmesi bol 200 pl. PouZity objem vzorky bol
uréeny empiricky — na zaklade ocakdvanej koncentracie nukleovych kyselin a dostupnosti vzorky
s ohfadom na potrebu jej dalsSich analyz. Po dokladnom premiesani vzorky na vortexe nasledovala
2-minutova inkubacia v tme a nasledné meranie na pristroji.
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Pred samotnym meranim bol do fluorometra zadany pouzity objem vzorky, ¢o umoznilo automaticky
vypocet koncentracie nukleovych kyselin vo finalnych jednotkach ng/ul. V pripadoch, ked' sa vysledna
hodnota nachadzala mimo detekéného rozsahu, bolo meranie zopakované s adekvatne upravenym
objemom vzorky, aby vysledna koncentracia spadala do kalibracného rozsahu pouzitej metddy.

Prepocet koncentrdcie nukleovych kyselin na celkové mnoZstvo DNA/RNA v ddvke:
Pre vypocet celkového mnoistva DNA/mRNA v davke vakciny v ng/ug boli namerané hodnoty
koncentracie v ng/ul prenasobené prislusnym koeficientom:

- V pripade DNA izolovanej PCl extrakciou, ktora bola vo finalnej eltcii 10-ndsobne zahusten3, bola
namerand koncentracia nasobena koeficientom x30 (Comirnaty), alebo x50 (Spikevax), co
zodpoveda objemu davky 300 pl, resp. 500 pl.

- Vpripade DNA izolovanej magnetickymi Casticami, ktord bola vo finadlnej eltcii 10-nasobne
zahustenad, bol pri vypocte zohladneny objem Tritonu X-100 a RNazy A, pridany do vakciny pred
odobratim vychodiskového objemu do izolacie. Namerané koncentracie tak boli nasobené
koeficientom x33,9 (Comirnaty), alebo x56,5 (Spikevax), ¢o zodpoveda objemu davky 300 pl, resp.
500 pl.

- V pripade priamej analyzy vakcin Comirnaty a Spikevax bol pri vypocte zohladneny objem Tritonu
X-100 pridaného za ucelom uvolnenia enkapsulovanej mRNA z lipidovych nanocastic pred
samotnou kvantifikdciou. Namerané koncentracie (x ng/ 1 ul) tak boli ndsobené koeficientom
x315 (Comirnaty), alebo x525 (Spikevax).

VALIDACIA POSTUPOV:

Na dokaz nespecifického signalu pochadzajuceho z RNA sme r6zne mnozstva komeréného RNA vldkna
(RNA Control Strand, Oxford Nanopore Technologies) kvantifikovali Qubit flurometriou pouZitim
supravy 1x dsDNA HS Assay Kit, uréenej na kvantifikaciu dvojvliaknovej DNA.

Vysledky merania ukazali, Ze aj nizke koncentracie RNA skutocne emituju znacny fluorescencny signal
zodpovedajuci stotindm az desatindm nanogramu DNA v 1 pl vzorky. Hoci sa toto nadhodnotenie méze
javit ako zanedbatelné pri beznych aplikaciach, v pripade analyzy mRNA vakcin mdze byt jeho vplyv
signifikantny. Je to predovsetkym v pripade, ked sa namerana koncentracia prepocitava na jednu davku
vakciny — nasobenim nizkych hodnét z fluorometra sa aj na prvy pohlad drobné oscilacie mo6zu
premietnut do vyznamného rozdielu kvantity DNA v davke (Obr. 2.3.1 A).

Analyzovali sme aj vplyv opracovania PCl extraktu vakciny RNazou A na kvantifikdciu DNA pomocou
Qubit fluorometrie. Vysledok potvrdzuje vysoky nespecificky signal pochadzajuci z velkého nadbytku
RNA, ktory moze viest k nespravnej interpretacii mnozstva zvyskovej plazmidovej DNA (Obr. 2.3.1 B).

VYSLEDKY:

Na zaklade validacie sme vo vsetkych pripadoch izolaty dokladne opracovali RNazou A, aby sme
minimalizovali interferenciu signalu spésobent pritomnostou mRNA vo vakcine.

Vysledky DNA kvantifikdcie pomocou Qubit 1x dsDNA HS assay vo vsetkych analyzovanych Sarziach
vakcin su zobrazené podla metdd izolacie na Obr. 2.3.2.
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priemeru technickych replikatov. Horizontdlna Ciara zndzorriuje priemer troch biologickych replikdtov so
smerodajnou odchylkou.
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Obr. 2.3.2

Suhrn vysledkov DNA kvantifikdcie vo vsetkych analyzovanych SarZiach vakcin pomocou Qubit fluorometrie
s pouZitim supravy Qubit 1x dsDNA HS Assay Kit. DNA bola izolovand dvomi réznymi metddami: (A) extrakcia
zmesou fenol-chloroform-izoamylalkohol), (B) izoldcia magnetickymi guléckami MAGicBeads (ZYMO). Cervend
prerusovand Ciara zndzorriuje limit 10 ng na 1 ddvku vakciny. Body v grafe zndzorriuju jeden biologicky replikdt,
pricom hodnota zodpovedd priemeru technickych replikdtov. Horizontdlna Ciara zndzorriuje priemer troch
biologickych replikdtov so smerodajnou odchylkou. *Neexspirované vakciny.
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Qubit fluorometriu sme poufZili aj na stanovenie mnoiZstva mRNA vo vakcinach. Tento pristup
nevyzadoval Ziadnu extrakciu, ale vakciny boli pred meranim opracované 0,5 % Tritonom X-100.
Mnozstvo mRNA sme urcili pomocou kitu uréeného na tento Ucel priamo vo vzorkach vakcin. Vysledky
merania su znazornené na Obr. 2.3.3.
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Kvantifikdcia mnoZstva mRNA v ddvke pre vsetky analyzované SarZe vakcin pomocou Qubit fluorometrie
s pouZitim supravy Qubit RNA BR Assay Kit. Body v grafe zdzorriuju priemer technickych replikdtov so Standardnou
odchylkou. Zelend prerusovand Ciara zndzorriuje vyrobcom deklarovany obsah mRNA v ddvke pre dané vakciny v
grafe. *Neexspirované vakciny.

ZAVER:

DNA kvantifikdcia pomocou Qubit fluorometrie ukazala, Ze Ziadna analyzovana Sarza mRNA vakcin
neobsahuje nadlimitné mnoZstvo zvyskovej DNA. VSetky SarZe su v sulade s poZiadavkami regulaénych
autorit (Australian Government, TGA, 2024, 2025, Milne et al, NPJ Vaccines 2023, Paul-Ehrlich-Institut
2023).

RNA kvantifikacia ukazala, Ze mnoZstvo mRNA vo vakcinach Comirnaty je minimalne na Urovni
uvadzanej vyrobcom. Pri vakcinach Spikevax Styri zo Siestich vakcin vykazovali mierne nizsie hodnoty,
¢o naznacuje ich ciastocnu degradaciu (pozn. vsetky vakciny Spikevax boli dlhodobo po exspirdcii) .

Na zdklade toho mdzeme skonstatovat, Ze podla vysledkov flurometrickej analyzy sa pomer mnozstva
zvySkovej DNA k mnoZstvu mRNA v jednotlivych SarZiach pohyboval v rozmedzi 1 : 6000 — 1 : 30 000.
Pri takomto vysokom nadbytku mRNA je mimoriadne délezZité dosledne dbat na minimalizaciu
interferencie mRNA pri merani kvantity DNA. Tato poZiadavka vyplyva z faktu, Ze fluorescencna znacka
uréend na detekciu DNA sa pri velkom nadbytku viaze aj na mRNA a emituje nespecificky fluorescencény
signal, ¢o vedie k nadhodnoteniu nameranych hodnot pre DNA. Vyrobcovia fluorometrickych stprav
na kvantifikaciu DNA sice deklaruju vysoku selektivitu fluorescenénych znaciek pre dsDNA a minimalnu
interferenciu RNA, ale iba pri pomeroch DNA ku RNA 1:1 a 10:100. V pripade mRNA vakcin je vSak
tento pomer vyrazne mimo rozsah deklarovanej validity.

Pri purifikacii zvySkovej DNA z vakciny PCl precipitaciou alebo izolaciou magnetickymi gul6ckami sa
spolu s DNA do vzorky dostava v nadbytku aj mRNA, ktord je potrebné pred meranim degradovat
pomocou enzymu RNazy A, ako sme demonstrovali aj na Obr. 2.3.1B. Ignorovanie tohto kroku
predstavuje zasadné metodologické pochybenie, ktoré je zrejmé v praci Speicher et al., Preprint, 2023,
kde autori fluorometricky kvantifikovali DNA bez predchadzajucej degradacie mRNA. Vysledkom boli
hodnoty v rozsahu niekolkych mikrogramov DNA na davku, ¢o znamend niekolko stondsobné
prekrocenie regulacnych limitov, ktoré vsak nezodpoveda skutocnosti a vyvolava neopodstatnené
obavy. Podobny problém je mozné vidiet aj v praci Kénig a Kirschner, Methods Protoc, 2024, ktori sa
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vo svojich zaveroch odvolavaju na vysoku selektivitu fluorometrickych farbiv, pricom aplne ignoruju
extrémny pomer RNA:DNA v analyzovanych vakcinach. Takéto interpretacie su zavadzajuce, pretoze
nezohladnuju zdkladny princip interferencie pri nevalidovanych podmienkach a vedu k alarmistickym
zaverom bez redlneho vedeckého opodstatnenia.

Nase validacné experimenty jednoznacne preukazali, Ze zvySujuca sa koncentracia RNA linedrne
nadhodnocuje vysledky merani dsDNA uzZ od relativne nizkych hladin RNA (Obr. 2.3.1). Hoci sa tento
efekt moze zdat zanedbatelny v beZznych aplikaciach, pri stanoveni rezidualnej DNA v mRNA vakcinach
predstavuje zasadny problém. Vyznam tychto opatreni dokazuje aj analyza prace Kimmerer et al,
Science, Public Health Policy, and the Law, 2024, kde sice autori degradovali mRNA pomocou RNazy A,
avsak vo svojej metodike neuviedli kontrolu zvyskovej RNA po degradacii. To vyvolava otazky o
ucinnosti tohto kroku, najma vzhfadom na vysoké mnoZstva mRNA vo vakcine a potrebu optimalizacie
enzymatického protokolu. Navyse, autori vzorky pred meranim 10-ndsobne nariedili, ¢im esSte zvysili
citlivost vysledku na malé meracie chyby. Aj napriek tomu boli namerané hodnoty DNA v davke vyrazne
nizsie nez v pracach, kde sa mRNA enzymaticky nedegradovala, ¢o nepriamo potvrdzuje nasu tézu, ze
pritomnost mRNA dramaticky nadhodnocuje merania.

V nasej studii sme tento problém riesili podobne ako Kaiser et al, Vacine, 2025, kombinaciou dékladnej
degraddacie mRNA a 10-ndsobného zahustenia extraktu DNA. Tym sa nielen minimalizoval
interferencny efekt, ale aj zniZil nasobiaci faktor pri vypoc¢te DNA v déavke. Pre ilustraciu: ak 1 ng/ul
MRNA spdsobi nadhodnotenie dsDNA o 0,05 ng/ul, potom pri nezahustenej vakcine (koeficient x300)
ide o nadhodnotenie o 15 ng, zatial Co po zahusteni (koeficient x30) len o 1,5 ng. Pri limitnej hodnote
10 ng na davku je tento rozdiel kriticky.

Zaverom mozno konstatovat, Ze fluorometria mdze byt pri dodrzani prisnych opatreni (enzymaticka
degradacia mRNA, extrakcia a zahustenie DNA) pouZitd ako spolahlivd doplnkovd metdda, ktora
poskytuje vysledky porovnatelné so specifickou qPCR. Nerespektovanie tychto principov vsak vedie
k zasadne skreslenym datam a chybnym interpretaciam, o je jadrom metodologickych nedostatkov
uvedenych v nekvalitnych publikaciach.
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2.4 ANALYZA INTEGRITY ZVYSKOVEJ DNA A mRNA POMOCOU KAPILARNE)
ELEKTROFOREZY

PRINCiP METODY:

Kapilarna elektroforéza umoziiuje separaciu fragmentov RNA alebo DNA, pricom dokaze urcit
distribuciu velkosti fragmentov, ¢o je doblezité pri posudzovani mnozstva a potencialnej biologickej
aktivity analyzovanych nukleovych kyselin. Tato metdda si vyZaduje Specializované vybavenie, spravnu
technicku realizaciu (Agilent, Applications, 2022, 2023, Agilent, Technical Overview, 2025) a odborné
znalosti, ktoré su dolezité pre spravnu interpretdciu vysledkov. V nasich analyzach sme pouzili
Fragment Analyzer System 5200, v skratke FA5200 (Agilent).

OPIS POSTUPU:

Fragmentova analyza nukleovych kyselin kapilarnou elektroforézou bola vykonavana na pristroji

Agilent Fragment Analyzer 5200 s pouzitim prislichajucich suprav doddvanych vyrobcom pristroja.

V zavislosti od zdmeru experimentov boli pouZité nasledujuce stupravy:

- Agilent DNF-464 HS Large Fragment 50 kb Kit
Suprava je uréena na vysoko citlivi analyzu fragmentov DNA v koncentra¢nom rozsahu 5 pg/ul —
600 pg/ul (50 pg/ul — 5 ng/ul na vzorku) a velkosti 75 — 48 500 bp. Bola pouzitd na analyzu
zvyskovej DNA vo vakcinach po enzymatickej degradacii mRNA RNazou A.

- Agilent DNF-930 dsDNA 930 Reagent Kit (75 — 20000 bp)
Suprava je urena na analyzu fragmentov DNA o velkosti 75 — 20000 bp v rozsirenom rozsahu
koncentracii (0,5 ng/ul — 50 ng/ul). Bola pouzitd na analyzu zvyskovej DNA vo vakcinach po
enzymatickej degradacii mRNA RNazou A a na vizudlnu demonstraciu prikladu nadlimitného
mnozstva DNA v analyzovanej vzorke.

- Agilent DNF-471 (15nt) RNA Kit — Total RNA
Suprava je uréend na analyzu celkovej RNA v koncentraénom rozsahu 5 ng/pl — 500 ng/ul
a velkosti fragmentov od 200 do 6000 nukleotidov. Bola pouZita na analyzu integrity mRNA vo
vakcinach.

Priprava pristroja

Pred zaciatkom analyzy bol pristroj pripraveny podla standardnych postupov predpisanych vyrobcom:
Ekvilibracia vyrobcom dodavanych roztokov a reagencii na laboratérnu teplotu

Priprava a vymena/doplnenie prevadzkovych roztokov (inlet buffer, storage buffer, conditioning
solution) podla predpisanych intervalov

Vyprazdnenie zbernej odpadovej nadoby

Priprava potrebného mnoistva separacného gélu urceného pre dany kit zmieSanim gélu
a interkala¢ného farbiva (1 pl farbiva/1 ml gélu)

N2 2 20\ 7

Analyza DNA pomocou stpravy DNF-464 HS Large Fragment DNA Kit

Analyza bola vykondvana na kompatibilnej 96-jamkovej PCR platnicke. Za ucelom analyzy DNA boli
vzorky vakcin inkubované pri laboratérnej teplote s 1 % Tritonom X-100 (10 minut) pre uvolnenie
MRNA z lipidovych nanocastic a nasledne bola k vzorkdm pridana RNaza A (konecna koncentracia 0,3
pg/upl). Vzorky boli inkubované 2 hodiny vo vodnom kupeli pri 37 °C, aby sa docielila enzymaticka
degradacia mRNA a minimalizoval sa tak jej signdl pri vizualizacii DNA. Takto pripravené vzorky boli
priamo v platnicke zmiesané s riediacim roztokom (2 pl + 22 pl) obsahujucim hranicné velkostné
markery (diluent marker). Do pozicie 12 prvého analyzovaného riadka platnicky bol pridany
molekularny standard velkosti fragmentov (ladder) jeho zmieSanim s diluent markerom (2 ul + 22 pl).
Do nepoufZitych jamiek analyzovaného riadka platnic¢ky bolo pridanych 24 ul ,,slepého” roztoku (blank
solution), dodavaného spolu so supravou. Obsah vjamkach so vzorkami bol dobre premiesany
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opakovanym pipetovanim, platnicka bola prelepena krycou féliou a kratko centrifugovana, aby doslo
k usadeniu vzoriek na dno jamiek a odstraneniu bublin. Félia bola nasledne odstranena a platnicka so
vzorkami bola umiestnena do zasuvky €. 1. Premyvaci pufor (rinse buffer) bol podla protokolu vyrobcu
umiestneny v samostatnej 96-jamkovej platnicke (riadok A, 200 pl/jamka) do zasuvky M.
Elektroforetickd separdcia bola zahdjenad spustenim separacnej metdédy DNF-464-33 — HS Large
Fragment 50Kb.mthds. Vysledky analyzy boli vyhodnotené v softvéri ProSize Data Analysis Software.

Analyza DNA pomocou stpravy DNF-930 dsDNA 930 Reagent Kit (75-20000 bp)
Pracovny postup v pripade tejto supravy bol identicky ako v pripade kitov DNF-471 a DNF-464
s vynimkou niekolkych modifikacii:

- Pri pouziti tohto kitu bola priprava vzorky zavisld od ocakavanej koncentracie DNA. Ak bola
koncentracia < 10 ng/ul, vzorka bola riedena zmiesanim 4 pl vzorky s 20 pl 0,1x TE pufra. Ak bola
koncentracia > 10 ng/ul, zmiesali sa 2 pl vzorky s 22 pl TE pufra.

- Do nepoutitych jamiek platnic¢ky bol pridany cisty 0,1x TE pufor, ktory sluzil ako blank roztok

- Roztok obsahujuci hrani¢né velkostné markery bol v tomto pripade pridany namiesto rinse
bufferu do platnicky v zdsuvke M (riadok A, 30 pl/jamka).

Elektroforetickd separacia bola zahdjend spustenim separacnej metddy DNF-930-33 — dsDNA
75-20000bp.mthds. Vysledky analyzy boli vyhodnotené v softvéri ProSize Data Analysis Software.

Analyza integrity mRNA pomocou supravy DNF-471 (15nt) RNA Kit

Vzorky vakcin uréené na analyzu mRNA boli pred aplikaciou na platni¢ku kratko zahriate na 70 °C pocas
2 minut, ¢o podla odporucania vyrobcu zabezpecuje dostatocné uvolnenie mRNA z lipidovych
nanocastic pre jej spolahlivi vizualizaciu. Rovnakym sposobom bol podla instrukcii vyrobcu
denaturovany aj RNA ladder dodavany spolu so supravou. Po ochladeni na lade bola kazda vzorka
priamo v jamke platni¢ky zmieSana s diluent markerom (2 pl + 22 pl). Pracovny postup bol dalej
identicky so supravou DNF-464 HS Large Fragment DNA Kit. Proces elektroforetickej separacie bol
zahajeny spustenim prislusnej separacnej metdody (DNF-471-33-SS Total RNA 15nt.mthds).

Vysledky analyzy boli vyhodnotené v softvéri ProSize Data Analysis Software. Integrita vakciny bola
stanovena ako percentudlny pomer Specifického vrcholu pre SPIKE mRNA voci celkovej koncentracii
RNA vo vzorke.

VALIDACIA POSTUPOV:

Pred samotnou analyzou sme presnost kvantifikacie DNA na FA5200 testovali v sériovych dvojkovych
riedeniach vzorky DNA markerov, GeneRuler Low Range DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific),
s pouZitim kitu DNF-464 HS Large Fragment 50kb Kit, ktory ma koncentraény rozsah 0,005-0,6 ng/pl
pre DNA fragmenty a 0,05 — 5 ng/ul pre DNA smear (t.j. Uplne degradovani DNA), pricom deteguje
DNA molekuly s velkostou 75 bp - 48 000 bp.

Koncentracie stanovené pomocou kapilarnej elektroforézy su blizke o¢akdavanym hodnotam na zéklade
sériovych riedeni vychodiskovej vzorky, ktorej koncentracia bola uréend fluorometricky (Qubit 1x
dsDNA HS Assay Kit) (Obr. 2.4.1 A,B). Markery, ktoré boli najviac zastupené, boli viditelné aj
v najvyssom riedeni 10 240-krat, pricom urcenie ich velkosti na FA5200 bolo presné (Obr. 2.4.1 E,F).
Metdda je teda svojou citlivostou, rozsahom koncentracii, ako aj rozsahom velkosti fragmentov
vhodna na analyzu zvyskovej DNA v mRNA vakcinach proti COVID-19. KedZe sa jednd o metddu, ktora
vyuziva vazbu farbicky na nukleové kyseliny (DNA aj RNA), jej Specifickost je aj podla vyrobcu
ovplyvnena touto skutoénostou.
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Obr. 2.4.1

Kvantifikdcia markerovej DNA metddou kapildrnej elektroforézy na zariadeni FA5200 s pouZitim kitu DNF-464 HS
Large Fragment 50kb Kit.
(A) Zoznam riedeni, ocakdvanej koncentrdcie na zdklade sériového riedenia fluorometricky kvantifikovanej
vychodiskovej vzorky a skutocnej nameranej koncentrdcie.
(B) Grafické provnanie oCakdvanych a skutocne nameranych hodnét.
(C) Denzitogram z fragmentacnej analyzy DNA vo vzorke riedenej 640-krdt (LM — dolny marker oznacujuci 1
bp, UM — horny marker oznacujtci 20 000 bp).
(D) Tabulka s tdajmi o mnoZstve jednotlivych markerov v analyzovanom DNA ladderi riedenom 640-krdt.
(E) Denzitogram z fragmentacnej analyzy DNA vo vzorke riedenej 10 240-krdt.
(F) Tabulka s udajmi o mnoZstve jednotlivych markerov v analyzovanom DNA ladderi riedenom 10 240-krdt.
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Metdodu na detekciu DNA sme tieZ otestovali pomocou pridania definovaného mnoZstva DNA
fragmentu s definovanou dizkou 2000 bp (kontrolny inzert z komerénej stpravy In-Fusion HD Cloning
Kit, Takara).

Ak by vakcina obsahovala také nadlimitné mnoZstva DNA, aké reportovali niektori autori (Speicher et
al, Preprint, 2023) na zdklade nespravne uskutocnenych merani, tak by mali byt v denzitograme
viditelné vysoké vrcholy kriviek. Vysledky analyzy pomocou kapilarnej elektroforézy, ktora je opisana
nizsie, vsak ni¢ podobné neukazuju.

A
“ 0ng/uL
0 ng/dévku
B
* 0,5 ng/uL

“? 150 ng/davku

3000

C
oo 10E/HL
wo| 300 ng/davku
o F
Obr. 2.4.2
D Denzitogramy kapildrnej elektroforézy
oo 5 ng/ul . externe pridanej DNA ku kontrolnej vzorke

w1500 ng/dévku (Kit DNF-930 dsDNA 930 Reagent Kit). (A)
2200 Blank (t.j. prazdna kontrola) bez pridanej
DNA — dva vrcholy signdlu na zaciatku (75
bp) a na konci (20 000 bp) zodpovedaju
molekuldrnym standardom. (B-D) Vzorky
s pridanym stupajucim mnoZstvom
externého DNA fragmentu. Signdl je
detegovany v oblasti okolo 2100 bp a jeho
vyska zodpovedd mnoZstvu pridanej DNA.
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VYSLEDKY ANALYZY DNA:

Na zaklade validacie sme na analyzu pouzili vzorky vakcin priamo opracovanych RNdzou A a Tritonom
X-100. Vysledky analyzy pomocou kapilarnej elektroforézy zvyskovej DNA v jednotlivych SarZiach
vakcin st uvedené na Obr. 2.4.3 2 2.4.4.
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Obr. 2.4.3

Fragmentovd analyza vakcin Comirnaty a Spikevax supravou DNF-930 dsDNA 930 Reagent Kit. VIavo je uvedeny
reprezentativny denzitogram SarZe FP9632 Comirnaty a SarZe 000058A Spikevax, vpravo je porovnanie
denzitogramov dalSich analyzovanych sarZi. VSetky SarZe vykazovali porovnatelny elektroforeticky profil
a v Ziadnej z nich nebol zaznamenany Specificky vrchol naznacujtci pritomnost DNA v detekcnom rozsahu pouZitej
supravy. Miera vyskytu nespecifickych signdlov vo vakcinach bola totoZnd ako v pripade negativnej kontroly (Obr.
2.4.2A), demonstrujucej detekcné pozadie pristroja.

43




Comirnaty Original, FP9632

Sprava o analyze mRNA vakcin, 2025

uM Fi—
wm ~
Size(bp) |ng/ul | %(Conc) | nmole/L | From (bp) | To (bp) | Avg. Size | CV% - o g
(ng/ul) 8 g H
1 /1) 0,0155 202359 |0 24 1 307,23 A
2 |60 0,019 856 0,5359 41 76 58 un - §
EE3 0,0032 144 0,0181 264 315 20 153 ~
4| 200000 (UM] 0,0471 0,0004 171652 | 259997 | 202049 | 457 A g
TIC: 0,0222 ng/ul “
TM: 05541 | nmole/L A
Total conce| 0,043 ng/ul - 2
A
8 H - §
A A
S . H
TR T 1 3 T & & L % 7 I 4
# H g 3 H H g 8 8 H H L) ) T I 1 T & & & 2 T P
@ e 2 8 8 8 8 E 8 & g 8 8 8 2 H g 8 g H g
Size (bp) 8 Size (bp) C |
Comirnaty Original, 1F1051A
- §
8
Size(bp) |ng/ul | %(Conc) | nmole/L | From (bp)| To (bp)| Avg. Size [ CV% M .
(ng/ul) - §
T[TaM | ooss 03% 0 (K 293 . 8
Z_ 60 00165 | 1000 04757 |36 T 51 1432 o
3| 200000 (UM 0,0363 00003 | 170258 | 258136 | 202245 | 462 .o H
TG 00165 | ng/ul
TIM: 04757 | nmole/L -
Total conce| 00184 | ng/ul
A
A : :
5 o . §
TR & Iy & 2 Y Py &L Py Py — : — T — —— T :
¢ N o808 £08 8 8 8 H H chR o8 8 8 8 8 0§ § BEE§ 8 g
Size (bp) | Size (bp) C |
Comirnaty Original, 1LO84A
- H
A
wm
UM -
Size (bp) | ng/ul | %(Conc.) | nmole/L | From (bp) | To (bp) | Avg. Size | CV3e A
(ng/ul)
8
T (o0t a8 [0 B 2 |69 - H
2| 2000 UM, 0038% Q0003 | 169793 | 2961 | 2055 |53 A -
TG 000 | ngil -
TIM: 00000 | nmole/L . N
Totaconce| 00148 ng/l R
A
. - i
M '
R H
e - -
A
— 3 7 g — 7 ! a—— 7 7
N H H H 8 g g g g 3 2 [ [ LB T T & I T L & & % T P
vE ¢ LN R 8 8§ § § 8 ] g tEOF 8 8 8 B 0§ 0§ §EF & i
Size (bp) Size (bp)
Comirnaty Original, 1F1059A
M Sham
. §
Size(bp) | ng/ul | %(Conc) | nmole/L | From (bp)| To (bp)| Avg. Size | (V% -
(ng/ul) - §
1 |10V 00155 02359 |0 2% 1 21235)
HE 00214 1000 06133 |38 RS 3% s
3| 200000 (UM 0,0194 00002 | 174440 | 244183 | 204254 | 569 - g
TIC: 00214 | ng/ul
TIM: 06153 | nmole/L N
Total conce| 00236 | ng/ul " .
.
\
. , % i
A e
! ; : — ; . — 13 : :
TE 3 T P S PR T L % I I —
foo% 8 ¢ ¢ 8 8 § §§ @ : EEEEEEEEEEE :
Size (bp) il Size (bp) T i

44



Sprava o analyze mRNA vakcin, 2025
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Obr. 2.4.4

Denzitogramy z kapildrnej elektroforézy zvyskovej DNA v jednotlivych SarZiach vakcin analyzovanych na zariadeni
Agilent Fragment Analyzer 5200 s pouZitim kitu DNF-464 HS Large Fragment DNA Kit.

Merania boli uskutocnené v 3 biologickych replikdtoch a 3 technickych replikdtoch.

Vlavo je vZdy uvedeny reprezentativny denzitogram spolu s tdajmi o velkosti detegovanych fragmentov, ich
mnoZstve a o celkovom mnoZstve DNA v 1 ul vzorky vakciny.

Vpravo st zndzornené denzitogramy z replikdtov danej sarZe vakciny.

V ziadnej Sarzi analyzovanych vakcin sme nedetegovali Specificky signal, ktory by naznacoval
nadlimitné mnozstva zvyskovej DNA, o je v sulade s vysledkami fluorometrie (Qubit).
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VYSLEDKY ANALYZY RNA:

Analyza kapilarnou elektroforézou umozriuje overit aj integritu RNA ato priamo detekciou velkosti
a zastupenia RNA fragmentov pomocou RNA kitu. mRNA integrita je parameter, ktory definuje
celistvost mRNA vo vakcine (teda stav, ked nie je degradovand). Proces degradacie prebieha pri
nespravnom skladovani, transporte alebo manipulacii, najma pri prekroc¢eni doby uréenej na pouZitie
vakciny (po exspiracii). Pre dostatoénu funkénost vakciny by RNA integrita by mala byt zachovana
minimalne na Urovni 50 % (European Commission, APA BioNTech Pfizer, 2020).

Analyzu integrity RNA sme sa rozhodli uskutocnit vzhladom na fakt, Ze vacsina dostupnych $arzi vakcin
bola dlhSiu dobu po datume exspiracie a dokumentaciu o podmienkach ich skladovania nemame

k dispozicii. Porovnali sme kvalitativne a kvantitativne vyhodnotenie dvoch réznych riedeni vakcin (Obr.
2.4.5).

4033

Obr. 2.4.5

Analyza integrity mRNA vo

- vakcine Comirnaty, sarZa
LK8456, ktord bola
opracovand 0,2 % Tritonom
X100 a nariedend 20-krat (5
ng/u, ¢ierna linia) a 40-krdt
(2,5 ng/ul, cervend linia). Graf
ukazuje, Ze integrita mRNA je
na urovni 63,4 %

a demonstruje aj rozdiel

v mnoZstve mRNA v rozdielne
nariedenych vzorkdch.
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Obr. 2.4.6 ukazuje, ako sa degradacia mRNA prejavi na denzitograme a ako sa na jeho zaklade podita

% integrity mRNA. Suhrnné vysledky analyzy integrity mRNA vo vSetkych SarzZiach vakcin st zndzornené
na Obr. 2.4.7.

4061
arTs

FP3632 (1-1) 1L084A (1-2)

2656

70,5 %

41,4 %

T
2
e
]

1
0
500
1000~
1500~
2000~
3000~
4000~
500~
1000
1500~
2000
3000~
4000—

6000~
©6000—|

Size (nt) Size (nt)

Obr.2.4.6

Porovnanie dvoch sarZi vakcin Comirnaty s vyhovujtcou (viavo) a nevyhovujiucou (vpravo) integritou a relativnym
mnoZstvom celistvej mRNA.
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Suhrnny graf zndzorriujuci percentudlne vyjadrenie integrity mRNA vo vsetkych analyzovanych SarZiach vakcin.
PrerusSovand Ciara zndzorriuje minimdinu pripustnu integritu mRNA vo vakcine (50 %). Body v grafe zndzorfiuju
jeden biologicky replikdat, pricom hodnota zodpovedd priemeru technickych replikatov. Horizontdlna Ciara
zndzorfiuje priemer troch biologickych replikatov so smerodajnou odchylkou. *Neexspirované vakciny.

Sarza 1L084A, v ktorej bola detegovana zniZend integrita mRNA, bola vizudlne odli$na od ostatnych
Sarzi vakcin Comirnaty, ktoré mali integritu RNA dobre zachovanu, pricom vykazovala jasne viditelné
zakalenie (Obr. 2.3.8). Opalizujuci vzhlad bol viditelhy aj na vzorkach SarZi vakcin Moderna, v ktorych
bola integrita mRNA pod pripustnou hodnotou. Tieto efekty mézu byt dosledkom skladovania a dlhej
doby po exspiracii.

Comirnaty

Z20TUL0
M\GOL AL

Neexspirované
Sarze

OT eonne3n
(B 0L /D% E0ed

3
=
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Obr. 2.4.8

Fotografie ampuliek obsahujucich analyzované SarZe vakciny Comirnaty a Spikevax, ktoré boli rozmrazené podia
instrukcii vyrobcu. Vakciny, ktoré este neboli po datume exspirdcie mali ¢iry vzhlad, kym exspirované vakciny boli
viditelne opalizujtce.

49




Sprava o analyze mRNA vakcin, 2025

ZAVER:

Kapilarna elektroforéza je metdéda pouzZivana vyrobcami, ale aj kontrolnymi laboratériami na
monitorovanie RNA integrity vo vakcinach. Z verejne dostupnych zdrojov je zname, Ze u vakcin
Comirnaty sa za vyhovujucu hodnotu povazuje, ak je vo vakcine 50 % a viac intaktnej RNA. Tuto
hodnotu sme ako hrani¢nu zvolili aj v nasej analyze s vedomim, Ze vacsina nami analyzovanych vakcin
je dlhodobo po datume exspiracie.

Mnoistvo a integrita mRNA vo vakcinach su dolezitymi parametrami pri uvolfiovani vyrobenych Sarzi
na trh. Vyrobcovia aregulacné autority tieto parametre monitoruju akontroluju v procese
vyroby (drug substance specification) a taktiez u findlnych produktov (drug product specification).
U vakcin po dobe exspirdcie sa stanovovanie hodnét tychto parametrov (ale aj zvyskovej DNA)
vyslovene neodporuca. Integritu mRNA sme stanovili, pretoZe zniZenaintegrita mRNA
preexspirovanych vakcin mohla byt jednym z dévodov pozorovanej variability vysledkov kvantitativnej
PCR analyzy DNA a RNA, ktoru opisali autori Fleming et al (2025) a na jej zaklade prezentovali dokazmi
nepodloZené vyjadrenia.

Hoci sa kapilarna elektroforéza pri analyze vakcin standardne vyuziva najma na hodnotenie integrity
MRNA, jej princip umozZnuje aj vizualizaciu a charakterizaciu pritomnych fragmentov DNA. KedZe
detekcia nukleovych kyselin pocas elektroforetickej separacie je zaloZzend na fluorescenénych
interkalaénych farbivach, bolo nevyhnutné pred analyzou dékladne odstranit mRNA. Na tento Géel sme
mMRNA vo vakcinach po jej uvolnheni z lipidovych nanocastic Tritonom X-100 enzymaticky degradovali
RNazou A. Vzhladom na to, Ze primarnym ciefom tejto analyzy nebola presna kvantifikacia, ale
predovsetkym kvalititativne vylicenie nadlimitnych mnoZstiev DNA, analyzovali sme vakciny bez
extrakcie DNA.

Najprv sme analyzovali modelové vzorky s pridanym 2 kb fragmentom DNA v réznych koncentraciach
vyrazne presahujucich regulacény limit 10 ng na davku vakciny. Tymto experimentom sme vytvorili
vizualny referencny ramec denzitogramov pre nadlimitné mnozstva DNA. Nasledna analyza vsetkych
Sarzi vakcin pomocou supravy s rozSirenym koncentracnym rozsahom neukazala Ziadne Specifické
signaly, ktoré by zodpovedali DNA v detekénom rozsahu kitu. Denzitogramy vzoriek vakcin boli
prakticky identické s kontrolnymi vzorkami (fyziologicky roztok, sterilnd voda). Tieto vysledky
jednoznacéne vylu€uja pritomnost DNA v rozsahu stoviek nanogramov ¢i dokonca mikrogramov na
davku, ako uvadzaju viaceré publikacie zaloZzené na nespravne interpretovanej fluorometrii bez
odstranenia mRNA.

Pre vylGéenie nizsich koncentracii DNA, ktoré sa mohli nachadzat pod detekénym limitom prvej
pouZzitej supravy, sme vsetky Sarze analyzovali opakovane pomocou vysoko senzitivneho kitu s dolnou
hranicou detekcie zodpovedajicou koncentraciam vyhovujucim regulaénému limitu (10 ng/davku). Ani
tato analyza nepreukazala pritomnost nadlimitnych mnozstiev DNA, pricom i kvantitativne vystupy boli
v stlade s oCakavaniami na zaklade fluorometrie a gPCR.

Tieto data potvrdzuji, Ze mRNA vakciny neobsahuji mnoZstva DNA v mikrogramovych rozsahoch,
ako uvadzaju niektoré prace, ale iba nizke podlimitné hladiny fragmentov DNA v sulade s
regulacnymi poziadavkami. Fragmentova analyza tak poskytuje dalSi dokaz podporujtci
konzistentnost nasich vysledkov.
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2.5 ANALYZA DNA POMOCOU SEKVENOVANIA NOVEJ GENERACIE

PRINCiP METODY:

Sekvenovanie DNA je metdda stanovenia presného poradia (t.j. sekvencie) nukleotidov v retazcoch
DNA. Je to najdetailnejSia molekuldarna metdda na analyzu DNA. Prvou a dodnes pouZivanou je tzv.
enzymatickd metdéda podla Sangera z roku 1977 (Sanger et al, PNAS, 1977). Hoci metdda aj
v najmodernejSej implementacii umozfiuje na najnovsich automatizovanych kapilarnych
sekvenatoroch (napr. Applied Biosystems 3500) dosahovat az 1000 nukleotidové ¢itania, metdda
dokaze v jedinej analyze c¢itat iba jediny vopred zndmy a tzv. primermi definovany Usek DNA.
Technoldgia sice bola nosnou pri vytvoreni prvého draftu fludského genédmu v projekte Human Genome
Project (Lander et al, Nature, 2001), avéak kvéli zdihavosti, pracnosti a vysokym nakladom nie je
vhodna na analyzy komplexnych zmesi molekul DNA, ¢o je predmetom preverovania Sarzi vakcin podla
zadania.

Celkovl DNA z vakcin sme preto podrobili analyze pomocou druhogeneracného vysokoparalelného
sekvenovania (taktiez oznacované NGS - next generation sequencing, short read sequencing a MPS -

massively parallel sequencing). Vyuzita bola technolégia vysokoparalelného sekvenovania syntézou s

pouzitim tzv. reverzibilnych fluorescenéne znacenych terminatorov (Ju et al, PNAS, 2006) od

spoloc¢nosti lllumina Inc. (San Diego, CA, USA). Tato technoldgia bola zvolend ako optimalna pre
podrobnu charakterizaciu vsetkej pritomnej DNA vo vakcinach pre jej Specifické vyhody:

- Pri tejto metdde je moziné analyzovat iba dvojvldknové molekuly DNA spracované do tzv.
sekvenacnych kniznic (sequence library).

- Kazda molekula je analyzovana jednotlivo (v samostatnom sekvena¢nom klastri). Preto je mozné
v sekvenacnej analyze zaroven relativne kvantifikovat pritomnd DNA a to pocitanim molekdl.

- Technoldgia sa vyznacuje extrémne vysokym paralelizmom (analyzuje naraz obrovské mnozstvo
fragmentov DNA). V pripade pouzZitého pristroja Illumina NextSeq 2000 dokaze v jednom behu
pristroja analyzovat az 1,7 miliardy samostatnych molekul DNA.

- Hociide o ,short read” technolégiu, teda vyuZivajucu kratke ¢itania, pristroj umoznuje tzv. parové
citanie, teda citanie oboch koncov analyzovanych molekdl DNA. Preto je moZné pri tzv. mapovani
stanovit presnu velkost kazdej molekuly. Takto je mozné priamo zo sekvenac¢ného vysledku zistit
vychodiskovy stav DNA (teda jej celistvost).

- Ma vysoku hodnotu tzv. kvality volania bazy (basecalling) a teda hodnovernosti vysledku
(spolahlivosti volania jednotlivého nukleotidu na udrovni 99,99 % alebo vyssej pre 90 %
analyzovanej sekvencie).

Hoci je dnes dostupné aj tzv. tretogeneracné sekvenovanie (napr. Oxford Nanopore Technology
Minlon), ktoré sa vyznacuje schopnostou dlhych ¢itani a analyzy jednotlivych molekul nukleovych
kyselin nativne (Wang et al, Nature Biotech, 2021), niektoré Specifické vlastnosti tuto metddu
diskvalifikuju pre analyzu DNA pritomnu v preverovanych vakcinach:

- Technoldgia optimalizovana pre dlhé ¢itania nie je dobra na analyzu kratkych fragmentov
pritomnych v degradovanej DNA zistenej vo vakcinach.

- Pristroj umoziiuje analyzovat priamo aj molekuly RNA, ¢o je pri obrovskom nadbytku RNA vodi
DNA velkou nevyhodou.

- Vysoké vstupné naroky na mnozstvo DNA na Urovni mikrogramov DNA. KedZe v pripade
vsetkych preverovanych vakcin bolo mnozstvo v jednej davke nizsie ako limit 10 nanogramov,
bolo by nutné izolovat DNA na sekvenovanie zo stoviek davok, ¢o by bolo extrémne zdlhavé
a nakladné.

- Nizsi paralelizmus (menej analyzovanych molekul) v porovnani s vykonnymi druhogeneraénymi
sekvenatormi.

Nema priamu implementdciu parového Citania fragmentov (paired-end).
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Zjednodusené schematické porovnanie troch generdcii metod sekvenovania (Szemes et al. 2024)

OPIS POSTUPOV:

Izolacia DNA z analyzovanych Sarzi vakcin na ucel sekvenovania

Ziskanie DNA v dostato¢hom mnoZstve a vhodnej Cistote zo SarZzi preverovanych vakcin nebolo
jednoduché ani priamociare. V prvom rade, minimalnym vstupnym mnoZstvom podla Specifikacie
pouzitého kitu na pripravu liga¢nej kniznice TruSeq DNA Nano Library Prep Kit (lllumina, CA, USA) je
100 ng DNA. Stanovené vytazky DNA v ekvivalente ockovacej davky vsak boli vsetky nizsie, ako
stanoveny limit 10 ng, teda menej ako desatina minimalneho vstupného mnozstva podla protokolu
vyrobcu. Ako vysledky kvantifikacnych experimentov dokazuju, vSetky preverované Sarze vakcin tento
limit nedosahuju, resp. si nasobne nizsie. Ako sme vsak v publikovanych pracach viackrat potvrdili, aj
velmi nizke vstupné mnozstva fragmentovanej DNA mozno Uspesne sekvenovat aj v podmienkach
klinickej diagnostiky (Minarik et al, PLoS ONE, 2015, Kucharik et al, PLoS ONE, 2020, Holesova et al,
BMC Genomics, 2024).

Vyznamnej$im problémom v3ak bola pritomnost obrovského nadbytku molekul Gcinnej latky, teda
MRNA, ktora interferovala s meraniami pri priprave sekvenacnych kniznic. Vo vakcine sme pri
meraniach pomocou Qubit High Sensitivity eseje stanovili 3300 az 20700-krat viac modifikovanej
mRNA ako zvy$kovej DNA (v priemere 11360-krat viac, hmotnostné vyjadrenie). Uvodné vysledky si
vyZiadali optimalizaciu najma v kroku odstranenia pritomnej mRNA pred samotnym sekvenovanim.
Bolo nutné zaradit a optimalizovat krok opracovania RNazou (enzym rozkladajici molekuly RNA).
V pripade vakcin Comirnaty bolo optimalne mnoZstvo 60 pl RNazy (PureLink RNase A, ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA), no v pripade Spikevax az 100 pl. Ako kritérium pre kvalitu DNA sme
pouzili nemeratelné mnozstvo RNA (hodnota vysledku too low) pomocou Qubit RNA High Sensitivity
eseje (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Pri optimalizacii s pouzitim vakciny Spikevax sa
ukazalo ako esencialne zaradenie prvého kroku zahriatia vzorky na 95°C na 10 minut pre rozvolnenie
lipidovej frakcie, ¢o bolo nasledne pouzité aj pri vakcinach Comirnaty.
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Na kontrolu kontamindacie vzoriek v procese izolacie vzoriek, naslednej pripravy sekvenacnych kniznic
a identifikaciu pozadia laboratdria vykondvajuceho analyzy, bola do analyzy zahrnutd NTC (non
template control) vzorka, kde bol ako vstupny materidl pouzity fyziologicky roztok.

Izolacia DNA na ucel nasledného sekvenovnia, bola uskutoénend pomocou Qiagen koloniek. Poufzili
sme supravu QlAamp Blood Mini Kit (Qiagen), ktora je vhodna na extrakciu DNA zo vzoriek r6zneho
povodu (plnej krvi, kultivovanych buniek, telesnych tekutin, tkaniv, vysusenych krvnych kvapiek a pod).
V prvom kroku sa vzorky lyzuju, pricom uvolnena DNA sa naviaZe na silikdtovi membranu na koldnke.
DNA sa nasledne precisti pomocou dvoch premyti, ktorymi sa odstrania kontaminanty. Purifikovana
DNA sa z kolonky uvolni pomocou sterilnej vody alebo Specidlneho elu¢ného pufra. Je to rychla
a uc¢inna metdda extrakcie vysoko kvalitnej DNA, ktora je vhodna pre rézne aplikacie, ako napriklad
PCR alebo sekvenovanie.

Na izolaciu DNA z vakcin Comirnaty bolo pouZitych 300 ul vakciny (zodpovedajuce objemu ockovacej
davky), ktoré boli prenesené do sterilnej 2 ml mikroskimavky a zahriate na 95 °C pocas 10 minut za
ucelom uvolnenia lipidovej frakcie. Vzorky boli nasledne schladené ponorenim do ladu. Ku vzorkam
bola pridana RNaza A v objeme 60 pl, vzorky boli dokladne premiesané vortexovanim a sedimentované
kratkou centrifugaciou (15 s). K zmesi bolo nasledne pridanych 300 pl roztoku AL (lyza¢ny pufor) a 30
ul proteinazy K. Vzorka bola premiesana vortexovanim, sedimentovana kratkou centrifugaciou (15 s)
a inkubovana v termobloku 90 minut pri 37 °C a nasledne 10 minut pri 56 °C.

Po inkubacii bolo pridanych 300 pl 96 % etanolu, zmes bola dokladne premiesana na vortexe (15 s)
a opat kratko centrifugovana. Takto pripravend vzorka bola nanesend na QlAamp spin koldnku
umiestnenu v 2 ml zbernej skiimavke. V prvom kroku bolo na membranu aplikovanych 640 ul vzorky,
kolénka bola centrifugovana 1 min pri 6 000 x g a prietok v zbernej skimavke bol odstraneny. Nasledne
bol na kolénku aplikovany zvysny objem vzorky (~350 pl) a centrifugacia zopakovana za rovnakych
podmienok.

Po naviazani DNA na membranu koléonky nasledovali tri kroky premyvania:

- 500 pl roztoku AW1 (prvé premytie), centrifugdcia 1 min pri 6 000 x g,

- 500 pl roztoku AW?2 (druhé premytie), centrifugacia 1 min pri 6 000 x g,

- 500 pl absolutneho etanolu (tretie premytie), centrifugdcia 1 min pri 6 000 x g.

Na odstranenie zvyskového etanolu bola koldnka umiestnend do novej zbernej skimavky
a centrifugovand 3 min pri 14 000 x g. Potom bola vloZena do Cistej sterilnej 1,5 ml mikroskiimavky
a inkubovand 2 min v termobloku pri 56 °C, aby sa zabezpecilo Uplné vysusenie membrany.

Eldcia DNA bola uskuto¢nena pridanim 200 ul roztoku MPW (elu¢ny roztok) priamo na membranu
kolénky pre vakciny Sarzi LNO605, LK8842, LK8456, LM9076 (neexspirované), resp. 60 pl pre vakciny
Sarzi FP9632, 1F1051A, 1L084A, 1F1059A, PCB0020 (exspirované). Po 10-minutovej inkubacii pri
laboratdrnej teplote bola koldnka centrifugovana 1 min pri 14 000 x g a ziskany eluat (izolovana DNA)
bol pouZity na nasledné analyzy.

Na izolaciu DNA z vakcin Spikevax bolo pouzité mnoZstvo 500 ul vzorky (zodpovedajice objemu
ockovacej davky). V tomto pripade vsak, na zabezpecenie efektivnej elimindcie mRNA pomocou RNazy
A, boli vakciny zo Sarzi 000058A a 3005697 riedené v pomere 1:3 s roztokom MPW, zatial' ¢o vakciny zo
Sarzi 400012A, 200106A, MV1018A a 200023A (tzv. boostre) boli riedené v pomere 1:1 s MPW,
vzhladom na ich deklarovany obsah mRNA - 100 ug, resp. 50 ug.

Takto pripravené vzorky vakcin boli prenesené do sterilnej 2 ml mikroskimavky a zahriate na 95 °C
pocas 10 minut za ucelom uvolnenia lipidovej frakcie. Vzorky boli nasledne schladené ponorenim do
l[adu. Ku vzorkam bola pridand RNaza A v objeme 100 ul, dékladne premiesané vortexovanim
a sedimentované kratkou centrifugaciou (15 s). K zmesi bolo nasledne pridanych 500 ul roztoku AL
(lyzacny pufor) a 50 pl proteindzy K. Vzorka bola premiesand vortexovanim, sedimentovana kratkou
centrifugaciou (15 s) a inkubovana v termobloku 90 minat pri 37 °C a nasledne 10 minut pri 56 °C.

Po inkubacii bolo pridanych 500 pl absolitneho etanolu, zmes bola dékladne premiesSana na vortexe
(15 s) a opat kratko centrifugovana. Takto pripravena vzorka bola nanesena na QlAamp spin koldnku
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umiestnenut v 2 ml zbernej skimavke celkovo v troch krokoch. V prvom kroku bolo na membranu
aplikovanych 640 pl vzorky, kolénka bola centrifugovana 1 min pri 6 000 x g a prietok v zbernej
skimavke bol odstraneny. V druhom kroku bolo na koldnku opat aplikovanych dalsich 640 ul vzorky,
kolénka bola centrifugovana 1 min pri 6 000 x g a prietok v zbernej skimavke bol odstraneny. Nasledne
bol na koldnku aplikovany zvysny objem vzorky (~370 ul) a centrifugdcia bola zopakovana za rovnakych
podmienok.

Po naviazani DNA na membranu koléonky nasledovali tri kroky premyvania:

- 500 pl roztoku AW1 (prvé premytie), centrifugacia 1 min pri 6 000 x g,

- 500 pl roztoku AW?2 (druhé premytie), centrifugacia 1 min pri 6 000 x g,

- 500 pl absolitneho etanolu (tretie premytie), centrifugdcia 1 min pri 6 000 x g.

Na odstranenie zvyskového etanolu bola koldnka umiestnend do novej zbernej skimavky
a centrifugovana 3 min pri 14 000 x g. Potom bola vloZena do Cistej sterilnej 1,5 ml mikroskimavky
a inkubovand 2 min v termobloku pri 56 °C, aby sa zabezpecilo Uplné vysusenie membrany.

Eldcia DNA bola uskutocnena pridanim 60 pl roztoku MPW (elu¢ny roztok) priamo na membranu
kolénky pre zahustenie DNA vo vyslednej izolovanej vzorke. Po 10-minutovej inkubdcii pri laboratérnej
teplote bola kolénka centrifugovana 1 min pri 14 000 x g a ziskany eluat (izolovana DNA) bol pouZity
na nasledné analyzy.

Fluorometrické stanovenie mnozstva DNA

Na stanovenie koncentracie DNA v izolovanych vzorkach bol pouzity pristroj fluorometer Qubit™ 3.0
(Invitrogen), v kombinacii s urcenymi detekénymi sipravami a jednorazovymi plastovymi skimavkami
Qubit™ Assay Tubes. Na kvantifikaciu DNA bola pouzita suprava Qubit™ dsDNA HS Assay Kit urcenda na
vysoko citlivi detekciu dvojvldknovej DNA v rozsahu koncentracii 0,005—-120 ng/ul.

Meranie bolo realizované v sulade s pokynmi vyrobcu. Pristroj bol kalibrovany pomocou Standardov
dodavaného k uvedenej suprave, a to zmieSanim 10 pl kalibracného standardu a 190 pul pracovného
roztoku (working solution).

Supravu Qubit™ dsDNA HS Assay Kit a Qubit™ RNA HS Assay Kit vyrobca dodava ako samostatné zlozky:
reakény pufor (DNA HS Buffer) a interkalacné farbivo (Qubit DNA HS Reagent). Pracovny roztok sme
preto museli pred pouzitim ¢erstvo pripravit zmiesanim reakéného pufra s farbivom v pomere 1 pl
farbiva na jednu reakciu (t. j. 1 ul farbicky na kazdych 200 pl findlneho objemu roztoku). Miesanie
prebiehalo v sterilnej 15 ml plastovej skimavke.

Na kvantifikaciu bola kazda vzorka pripravena zmiesanim 5 pl vzorky s pracovnym roztokom tak, aby
vysledny objem reakcnej zmesi bol 200 pl. Kazda vzorka bola merana ako technicky triplikat. Po
dokladnom premiesani vzorky na vortexe nasledovala 2-minutova inkubdcia v tme a nasledné meranie
na pristroji.

Pred samotnym meranim bol do fluorometra zadany pouzity objem vzorky, ¢o umozZnilo automaticky
vypocet koncentracie nukleovych kyselin vo findlnych jednotkach ng/ul. Podla nameranych hodn6t
koncentracie DNA (Tab. 3) sa nasledne nastavili protokoly na pripravu sekvenacnych kniznic.

Tab. 3
Koncentracie zvyskovej DNA izolovanej z analyzovanych Sarzi vakcin na ucel sekvenovania.

Nazov vakciny Sarza vakciny Koncentrdcia DNA
v extrakte (ng/pl)
FP9632 0,0444
1F1051A 0,0547
Comirnaty Original 1L084A 0,0631
1F1059A 0,0220
PCB0020 0,0302
Comirnaty Omicron JN.1 LK8456 0,0387
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LK8842 0,0285

LM9076 0,0416

Comirnaty Omicron KP.2 LNO605 0,0341
Spikevax Original 000058A 0,0331
3005697 0,0291

Spikevax bivalent 200023A 0,0275
Original/Omicron BA.1 200106A 0,0496
Spikevax bivalent MV1018A 0,0288
Original/Omicron BA.4-5 400012A 0,0267

Priprava kniZznic na sekvenovanie

Cielom analyzy bolo nielen urcit, aké molekuly DNA su pritomné v Sarziach vakcin, ale aj v akom stave
degraddcie sa tieto molekuly nachadzaju. Ide o tzv. fragmentomickl analyzu, ktora ma Specidlny
vyznam pri tzv. tekutej nadorovej biopsii (Bao et al, Nature Medicine, 2025). Preto bolo klticové po
izoldcii DNA wvzorky viac nefragmentovat v zmysle S$tandardnych metéd sekvenovania
vysokomolekuldrnej DNA, ale pouzit metddu, ktora zachovava pdvodnu dizku fragmentov. Zvolili sme
knizni¢ny kit TruSeq DNA Nano. Z pévodného protokolu sme vynechali prvy krok fragmentacie DNA
(ten sluzi na Stiepenie vysokomolekuldarnej DNA, ktoru ziskavame pri Standardnej izolacii napr. z
bunkovych kultir) prave na to, aby sme zistili skutotné dizky fragmentov pritomnych
v SarZiach vakcin.

Sekvenacné kniznice boli pripravené v polovicnom objeme v porovnani s origindlnym protokolom
z dévodu nizkeho (podlimitného) obsahu DNA vo vzorkach.

Vstupny objem 30 pl izolovanej DNA bol preneseny do nizkoadhezivnej PCR platnicky (LoBind,
Eppendorf). K vzorke bol pridany 20 pl roztok End Repair Mix 2, ktory zabezpecuje zarovnanie koncov
fragmentov DNA. Zmes bola kratko premiesand pipetovanim a nasledne bola inkubovana
v termocykleri pri 30 °C pocas 30 minut a schladena na 4 °C. Po inkubacii bol k reakénej zmesi pridany
4-nasobok objemu Sample Purification Beads (SPB), t. j. 200 ul magnetickych gul6éok, aby bolo
zabezpecené zachytenie vSetkych fragmentov DNA. Zmes bola dokladne premiesana pipetovanim
a bola inkubovana 5 minut pri laboratornej teplote. Magnetické gul6¢ky boli separované umiestnenim
PCR platnicky na magneticky stojan s inkubaciou pocas 10 minut. Supernatant bol odstraneny a pelet
bol dvakrat premyty 200 ul Cerstvo pripraveného 80 % etanolu. Zvyskovy etanol bol odstraneny
susenim pri laboratérnej teplote. K peletu bolo nasledne pridanych 10 ul Resuspension Buffer (RSB),
zmes bola dokladne premiesana pipetovanim, inkubovana 2 minuty pri izbovej teplote a magnetické
gulécky boli opat separované na magnetickom stojane pocas 5 minut. Z eluatu bolo prenesenych 8,75
ul do novej jamky v PCR platnicke.

Adenylacia 3’ koncov fragmentov DNA (pridanie jedného nukleotidu adeninu) bola uskuto¢nend
pridanim 6,25 pl A-Tailing Mix k eluatu. Zmes bola premiesana a nasledne bola inkubovana pri 37 °C
pocas 30 minut, pri 70 °C pocas 5 minut a nakoniec bola schladena na 4 °C pocas 5 minut.

Ligacia adaptérov bola realizovana pridanim 1,25 pl Indexed Adapter (podla multiplexového dizajnu —
unikatne oznacenie kazdej sekvenovanej vzorky individudlnou kratkou sekvenciou sluziacou na jej
identifikaciu v zmesi sekvenovanych DNA fragmentov), 1,25 ul Ligation Mix 2 a 1,25 pl RSB ku kazdej
vzorke. Zmes bola premiesana a inkubovana pri 30 °C pocas 10 minut a nasledne bola schladena na
4 °C. Ligacia bola zastavena pridanim 2,5 ul Stop Ligation Buffer.

Odstranenie nezabudovanych adaptérov a adaptér dimérov bolo uskutocnené dvojkrokovym
Cistenim pomocou SPB. V prvom kroku bolo pridanych 21,25 pl SPB, zmes bola dékladne premiesana
pipetovanim a inkubovana 5 minut pri laboratérnej teplote. Magnetické gulocky boli separované na
magnetickom stojane (5 minut), supernatant bol odstraneny a pelet bol dvakrat premyty 200 pl Cerstvo
pripraveného 80 % etanolu. Zvyskovy etanol bol odstraneny susenim pri laboratdrnej teplote. Nasledne
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bolo k peletu pridanych 26,25 ul RSB, zmes bola premiesana pipetovanim, inkubovana 2 minuty pri
laboratdrnej teplote a separdcia bola vykonana rovnakym spdsobom. Do novej jamky PCR platnicky
bolo prenesenych 25 ul eludtu. V druhom kroku cistenia bolo k eluatu pridanych 25 pl SPB. Zmes bola
dokladne premiesand pipetovanim, inkubovana 5 minut pri laboratérnej teplote a separacia bola opat
vykonana na magnetickom stojane. Supernatant bol odstraneny a pelet bol dvakrat premyty 200 ul 80
% etanolu. Po odstraneni zvySkového etanolu susenim bolo pridanych 13,25 pl RSB, zmes bola
dokladne premiesana pipetovanim, inkubovana 2 mindty pri laboratérnej teplote a separovana na
magnetickom stojane. Do novej jamky PCR platnic¢ky bolo prenesenych 12,5 ul eluatu.

PCR obohatenie kniznice (Library enrichment) bolo vykonané pridanim 12,5 ul EPM (Enhanced PCR
Mix) a 2,5 ul PPC (PCR Primer Cocktail) k eluatu. Reakcia bola uskutocnena v termocykléri za
nasledovnych podmienok: Uvodna denaturacia: 95°C na 3 minuty, 10 cyklov: denaturacia 98°C na 20
sekund, anelacia 60°C na 15 sekdnd, 72°C na 30 sekund, zaverecna polymerizacia: 72°C na 5 minut,
chladenie: 4°C.

Zaverecné Cistenie kniZnice bolo uskutocnené pridanim 25 pl SPB k PCR produktu. Zmes bola
premieSana pipetovanim a inkubovana 5 minuat pri laboratérnej teplote. Magnetické gulocky boli
separované, supernatant bol odstraneny a pelet bol dvakrat premyty 200 pl 80 % etanolu. Po
odstraneni zvyskového etanolu susenim bolo pridanych 13 ul RSB, zmes bola premiesand, inkubovana
2 minuty pri laboratdornej teplote a nasledne separovana na magnetickom stojane. Z eluatu bolo
prenesenych 12,5 ul do novej jamky PCR platnicky.

Findlne sekvenacné kniznice boli podrobené kontrole kvality pomocou fluorometrického merania
koncentracie (Qubit 3.0, Qubit DNA HS assay) a stanovenia dizky fragmentov (Agilent Bioanalyzer 2100,
High Sensitivity DNA Kit). Na zaklade ziskanych hodnét bola vypocitana nanomolarita kniznic podla
vzorca: (Koncentrdcia vzorky [ng/ul] / Priemernd dizka fragmentov [bp] * 660) * 10°.

KniZnice, ktoré nedosiahli poZzadovanu koncentraciu 2 nM, boli opatovne amplifikované s pridanim
troch PCR cyklov. Nasledne bolo vykonané cistenie pomocou SPB podla postupu popisaného vyssie
a znovu bola vykonand kontrola kvality. Vzorky, ktoré ani po opatovnej amplifikacii nespliiali potrebnd
koncentraciu, boli zakoncentrované odparenim elu¢ného roztoku na vakuovej centrifige Concentrator
Plus (Eppendorf AG, Hamburg, Germany).

Na stanovenie koncentracie findlnych kniznic bol pouzity pristroj fluorometer Qubit™ 3.0 (Invitrogen)
v kombinacii s Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (detekény rozsah 0,005-120 ng/ul) a jednorazovymi
plastovymi skimavkami Qubit™ Assay Tubes. Meranie bolo realizované v sulade s pokynmi vyrobcu.
Pristroj bol pred za¢atim merania kalibrovany pomocou Standardov doddavanych v spolu so supravou —
a to zmieSanim 10 pl kalibracného Standardu a 190 pl pracovného roztoku (working solution). Priprava
pracovného roztoku je popisand v predchadzajlcej kapitole Qubit fluorometrie. Strucne: pripravuje sa
zmieSanim reakéného pufra s farbivom v pomere 1 pul farbiva na jednu reakciu (t. j. 1 pl farbicky na
kazdych 200 pl findlneho objemu roztoku). Miesanie prebieha v sterilnej 15 ml plastovej skimavke. Na
kvantifikaciu bola kazda vzorka findlnej kniZnice pripravena zmiesanim 1 pl vzorky s pracovnym
roztokom tak, aby vysledny objem reakénej zmesi bol 200 ul. Po dékladnom premiesani vzorky na
vortexe nasledovala 2-minatova inkubacia v tme a nasledné meranie na pristroji. Pred samotnym
meranim bol do fluorometra zadany pouZity objem vzorky, ¢o umoZnilo automaticky vypocet
koncentracie nukleovych kyselin vo findlnych jednotkach ng/pl.

Analyza dizkového profilu pomocou Agilent Bioanalyser 2100

Na uréenie dizkového profilu finalnych kniznic bola pouZitd metdda elektroforézy na &ipe na pristroji
Bioanalyser 2100 (Agilent), v kombinacii s Agilent High Sensitivity DNA kit (detekény rozsah 100 pg/ul
—10 ng/ul pre fragmentovanu DNA a kniznice, 5 — 500 pg/ul pre PCR produkty). Analyza bola vykonana
v stlade s odporucaniami vyrobcu podla origindlneho protokolu.

Pred zaciatkom analyzy boli vSetky reagencie temperované na laboratdrnu teplotu po dobu 30 minut.
K jednej flasticke High Sensitivity DNA gel matrix bolo pridanych 15 pl DNA dye concentrate. Zmes bola
dokladne premiesana na vortexe, prenesena do spin filtra a centrifugovana pri 2240 x g po dobu 15
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minut. Pripraveny gel-dye mix bol chraneny pred svetlom a skladovany pri 4 °C (pouZitelny do
6 tyzdnov).

Na Cipovu pripravnu stanicu (chip priming station) bol umiestneny novy High Sensitivity DNA Cip. Do
jamky oznacenej E bolo pipetovanych 9 ul gel-dye mixu. Piest striekacky bol nastaveny na poziciu 1 ml
a po zatvoreni stanice bol zatlaceny, kym sa nezachytil klipom. Po uplynuti 60 sekund bol klip uvolneny,
po 5 sekundéch bol piest pomaly vytiahnuty spat na pdvodnu poziciu. Nasledne bol ¢ip otvoreny a do
vsetkych ostatnych jamiek oznacenych G bolo pridanych 9 ul gel-dye mixu. Do vSetkych jamiek pre
vzorky a velkostny standard bolo nasledne pridanych 5 pl markera. Do jamky urcenej pre velkostny
Standard bol pridany 1 ul High Sensitivity DNA velkostného Standardu. Do kazdej vzorkovej jamky bol
pridany 1 ul analyzovanej vzorky - kniZznice. Do nepouzitych jamiek bol pipetovany 1 ul markeru, aby
sa predislo chybam pri elektroforéze. Po napipetovani vsetkych reagencii bol Cip vloZeny do
horizontdlneho adaptéra a vortexovany po dobu 1 minuty pri 2400 rpm. Takto pripraveny Cip bol do
5 minut vloZeny do pristroja Agilent Bioanalyzer 2100, kde bola nasledne spustena analyza.

Kontrola kvality sekvenacnych kniznic

Sekvenacné kniznice sa podarilo Uspesne pripravit zo vietkych analyzovanych $arzi vakcin Comirnaty
aj Spikevax. Fragmentové profily jednotlivych kniznic si znazornené na Obr. 2.5.2.

Hodnoty a parametre z kontroly kvality findalnych kniznic s uvedené v Tab. 4. VsSetky pripravené
kniznice spliiali kvalitativne podmienky na nasledné sekvenovanie na platforme lllumina NextSeq 2000
— minimalna koncentracia 2 nM, absencia nezabudovanych adaptérov a adaptér dimérov.
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Obr. 2.5.2

Dizkové profily jednotlivych kniznic pripravenych pouZitim TruSeq DNA Nano kitu podla upraveného protokolu.

Tab. 4.
Hodnoty a parametre z kontroly kvality findlnych sekvenacnych kniznic.
Koncentracia Dizkovy profil Koncentracia finalnej

Sarza finalnej kniznice (ng/ul) findlnej kniZnice (bp) kniZnice (nM)
FP9632 2.06 388 10.1
1F1051A 1.64 339 7.1
1L084A 0.926 319 4.1
1F1059A 0.598 312 2.1
PCB0020 0.642 364 2.1
LK8456 4.28 373 17.1
LK8842 2.22 310 10.1
LM9076 5.9 383 23.1
LNO605 2.32 339 10.1
000058A 0.96 319 4.1
3005697 1.07 440 5.1
200023A 2.52 320 11.1
200106A 0.54* 308 2.66*
MV1018A 1.66 304 8.1
400012A 1.05 309 7.1

NTC 0.17 NA** NA**
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* hodnota po zakoncentrovani na vdkuovej centriftige
**NA - ,not available” - nedostupné ddta z dévodu nemeratelnych hodnét
NTC — kontrola bez templdtu, t.j. fyziologicky roztok

Sekvenacna analyza

Sekvenacné behy boli realizované na pristroji lllumina NextSeq 2000 s pouzitim sekvenacného kitu
XLEAP-SBS 200 cyklov. Pre kazdy beh boli pouZzité indexy TruSeq Index Adapter Ready s konfiguraciou
2 x 8 cyklov pre indexové Citanie. Sekvenovanie prebiehalo v mdde parového citania (paired-end)
s dizkou ¢&itania 2 x 100 bp.

Parametre jednotlivych behov vykazovali vysoku kvalitu dat, pricom podiel ¢itani s hodnotou kvality
> Q30 sa pohyboval v rozmedzi 92,3 % az 93,47 %.

Bioinformatické spracovanie sekvenacnych dat

Kontrola kvality sekvenacnych dat

Subory vo formate FASTQ ziskané zo sekvenovania boli podrobené kontrole kvality pomocou nastroja
FastQC (Andrews, 2010). Vzhladom na vysoku kvalitu sekvenovanych baz nebolo potrebné pristupit
k orezavaniu ¢itani.

@Per base sequence quality @Adapter content

Quality scores across all bases {Sanger / llumina 1.9 encoding) % Adapter

lllumina Universal Ada
38 lllumina Small RNA 3 A
36 90 lllumina Small RNA 5' A

PolyG

onN & 0 ®
o©

1234567891213 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 84-85 90-¢ 0 1234567891213 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 &«

Position in read (bp) Position in read (bp)

Obr. 2.5.3
Ukadzka vystupu kontroly kvality pre Citania pomocou FastQC.

Skladanie plazmidovych kontigov

Skladanie citani do kontigov bolo realizované nastrojom Unicycler (Wick et al., PLoS Comp Biol, 2017).
Vzhladom na nadmerny pocet citani bolo skladanie vykonané na prvych 100 000 citani pre kazdu
vzorku. Vynimkou boli 2 vzorky Spikevax bivalent Original/Omicron BA.4/BA.5, kde tento pocet
nepostacoval na kvalitné skladanie, preto bol pre tieto vzorky pouzity kontig zostaveny z 1 000 000
¢itani (Sarza MV1018A). Kazda vzorka bola reprezentovana jednym kontigom, ktory bol dalej pouzity
ako referencna sekvencia na mapovanie citani pre danu vzorku.

Uprava referenénych sekvencii na mapovanie &itani z cirkularnych plazmidov

Standardné nastroje na mapovanie sekvenacnych ¢itani vyZaduju linedrne referenéné sekvencie,
pricom priamo nepodporuju cirkularny charakter plazmidov. Cirkuldarny kontig je preto umelo
preruseny na nidhodne zvolenom mieste, ¢im vznikd poZadovany linearny retazec znakov. Citania
nachdadzajlice sa na rozhrani tohto technického zlomu by Standardné mapovacie nastroje neboli
schopné korektne mapovat. Aby sa predislo tejto technickej strate citani, bol na koniec linedrnej
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referenénej sekvencie pridany dodato¢ny 100 bp Usek (maximalna dizka ¢itania) zo zadiatku tej istej
sekvencie. Tato modifikacia zabezpecila spravne mapovanie aj tychto ¢itani na zlome.

Mapovanie sekvenacnych citani

Mapovanie k vyskladanym kontigom bolo realizované pomocou nastroja Bowtie2 (Langmead
a Salzberg, Nature Methods, 2012) a podrobené kontrole kvality pomocou nastroja Qualimap (Garcia-
Alcalde et al., Bioinformatics, 2012). Z vystupov nastroja boli extrahované a analyzované nasledovné
metriky:

- pocet analyzovanych éitani

- pocet mapovanych ¢itani

- pokrytie referenéného gendmu mapovanymi ¢itaniami

> dizkové profily fragmentov.

VYSLEDKY:

Zistené pritomné molekuly DNA

Sekvenovana DNA predstavuje pozostatky degradovanych molekul plazmidu, ktory sldzil ako templat
na produkciu mRNA v produkénom procese. Uplnt sekvenciu plazmidu bolo moiné stanovit
bioinformatickou metédou de novo skladania (de novo assembly) kratkych citani na zaklade
prekryvajucich sa usekov. Aj pri pouziti milidéna Citani pre kazdu vzorku bol vysledkom skladania vo
vsetkych pripadoch iba jeden jediny kontig (dlhsia sekvencia vytvorena skladanim na zaklade prekryvov
kratkych citani), ¢o preukazuje dominantnu pritomnost.

Vysoko kvalitné kontigy plazmidov (priloha so sekvenciami) ziskané bioinformatickym de novo
skladanim sme nasledne pouZili na tzv. mapovanie vsetkych sekvencii na stanovenie podielu citani
prislichajucich tomuto plazmidu v jednotlivych vzorkach sarzi vakcin.

Citania pochadzajlce z plazmidu tvorili v priemere 96,62 % (95,26 % - 98,08 %) celkovych ¢&itani pri
vakcinach Comirnaty a 88,71 % (83,52 % - 94,51 %) pri vakcinach Spikevax.

Tab.5
Parametre Citani sekvencii zvySkovej DNA analyzovanych Sarzi vakcin
Pocet Podiel Median

mapovanych mapovanych dizky
Sarza Pocet Citani citani citani fragmentu
FP9632 128 633 986 124 303 165 96,63 % 161
1F1051A 128 754 938 126 281 087 98,08 % 155
1L084A 114 100 030 109 945 922 96,36 % 130
1F1059A 129 743 660 123 597 428 95,26 % 134
PCB0020 110126 612 105 815 251 96,09 % 181
LK8456 200 055 240 194 161 206 97,05 % 165
LK8842 195186 178 188 261 908 96,45 % 136
LM9076 195994 470 189 729 969 96,80 % 170
LNO0605 198 887 382 192 564 352 96,82 % 153
000058A 103 869 046 90 339 760 86,97 % 131
3005697 103 602 508 93 207 924 89,97 % 201
200023A 122 199 366 115491 409 94,51 % 142
200106A 107 421 496 89717 345 83,52 % 132
MV1018A 96 552 136 88 102 825 91,25 % 128
400012A 102 951 692 88 568 921 86,03 % 127
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Zostavajuce citania boli podrobené analyze pomocou BLAST no v drvivej vacsine bez signifikantnej
podobnosti s akymkolvek zdznamom v globalnej databdze nukleotidovych sekvencii ENA/GenBank.
Vzhladom na nizke vstupné mnozstvo DNA ide pravdepodobne o fenomén kontaminacie
vychodiskovych roztokov popisany v praci Asplund et al. (Clin Microbiol & Infect, 2019).

KedZe sme pri sekvenovani poufZili parové ¢itania, teda sekvenovanie z oboch koncov fragmentov, bolo
mozné stanovit presnd dizku tychto fragmentov. Z tejto analyzy vypléva, Ze DNA je silno degradovana
a priemerné dizky sekvenovanych fragmentov boli 154 baz (rozptyl priemernych hodnét 130 - 181) pri

vakcinach Comirnaty a 144 baz (rozptyl 127 - 201) pri vakcinach Spikevax.

Insert Size Histogram
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Obr. 2.5.4

Ukdzka diZzkového profilu
sekvenovanych fragmentov
(Comirnaty sarZa PCB0020).

Pokrytie gendmu bolo vo vsetkych vzorkach znacne nehomogénne, pravdepodobne v dosledku

nerovnomernej degradacie genetického materialu.

Coverage across reference
PCB0020_to_sample.sorted.bam
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Obr. 2.5.5

UkdZka pokrytia referencnej
sekvencie plazmidu
mapovanymi citaniami
(Comirnaty sarZa PCB0020)
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NizsSie uvadzame reprezentativne sekvencie ziskané druhogeneracnym sekvenovanim v ramci tejto
analyzy s vyznacenim zakladnej kompozicie templatovej DNA:

>1F1051A Comirnaty

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGAAGAGCTCCAACCGGTGTGGTAGCTCCGCC
GTTTAACATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGAGATCCAATTTTTAAGTGTA
TAATGTGTTAAACTACTGATTCTAATTGTTTGTGTATTTTAGATTCACAGTCCCAAGGCTCATTTCAG
GCCCCTCAGTCCTCACAGTCTGTTCATGATCATAATCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTG
CTTTAAAAAACCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAAC
TTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATT
TTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTAACGCGTAAATTGTAAGC

>F1 origin of replication
GTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGA
AATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGA
ACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGAT
GGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCG
GAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAG
GGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACLCC
ACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGG
<
AACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGAT
SV40 promoter/enhancer >
AAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAATCCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGTGGAATGTGTGTC
AGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAG
TCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAA
TTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCC
ATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCGGCCTCTGAG
CTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAGATCGATCAAGAGACAG
<
>Kan/Neo start
GATGAGGATCGTTTCGCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAG
AGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTA
GCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAAGACGA
GGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTG
AAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCT
CCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTG
CCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCG
ATCAGGATGATCTGGACGAAGAACATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCG
AGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGA
AAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAG
CGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAACTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTAC
GGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGCGGG
Kan/Neo stop <
ACTCTGGGGTTCGAAATGACCGACCAAGCGACGCCCAACCTGCCATCACGAGATTTCGATTCCACCGC
CGCCTTCTATGAAAGGTTGGGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCG
GGGATCTCATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCTAGGGGGAGGCTAACTGAAACACGGAAGGAGACAATA
CCGGAAGGAACCCGCGCTATGACGGCAATAAAAAGACAGAATAAAACGCACGGTGTTGGGTCGTTTGT
TCATAAACGCGGGGTTCGGTCCCAGGGCTGGCACTCTGTCGATACCCCACCGAGACCCCATTGGGGLC
AATACGCCCGCGTTTCTTCCTTTTCCCCACCCCACCCCCCAAGTTCGGGTGAAGGCCCAGGGCTCGCA
GCCAACGTCGGGGCGGCAGGCCCTGCCATAGCCTCAGGTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAA
ACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTT
>pUC origin of replication

AACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCT
TTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCC
GGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTG
TTCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCT
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CTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAG
ACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGG
AGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAA
GGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGLCTTCC
AGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTT
TGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTG
GCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTAT
<
>T7 promoter
TACCGCCATGCATTAGTTATTAATTAATACGACTCACTATAAGAATAAACTAGTATTCTTCTGGTCCC
SPIKE start >
CACAGACTCAGAGAGAACCCGCCACCATGTTCGTGTTCCTGGTGCTGCTGCCTCTGGTGTCCAGCCAG
TGTGTGAACCTGACCACCAGAACACAGCTGCCTCCAGCCTACACCAACAGCTTTACCAGAGGCGTGTA
CTACCCCGACAAGGTGTTCAGATCCAGCGTGCTGCACTCTACCCAGGACCTGTTCCTGCCTTTCTTCA
GCAACGTGACCTGGTTCCACGCCATCCACGTGTCCGGCACCAATGGCACCAAGAGATTCGACAACCCC
GTGCTGCCCTTCAACGACGGGGTGTACTTTGCCAGCACCGAGAAGTCCAACATCATCAGAGGCTGGAT
CTTCGGCACCACACTGGACAGCAAGACCCAGAGCCTGCTGATCGTGAACAACGCCACCAACGTGGTCA
TCAAAGTGTGCGAGTTCCAGTTCTGCAACGACCCCTTCCTGGGCGTCTACTACCACAAGAACAACAAG
AGCTGGATGGAAAGCGAGTTCCGGGTGTACAGCAGCGCCAACAACTGCACCTTCGAGTACGTGTCCCA
GCCTTTCCTGATGGACCTGGAAGGCAAGCAGGGCAACTTCAAGAACCTGCGCGAGTTCGTGTTTAAGA
ACATCGACGGCTACTTCAAGATCTACAGCAAGCACACCCCTATCAACCTCGTGCGGGATCTGCCTCAG
GGCTTCTCTGCTCTGGAACCCCTGGTGGATCTGCCCATCGGCATCAACATCACCCGGTTTCAGACACT
GCTGGCCCTGCACAGAAGCTACCTGACACCTGGCGATAGCAGCAGCGGATGGACAGCTGGTGCCGCCG
CTTACTATGTGGGCTACCTGCAGCCTAGAACCTTCCTGCTGAAGTACAACGAGAACGGCACCATCACC
GACGCCGTGGATTGTGCTCTGGATCCTCTGAGCGAGACAAAGTGCACCCTGAAGTCCTTCACCGTGGA
AAAGGGCATCTACCAGACCAGCAACTTCCGGGTGCAGCCCACCGAATCCATCGTGCGGTTCCCCAATA
TCACCAATCTGTGCCCCTTCGGCGAGGTGTTCAATGCCACCAGATTCGCCTCTGTGTACGCCTGGAAC
CGGAAGCGGATCAGCAATTGCGTGGCCGACTACTCCGTGCTGTACAACTCCGCCAGCTTCAGCACCTT
CAAGTGCTACGGCGTGTCCCCTACCAAGCTGAACGACCTGTGCTTCACAAACGTGTACGCCGACAGCT
TCGTGATCCGGGGAGATGAAGTGCGGCAGATTGCCCCTGGACAGACAGGCAAGATCGCCGACTACAAC
TACAAGCTGCCCGACGACTTCACCGGCTGTGTGATTGCCTGGAACAGCAACAACCTGGACTCCAAAGT
CGGCGGCAACTACAATTACCTGTACCGGCTGTTCCGGAAGTCCAATCTGAAGCCCTTCGAGCGGGACA
TCTCCACCGAGATCTATCAGGCCGGCAGCACCCCTTGTAACGGCGTGGAAGGCTTCAACTGCTACTTC
CCACTGCAGTCCTACGGCTTTCAGCCCACAAATGGCGTGGGCTATCAGCCCTACAGAGTGGTGGTGCT
GAGCTTCGAACTGCTGCATGCCCCTGCCACAGTGTGCGGCCCTAAGAAAAGCACCAATCTCGTGAAGA
ACAAATGCGTGAACTTCAACTTCAACGGCCTGACCGGCACCGGCGTGCTGACAGAGAGCAACAAGAAG
TTCCTGCCATTCCAGCAGTTTGGCCGGGATATCGCCGATACCACAGACGCCGTTAGAGATCCCCAGAC
ACTGGAAATCCTGGACATCACCCCTTGCAGCTTCGGCGGAGTGTCTGTGATCACCCCTGGCACCAACA
CCAGCAATCAGGTGGCAGTGCTGTACCAGGACGTGAACTGTACCGAAGTGCCCGTGGCCATTCACGCC
GATCAGCTGACACCTACATGGCGGGTGTACTCCACCGGCAGCAATGTGTTTCAGACCAGAGCCGGCTG
TCTGATCGGAGCCGAGCACGTGAACAATAGCTACGAGTGCGACATCCCCATCGGCGCTGGAATCTGCG
CCAGCTACCAGACACAGACAAACAGCCCTCGGAGAGCCAGAAGCGTGGCCAGCCAGAGCATCATTGCC
TACACAATGTCTCTGGGCGCCGAGAACAGCGTGGCCTACTCCAACAACTCTATCGCTATCCCCACCAA
CTTCACCATCAGCGTGACCACAGAGATCCTGCCTGTGTCCATGACCAAGACCAGCGTGGACTGCACCA
TGTACATCTGCGGCGATTCCACCGAGTGCTCCAACCTGCTGCTGCAGTACGGCAGCTTCTGCACCCAG
CTGAATAGAGCCCTGACAGGGATCGCCGTGGAACAGGACAAGAACACCCAAGAGGTGTTCGCCCAAGT
GAAGCAGATCTACAAGACCCCTCCTATCAAGGACTTCGGCGGCTTCAATTTCAGCCAGATTCTGCCCG
ATCCTAGCAAGCCCAGCAAGCGGAGCTTCATCGAGGACCTGCTGTTCAACAAAGTGACACTGGCCGAC
GCCGGCTTCATCAAGCAGTATGGCGATTGTCTGGGCGACATTGCCGCCAGGGATCTGATTTGCGCCCA
GAAGTTTAACGGACTGACAGTGCTGCCTCCTCTGCTGACCGATGAGATGATCGCCCAGTACACATCTG
CCCTGCTGGCCGGCACAATCACAAGCGGCTGGACATTTGGAGCAGGCGCCGCTCTGCAGATCCCCTTT
GCTATGCAGATGGCCTACCGGTTCAACGGCATCGGAGTGACCCAGAATGTGCTGTACGAGAACCAGAA
GCTGATCGCCAACCAGTTCAACAGCGCCATCGGCAAGATCCAGGACAGCCTGAGCAGCACAGCAAGCG
CCCTGGGAAAGCTGCAGGACGTGGTCAACCAGAATGCCCAGGCACTGAACACCCTGGTCAAGCAGCTG
TCCTCCAACTTCGGCGCCATCAGCTCTGTGCTGAACGATATCCTGAGCAGACTGGACCCTCCTGAGGC
CGAGGTGCAGATCGACAGACTGATCACAGGCAGACTGCAGAGCCTCCAGACATACGTGACCCAGCAGC
TGATCAGAGCCGCCGAGATTAGAGCCTCTGCCAATCTGGCCGCCACCAAGATGTCTGAGTGTGTGCTG
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GGCCAGAGCAAGAGAGTGGACTTTTGCGGCAAGGGCTACCACCTGATGAGCTTCCCTCAGTCTGCCCC
TCACGGCGTGGTGTTTCTGCACGTGACATATGTGCCCGCTCAAGAGAAGAATTTCACCACCGCTCCAG
CCATCTGCCACGACGGCAAAGCCCACTTTCCTAGAGAAGGCGTGTTCGTGTCCAACGGCACCCATTGG
TTCGTGACACAGCGGAACTTCTACGAGCCCCAGATCATCACCACCGACAACACCTTCGTGTCTGGCAA
CTGCGACGTCGTGATCGGCATTGTGAACAATACCGTGTACGACCCTCTGCAGCCCGAGCTGGACAGCT
TCAAAGAGGAACTGGACAAGTACTTTAAGAACCACACAAGCCCCGACGTGGACCTGGGCGATATCAGG
GAATCAATGCCAGCGTCGTGAACATCCAGAAAGAGATCGACCGGCTGAACGAGGTGGCCAAGAATCTG
AACGAGAGCCTGATCGACCTGCAAGAACTGGGGAAGTACGAGCAGTACATCAAGTGGCCCTGGTACAT
CTGGCTGGGCTTTATCGCCGGACTGATTGCCATCGTGATGGTCACAATCATGCTGTGTTGCATGACCA
GCTGCTGTAGCTGCCTGAAGGGCTGTTGTAGCTGTGGCAGCTGCTGCAAGTTCGACGAGGACGATTCT
GAGCCCGTGCTGAAGGGCGTGAAACTGCACTACACATGATGACTCGAGCTGGTACTGCATGCACGCAA
<SPIKE stop
TGCTAGCTGCCCCTTTCCCGTCCTGGGTACCCCGAGTCTCCCCCGACCTCGGGTCCCAGGTATGCTCC
CACCTCCACCTGCCCCACTCACCACCTCTGCTAGTTCCAGACACCTCCCAAGCACGCAGCAATGCAGC
TCAAAACGCTTAGCCTAGCCACACCCCCACGGGAAACAGCAGTGATTAACCTTTAGCAATAAACGAAA
GTTTAACTAAGCTATACTAACCCCAGGGTTGGTCAATTTCGTGCCAGCCACACCCTGGAGCTAGCAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCATATGACTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARNAA
AAAAAA

>000058A SPIKEVAX

AAAAAAAAAAAAATCTAGACATCCCTTCAGAGTCCCGGGTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGG
GTCTTGAGGGGTTTTTTGCGAGCTCGGTACCCAGCCCCGACGAGCTTCATGCCGTTAGTCGCACTGCA
AGGGGTGTTATGAGCCATATTCAGGTATAAATGGGCTCGCGATAATGTTCAGAATTGGTTAATTGGTT
GTAACACTGACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATA

>Kan start
ACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAATATGAGCCATATTCAACGGGAAACGTCGA
GGCCGCGATTAAATTCCAACATGGACGCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGGG
CAATCAGGTGCGACAATCTATCGCTTGTATGGGAAGCCCGATGCGCCAGAGTTGTTTCTGAAACATGG
CAAAGGTAGCGTTGCCAATGATGTTACAGATGAGATGGTCAGACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGC
CACTTCCGACCATCAAGCATTTTATCCGTACTCCTGATGATGCATGGTTACTCACCACTGCGATCCCC
GGAAAAACAGCGTTCCAGGTATTAGAAGAATATCCTGATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGC
AGTGTTCCTGCGCCGGTTGCACTCGATTCCTGTTTGTAATTGTCCTTTTAACAGCGATCGCGTCTTCC
GTCTTGCACAAGCGCAATCACGAATGAATAACGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGATGACGAGCGT
AATGGCTGGCCTGTTGAACAAGTCTGGAAAGAAATGCATAAACTTTTGCCATTCTCACCGGATTCAGT
CGTCACTCATGGTGATTTCTCACTTGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAGGTTGTATTG
ATGTTGGACGAGTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCATTCTATGGAACTGCCTCGGTGAG
TTTTCTCCTTCATTACAGAAACGGCTTTTTCAAAAATATGGTATTGATAATCCTGATATGAATAAATT
GCAGTTTCATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAAGCAGAGCATTACGCTGACTTGACGGGACGGCGCA
<Kan stop
AGCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTACGCGCGCGTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAG
>pUC origin of replication
AAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAA
CCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGG
CTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTTCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGA
ACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGAT
AAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAAC
GGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTG
AGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTC
GGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTT
TCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACG
<

CCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCG
TTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCG
AGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGGCGAGAGTAGGGAACTGCCAGGCATCAAACTAAGCAGAAGGCCC
CTGACGCATGGCCTTTTTGCGTTTCTACAAACTCTTTCTGTGTTGTAAAACGACGGCCAGTCTTAAGC
TCGGGCCCCTTTTCCGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGAATTCGATCCGGCTCAAGCTTTTGGACCC

64




Sprava o analyze mRNA vakcin, 2025

>T7 promoter
TCGTACAGAAGCTAATACGACTCACTATAGGGAAATAAGAGAGAAAAGAAGAGTAAGAAGAAATATAA
SPIKE start>
GACCCCGGCGCCGCCACCATGTTCGTGTTCCTGGTGCTGCTGCCCCTGGTGAGCAGCCAGTGCGTGAA
CCTGACCACCCGGACCCAGCTGCCACCAGCCTACACCAACAGCTTCACCCGGGGCGTCTACTACCCCG
ACAAGGTGTTCCGGAGCAGCGTCCTGCACAGCACCCAGGACCTGTTCCTGCCCTTCTTCAGCAACGTG
ACCTGGTTCCACGCCATCCACGTGAGCGGCACCAACGGCACCAAGCGGTTCGACAACCCCGTGCTGCC
CTTCAACGACGGCGTGTACTTCGCCAGCACCGAGAAGAGCAACATCATCCGGGGCTGGATCTTCGGCA
CCACCCTGGACAGCAAGACCCAGAGCCTGCTGATCGTGAATAACGCCACCAACGTGGTGATCAAGGTG
TGCGAGTTCCAGTTCTGCAACGACCCCTTCCTGGGCGTGTACTACCACAAGAACAACAAGAGCTGGAT
GGAGAGCGAGTTCCGGGTGTACAGCAGCGCCAACAACTGCACCTTCGAGTACGTGAGCCAGCCCTTCC
TGATGGACCTGGAGGGCAAGCAGGGCAACTTCAAGAACCTGCGGGAGTTCGTGTTCAAGAACATCGAC
GGCTACTTCAAGATCTACAGCAAGCACACCCCAATCAACCTGGTGCGGGATCTGCCCCAGGGCTTCTC
AGCCCTGGAGCCCCTGGTGGACCTGCCCATCGGCATCAACATCACCCGGTTCCAGACCCTGCTGGCCC
TGCACCGGAGCTACCTGACCCCAGGCGACAGCAGCAGCGGGTGGACAGCAGGCGCGGCTGCTTACTAC
GTGGGCTACCTGCAGCCCCGGACCTTCCTGCTGAAGTACAACGAGAACGGCACCATCACCGACGCCGT
GGACTGCGCCCTGGACCCTCTGAGCGAGACCAAGTGCACCCTGAAGAGCTTCACCGTGGAGAAGGGCA
TCTACCAGACCAGCAACTTCCGGGTGCAGCCCACCGAGAGCATCGTGCGGTTCCCCAACATCACCAAC
CTGTGCCCCTTCGGCGAGGTGTTCAACGCCACCCGGTTCGCCAGCGTGTACGCCTGGAACCGGAAGCG
GATCAGCAACTGCGTGGCCGACTACAGCGTGCTGTACAACAGCGCCAGCTTCAGCACCTTCAAGTGCT
ACGGCGTGAGCCCCACCAAGCTGAACGACCTGTGCTTCACCAACGTGTACGCCGACAGCTTCGTGATC
CGTGGCGACGAGGTGCGGCAGATCGCACCCGGCCAGACAGGCAAGATCGCCGACTACAACTACAAGCT
GCCCGACGACTTCACCGGCTGCGTGATCGCCTGGAACAGCAACAACCTCGACAGCAAGGTGGGCGGCA
ACTACAACTACCTGTACCGGCTGTTCCGGAAGAGCAACCTGAAGCCCTTCGAGCGGGACATCAGCACC
GAGATCTACCAAGCCGGCTCCACCCCTTGCAACGGCGTGGAGGGCTTCAACTGCTACTTCCCTCTGCA
GAGCTACGGCTTCCAGCCCACCAACGGCGTGGGCTACCAGCCCTACCGGGTGGTGGTGCTGAGCTTCG
AGCTGCTGCACGCCCCAGCCACCGTGTGTGGCCCCAAGAAGAGCACCAACCTGGTGAAGAACAAGTGC
GTGAACTTCAACTTCAACGGCCTTACCGGCACCGGCGTGCTGACCGAGAGCAACAAGAAATTCCTGCC
CTTTCAGCAGTTCGGCCGGGACATCGCCGACACCACCGACGCTGTGCGGGATCCCCAGACCCTGGAGA
TCCTGGACATCACCCCTTGCAGCTTCGGCGGCGTGAGCGTGATCACCCCAGGCACCAACACCAGCAAC
CAGGTGGCCGTGCTGTACCAGGACGTGAACTGCACCGAGGTGCCCGTGGCCATCCACGCCGACCAGCT
GACACCCACCTGGCGGGTCTACAGCACCGGCAGCAACGTGTTCCAGACCCGGGCCGGTTGCCTGATCG
GCGCCGAGCACGTGAACAACAGCTACGAGTGCGACATCCCCATCGGCGCCGGCATCTGTGCCAGCTAC
CAGACCCAGACCAATTCACCCCGGAGGGCAAGGAGCGTGGCCAGCCAGAGCATCATCGCCTACACCAT
GAGCCTGGGCGCCGAGAACAGCGTGGCCTACAGCAACAACAGCATCGCCATCCCCACCAACTTCACCA
TCAGCGTGACCACCGAGATTCTGCCCGTGAGCATGACCAAGACCAGCGTGGACTGCACCATGTACATC
TGCGGCGACAGCACCGAGTGCAGCAACCTGCTGCTGCAGTACGGCAGCTTCTGCACCCAGCTGAACCG
GGCCCTGACCGGCATCGCCGTGGAGCAGGACAAGAACACCCAGGAGGTGTTCGCCCAGGTGAAGCAGA
TCTACAAGACCCCTCCCATCAAGGACTTCGGCGGCTTCAACTTCAGCCAGATCCTGCCCGACCCCAGC
AAGCCCAGCAAGCGGAGCTTCATCGAGGACCTGCTGTTCAACAAGGTGACCCTAGCCGACGCCGGCTT
CATCAAGCAGTACGGCGACTGCCTCGGCGACATAGCCGCCCGGGACCTGATCTGCGCCCAGAAGTTCA
ACGGCCTGACCGTGCTGCCTCCCCTGCTGACCGACGAGATGATCGCCCAGTACACCAGCGCCCTGTTA
GCCGGAACCATCACCAGCGGCTGGACTTTCGGCGCTGGAGCCGCTCTGCAGATCCCCTTCGCCATGCA
GATGGCCTACCGGTTCAACGGCATCGGCGTGACCCAGAACGTGCTGTACGAGAACCAGAAGCTGATCG
CCAACCAGTTCAACAGCGCCATCGGCAAGATCCAGGACAGCCTGAGCAGCACCGCTAGCGCCCTGGGC
AAGCTGCAGGACGTGGTGAACCAGAACGCCCAGGCCCTGAACACCCTGGTGAAGCAGCTGAGCAGCAA
CTTCGGCGCCATCAGCAGCGTGCTGAACGACATCCTGAGCCGGCTGGACCCTCCCGAGGCCGAGGTGC
AGATCGACCGGCTGATCACTGGCCGGCTGCAGAGCCTGCAGACCTACGTGACCCAGCAGCTGATCCGG
GCCGCCGAGATTCGGGCCAGCGCCAACCTGGCCGCCACCAAGATGAGCGAGTGCGTGCTGGGCCAGAG
CAAGCGGGTGGACTTCTGCGGCAAGGGCTACCACCTGATGAGCTTTCCCCAGAGCGCACCCCACGGAG
TGGTGTTCCTGCACGTGACCTACGTGCCCGCCCAGGAGAAGAACTTCACCACCGCCCCAGCCATCTGC
CACGACGGCAAGGCCCACTTTCCCCGGGAGGGCGTGTTCGTGAGCAACGGCACCCACTGGTTCGTGAC
CCAGCGGAACTTCTACGAGCCCCAGATCATCACCACCGACAACACCTTCGTGAGCGGCAACTGCGACG
TGGTGATCGGCATCGTGAACAACACCGTGTACGATCCCCTGCAGCCCGAGCTGGACAGCTTCAAGGAG
GAGCTGGACAAGTACTTCAAGAATCACACCAGCCCCGACGTGGACCTGGGCGACATCAGCGGCATCAA
CGCCAGCGTGGTGAACATCCAGAAGGAGATCGATCGGCTGAACGAGGTGGCCAAGAACCTGAACGAGA
GCCTGATCGACCTGCAGGAGCTGGGCAAGTACGAGCAGTACATCAAGTGGCCCTGGTACATCTGGCTG
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GGCTTCATCGCCGGCCTGATCGCCATCGTGATGGTGACCATCATGCTGTGCTGCATGACCAGCTGCTG
CAGCTGCCTGAAGGGCTGTTGCAGCTGCGGCAGCTGCTGCAAGTTCGACGAGGACGACAGCGAGCCCG
TGCTGAAGGGCGTGAAGCTGCACTACACCTGATAATAGGCTGGAGCCTCGGTGGCCTAGCTTCTTGCC
<SPIKE stop
CCTTGGGCCTCCCCCCAGCCCCTCCTCCCCTTCCTGCACCCGTACCCCCGTGGTCTTTGAATAAAGTC
TGAGTGGGCGGCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARA

ZAVER:

Sekvenacnd analyza pomocou druhogeneracného vysokoparalelného sekvenovania dokazala, Ze
pritomna zvySkova DNA je silno degradovana a v podobe velmi kratkych fragmentov, ktoré v drvivej
vacsine prislichaju plazmidovej DNA, ktora slizZila ako templat pri vyrobe mRNA ako ucinnej latky
vakciny. Stanovené priemerné dizky sekvenovanych fragmentov DNA boli od 130 do 181 bp (priemer
154 bp) pri vakcinach Comirnaty a od 127 do 201bp (priemer 144 bp) pri vakcinach Spikevax.

Vo vakcine sa nenachadza ani jedna neporusena molekula celého DNA plazmidu.

Vysokoparalelnym druhogeneraénym sekvenovanim sme zistili pritomnost sekvencii fragmentov,
z ktorych bolo mozné rekonstruovat sekvencie plazmidovej DNA. Podiel ¢itani prisldchajicich DNA
plazmidu bol od 95,26 % do 98,08 % (priemer 96,62 %) pri vakcinach Comirnaty a od 83,52 % do
94,51 % (priemer 88,71 %) pri vakcinach Spikevax. Zostdvajuce Citania povaZujeme za sekvenacné
artefakty.

Pre zhrnutie, dokazali sme, Ze pritomna zvySkova DNA je vysoko degradovana na kratke fragmenty
pochadzajice z plazmidového templatu, ktory bol z hladiska vyroby vakcin vychodiskovou
surovinou.
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3. ANALYZA PRITOMNOSTI INYCH LATOK POMOCOU RAMANOVE)
SPEKTROSKOPIE

Ramanova spektroskopia je technikou pre identifikaciu chemickych vazieb a sStruktdr organickych
a anorganickych materialov prostrednictvom Specifickych, tzv. ,fingerprint” pasov a ich relativnych
intenzit (Mayorga et al, bioRxiv, 2025). Zaroven ide o relativne rychlu, neivazivnu analyticku techniku
vhodnu aj na identifikaciu chemického zloZenia biologickych a farmaceutickych vzoriek vratane vakcin
(Movasaghi et al, Appl Spectorsopy Rev, 2007).

Sucasné mRNA vakciny st formulované tak, aby mRNA bola chranena lipidovymi nanocasticami (LNP),
ktoré zaroven sprostredkuju jej dorucenie do buniek (Hou et al, Nat Rev Materials, 2021, Tenchov et
al, ACS Nano, 2021). Vyskum lipidovych nanocastic (LNP) ako dopravcov malych molekul do buniek je
rozsiahla vedecka oblast skimana uz od 60-tych rokov minulého storocia, kedy ich veda poznala
najskor pod nazvom , lipozémy“. S prichodom novych odvetvi nanovied a nanotechnoldgii, priblizne od
90-tych rokov, sa pre ne zacal pouzivat nazov lipidové nanocastice (LNP) (Sharma & Agrawal, Materials
Today, 2021). Aplikacia LNP sa postupne rozsirila do dalSich odvetvi akymi su zobrazovacie metédy
v medicine, kozmeticky priemysel, vyZiva (doplnky), polnohospodarstvo a mnoho dalsich inovativnych
zamerani ako su napriklad nanoreaktory. V stéasnosti sa LNP venuje velkd pozornost ako hlavnym
komponentom COVID-19 mRNA vakcin (Tenchov et al, ACS Nano, 2021). Tieto lipidové nanocastice sa
skladaju zo Styroch komponentov: ionizovatelny katiénovy lipid, ktory slizi na zabudovanie do ¢astic
velkosti virusov (¥100 nm) a umoznuje tym uvolnenie mRNA z endozémov do cytoplazmy; dalej
lipidovu zloZzku modifikovanu polyetylénglykolovymi (PEG) retazcami pre zabezpecenie dlhsej doby
Zivotnosti; cholesterol ako stabilizator zloZenia a prirodzene sa vyskytujuce fosfolipidy posilfiujuce
Strukturu lipidovej dvojvrstvy (Pardi et al, Nat Rev Drug Discovery, 2018).

PRINCiP METODY:

Ramanova spektroskopia umozriuje detegovat charakteristické vibracie typické pri lipidické retazce
priblizne v oblasti CH,/CHjs stretching vibrdcii pri ~2850-2950 cm™, pasy v oblasti ~1440 cm™ (scissoring,
deformaéné) a pasy v oblasti ~800-1200 cm™ 3pecifické pre P-O stretching vibracie fosfatovych pufrov
spolu s C-O vibraciami vazieb sacharidov (Czamara et al, ] Raman Spetroscopy, 2015, Gao et al, Int J
Agric & Biol Eng, 2017). Tym je mozné overit pritomnost lipidovej nanocasticovej matrice a zloziek
vakciny aj po ususeni na pevnom substrate.

Verejna diskusia o bezpecnosti mRNA vakcin proti ochoreniu COVID-19 priniesla aj rozne nepravdivé
tvrdenia o pritomnosti neziaducich nanomaterialov, predovsetkym grafén oxidu. Grafén oxid ma velmi
charakteristické Ramanove pasy: D-pas v oblasti ~1345 cm™ a G-pds okolo ~1580 cm™, ktoré su velmi
dobre a jasne detegovatelné (Ferrari a Robertson, Physical Reviews B, 2000, Eigler a Hirsch,
Angewandte Chemie Int Edition, 2014).

Ramanovu spektroskopiu, ktora bola uskutocnena v Chemickom udstav SAV, v. v. i., sme vyuZili na
analyzu mRNA vakcin Comirnaty a Spikevax s cielom potvrdit pritomnost inych latok a overit, ¢i
obsahuje alebo neobsahuje signaturu grafén oxidu.

OPIS POSTUPOV:

Ramanove spektra boli namerané na pristroji DXR Raman Microscope (Thermo Electron Scientific
Instruments LLC, Madison, USA). Merania sa uskutoc¢rnovali pri laboratdérnej teplote v rozsahu 50-3500
cm™. Ako excitagny zdroj bol pouZity 532 nm laser s maximdalnym vykonom 10 mW. Spravnost polohy
Ramanovych pasov bola pravidelne kalibrovana pomocou polystyrénového standardu.

Vzorky boli analyzované v r6znych bodoch vzorky s pouZitim objektivov so zvacseniami 10, 20x, 50x—
100x v zavislosti od poZadovaného rozliSenia a charakteru vzorky. VSetky namerané spektra boli
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upravené korekciou fluorescencie s cielom odstranit neziaduci podiel pozadia. Parametre merania
zahfnali data spacing 4 cm™ FT, trvanie jednotlivych expozicii 2 s a celkovy poc¢et akumuldcii 30. Spektra
z kazdej vzorky boli zmerané minimalne z 10 pozicii.

Na pripravu vzoriek bolo pouzitych 5 pL vakciny alebo Standardného roztoku; tieto vzorky boli
nanesené na pevny substrat (podlozné sklicko), a nasledne sa nechali vysusit pri laboratdornej teplote.
Analyza Ramanovou spektroskopiou bola vykonana ihned’ po vysuseni vzorky, aby sa minimalizovala
degraddcia alebo kontaminacia.

Standardy boli zakipené od spoloénosti Merck KGaA, Darmstadt, Nemecko. Zahffali grafén oxid,
redukovany grafén oxid, grafit, trometamol, cholesterol, metoxypolyetylénglykoloxy(2000)-N,N-
ditetradecylacetamid (ALC-0159) (STD1), 6-((2-hexyldekanoyl)oxy)-N-(6-((2-hexyldekanoyl)oxy)hexyl)-
N-(4-hydroxybutyl)hexan-1-aminium (ALC-0315) (STD2), 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-fosfocholin
(DSPC, v tomto texte bude latka oznacovana aj ako STD3) a sacharézu.

Podla deklarovaného zloZzenia vakciny Spikevax obsahuju lipidy Struktirne nepatrne odlisné od ALC-
0159 a ALC-0315 — konkrétne boli pouzité lipidy s oznacenim PEG;000-DMG a SM102. Kvoli zhode
funkénych skupin a typov vazieb v prislusnych molekuldch sa v tejto praci predpoklada podobnost
Ramanovych spektier ALC-0159 so spektrom PEGz000-DMG, a ALC-0315 so spektrom SM-102,
s vynimkou pritomnosti esterovej funkénej skupiny v PEG2000-DMG na rozdiel od amidovej funkcénej
skupiny v ALC-0159. V praci sa aj pri vakcinach Moderna Spikevax budd spominat lipidy ALC-0159
a ALC-0315 kvoli prehladnosti.

Zo standardov grafén oxidu aredukovaného grafén oxidu boli pripravené sStandardné roztoky —
suspenzie. Roztok ¢.1 obsahoval Cisty grafén oxid (GO) a bol pripraveny z 10,8 mg praskového grafén
oxidu a destilovanej vody doplnenej na presny objem 50 ml.

Roztok ¢.2 obsahoval redukovany grafén oxid (red-GO); bol pripraveny z11,9 mg praskového
redukovaného grafén oxidu a destilovanej vody, ktora bola doplnena na presny objem v 50 ml
odmernej banke. Oba takto pripravené standardné roztoky boli analyzované rovnakym spésobom ako
vzorky vakcin. Merané boli aj Standardy grafén oxidu a redukovaného grafén oxidu v tuhej faze.

VYSLEDKY:
Spolocné spektralne znaky vzoriek

V standardoch i vo vzorkach boli pozorované nasledujuce spektralne charakteristiky:
- Oblast 2950-2850 cm™
e ~2865-2855 cm™ (symetricky stretch)
e ~2920-2905 cm™ (asymetricky stretch)
- Karbonylova oblast ~1740-1720 cm™
- Fingerprint oblast 1500-1000 cm™
e ~1460-1440 cm™ (CH, bending)
e ~1390-1370 cm™ (CHs bending)
e ~1110-1090 cm™ (C-0-C, C-C—O stretch)
- Oblast 900-500 cm™ - kruhové al. skeletdalne vibracie
- Oblast ~2600-2400 cm™- kombinované vibrécie
Vsetky tieto oblasti naznacuju pritomnost lipidovych a sacharidovych $truktir (Czamara et al, ] Raman
Spetroscopy, 2015, Gao et al, Int J Agric & Biol Eng, 2017, Zhou et al, J Pharm Analysis, 2025, Pierna et
al, Biotech, Agron, Soc & Environ, 2011).

Vo vzorkach vakcin Comirnaty a Spikevax sa opakovali tri zakladné typy spektier, ktoré sa v zavislosti od
vzorky jemne odlisovali v intenzitach niektorych pdsov. Pre oba typy vakcin islo o tri typy zmesnych
spektier, v ktorych boli identifikované charakteristické pdsy zhodné s pasmi vyskytujucimi sa
v spektrach nameranych Standardov. Na zaklade porovnania vsetkych nameranych spektier Standardov
avakcin (Obr. 3.1 — 3.6) spolu s vizualnym charakterom vzoriek pod mikroskopom je moziné
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konstatovat, Ze vsetky vzorky vykazovali konzistentny spektralny profil oblasti charakteristickych pre
viaczlozkovu lipidovu nanocasticovd matricu (Hou et al, Nat Rev Materials, 2021, Tenchov et al, ACS
Nano, 2021, Wilson a Geetha, J Drug Deliv Sci Technol, 2022, Roda et al, Nanomaterials, 2023).
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Prvym typom ziskanych spektier boli spektrd (Obr.3.1: spektrum Comirnaty A, a na Obr.
3.4: spektrum Spikevax A), ktorych pasy mali velmi vysoki zhodu so Standardom sacharézy (Obr. 3.1).
Spektrum typu Comirnaty A, rovnako ako spektrum typu Spikevax A malo identifikované pasy pri
~3390 typické pre O-H stretching vibracie; ~2995-2899 cm™ pre C-H stretching vibracie v CH,, CHs
skupinach; ~1463, 1425, 1380, 1366, 1351 pre CH, bending, C-C stretching vibracie a dalsie vibracné
pdsy pri ~1264, 1212, 1162, 1094, 1040, 1016 cm™ zastupujice -C-O, C-C a C-H stretching/bending
vibracie. Dalou velkou skupinou st kruhové vibracie sacharidového skeletu a vibracie glykozidovej
vazby pri ~923, 873, 740, 703, 643 cm™ (Pierna et al, Biotech, Agron, Soc & Environ, 2011). Spektra
typu A mali so spektrom Standardu sachardzy silni zhodu nielen v pasoch vo vsetkych kltcovych
oblastiach, ale aj v relativnych intenzitach pasov.

Okrem spektier s jasnymi znakmi pritomnosti sachardzy bolo u vSetkych vzoriek mozné pozorovat
dalsie dva typy opakujucich sa spektier. Tieto spektra napriek svojmu vefmi komplexnému zmesnému
charakteru su dokazom pritomnosti zmesi lipidovych struktur vo vsetkych vzorkach vakcin.

V druhom type spektier (vid Obr. 3.2: Comirnaty spektrum typ B a Obr. 3.5: Spikevax spektrum typ B)
boli identifikované PEGylovany lipid ALC-0159, cholesterol a Ciastocne aj fosfolipid DSPC. Pre tento typ
spektier bola spoloénym znakom pritomnost velmi intenzivnych pasov v oblasti ~2940-2900 cm™ —
oblast stretching vibracii vazieb C-H z CH, a CH; skupin — vyznamny charakteristicky poznavaci znak
pritomnosti lipidovych $truktir a ich dlhych retazcov s maximom priblizne pri 2910 cm?® (Czamara et
al, ] Raman Spectroscopy, 2015). V ramci variability intenzit pasov medzi meraniami sa v niektorych
pripadoch v spektrdch vyskytol velmi maly pas pri ~1670 cm™ napovedajuci o vidésom podiele
cholesterolu oproti zvysSnym dvom identifikovanym zlozkam spektra v konkrétnom bode vzorky na
podloZnom sklicku (stretching vibracie C=C vazby v skelete) (Rodd et al, Nanomaterials, 2023). Dal3ie
silné pasy sa vyskytovali pri ~1460—1440 cm™ (CH, bending) a ~1390-1370 cm™ (CHs bending), ktoré
sU charakteristické pre dlhé alkylové retazce (Czamara et al, J Raman Spectroscopy, 2015). Pasy
v rozmedzi 1200-1050 cm™ su typické pre C-C stretching vibracie; pasy v Uzkom rozsahu vino&tov
~1110-1090 cm™ boli priradené vibraciam vazieb C—-O—C PEGylovanych lipidov (ALC-0159) (Kuzmin et
al, J Mol Structure, 2020). Zvy$né pasy v oblastiach ~950-850 cm™ a ~700-600 cm™ suhlasia
s prislusSnymi pasmi Standardov.

Tretim typom boli spektra (Obr. 3.3: Comirnaty spektrum typu C a Obr. 3.6: Spikevax spektrum typu
C). Tieto spektra mali velmi jasne definované pasy vo vysokej zhode so Standardmi ALC0315
a cholesterolu. Viaceré pasy typické pre ALC-0315 a cholesterol sa vyskytuju pri rovnakych alebo
podobnych vinoc¢toch. V tychto pripadoch nie je mozné jasne definovat, z ktorej z tychto dvoch latok
tieto pasy pochadzaju. Pocas viacerych merani tieto pasy jemne varirovali vramci intenzit, ¢o
napoveda o r6znych pomeroch tychto zloZiek vo formulaciach od dvoch réznych firiem.

Spektra typu Comirnaty C a typu Spikevax C vykazovali dominantné pdsy predovsetkym v oblasti
~2950-2850 cm™ —vyrazna oblast C-H vibracii z CH,/CHs skupin (Gao et al, Int J Agric & Biol Eng, 2017).
V tejto oblasti bolo mozné rozlisit ~2865-2855 cm™ (symetricky CH, stretching) a ~2930-2905 cm™
(asymetricky CH, stretching), ¢o zodpoveda alifatickym retazcom v ionizovatelnych lipidoch (zhoda
s STD2 t. j. ALC-0315) [3,7]. Niektoré merania zaznamenali aj vibracie v oblasti ~2450-2420 cm™, ktoré
V spektrach tohto typu sa vidy objavuje velmi charakteristicky ajasne definovany pdas ~1735-
1730 cm™ charakteristicky pre esterové karbonylové vazby v lipidovych nanodasticiach a potvrdzujuci
pritomnost lipidov s esterovou funkénou skupinou (fosfolipid DSPC a lipid ALC-0315, pripadne lipid
PEG2000-DMG vo vakcine Spikevax) (Hou et al, Neture Rev Materials, 2021, Czamara et al, J Raman
Spectroscopy, 2015). Vo vacSine meranych bodov vzorky na podlozke bol v tychto typoch spektra
(Typ C) pozorovany aj lUzky pas pri ~1670 cm™, ktory bol priradeny stretching vibrécii C=C vazby
v skelete cholesterolu. Dalie silné pdsy sa vyskytovali pri ~1440 cm™ (CH, bending) a ~1375 cm™ (CHs
bending), ktoré su priznacné pre dlhé alkylové retazce (Czamara et al, J Raman Spectroscopy, 2015).
Okrem toho boli identifikované viaceré pésy v rozsahu 1200-1050 cm™ (vaéSinou C-C stretching
vibracie) porovnatelné s pasmi v spektrach standardov DSPC (STD3) a ALC-0315 (STD2); pasy v Uzkom
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rozsahu vino¢tov ~1110-1090 cm™ boli priradené vibracidm vazieb C—-O-C a C—C-0 (Zhou et al, J
Pharm Analysis, 2025).

Vsetky tri Specifické typy spektier (A,B,C) pre vzorky vakciny Pfizer Comirnaty ako aj vzorky vakciny
Moderna Spikevax obsahovali ocakdvané pdasy zodpovedajlce prislusSnym Standardom, ¢o zaroven
potvrdzuje deklarované zloZenie vakciny (Tenchov et al, ACS Nano, 2021, Pardi et al, Nat Rev Drug Disc,
2018, Wilson et al, J Drug Del Sci & Tech, 2022, Pfizer, 2025, EMA, Spikevax, 2025).

ZAVER 1:

Vysledky podporuju tvrdenie, Ze r6zne Sarze a varianty vakcin maju konzistentni chemickd formulaciu
zaloZenu na lipidovych nanocasticiach urc¢enych na efektivnu enkapsulaciu a doru¢enie mRNA (Hou et
al, Nature Rev Materials, 2021). Spektrd vykazuju zhodu so Standardmi lipidovych Struktur,
fosfolipidov, cholesterolu a sachardzy, ktoré su pouzivané vo farmaceutickych formulaciach (Wilson
et al, J Drug Del Sci & Tech, 2022).

Komplexna Ramanova analyza ukazala konzistentnost medzi vietkymi Sarzami vakcin Comirnaty
a Spikevax.

Medzi spektrami vzoriek Comirnaty a Spikevax sa vyskytla variabilita pomerov intenzit pasov
predovsetkym v spektrach identifikovanych pre lipidové Struktiry a cholesterol, ¢o hovori
o rozdielnych pomeroch zastupenia tychto zloZiek vo vakcinach Comirnaty v porovnani s vakcinami
Spikevax. Nase pozorovania su v tomto smere zhodné s literattirou (Wilson et al, J Drug Del Sci & Tech,
2022). Napriek malym rozdielom v pomeroch intenzit pasov medzi dvoma typmi vakcin preukazali
vSetky merania konzistentnost v polohe a tvare pasov, ¢o svedéi o chemickej uniformite zloZenia
vakcin. Ziadne meranie nevykazovalo anomaélie ani nekonzistentné spektralne odpovede, ktoré by
naznacovali pritomnost kontamindcie alebo odliSného zloZenia oproti zloZeniu deklarovanému
vyrobcom (Wilson et al, J Drug Del Sci & Tech, 2022, Pfizer, 2025, EMA, Spikevax, 2025).

Niektoré pasy v spektrach vakciny Spikevax boli Gzke a tvarovo konzistentné, zatial co u Comirnaty mali
mierne $irsi tvar. Okrem zacinajucich naznakov degradacie lipidov v tychto vzorkdch, mobie byt
potencidlne dal$im faktorom aj pritomnost pufru PBS (uvadzany v zloZeni vakcin), kedy napr. beine
Uzke ostré pasy cholesterolu sa vplyvom pritomnosti tohto pufru mdzu prejavovat v spektre ako SirSie
(Roda et al, Nanomaterials, 2023). Pritomnost pufru PBS v spektrach viak nebolo mozné jednoznacne
identifikovat. Rovnako nebolo mozné pri analyze zmesnych Ramanovych spektier jasne identifikovat
klG€ové pasy charakteristické pre latku trometamol (vid Obr. 3.1). Ciastoéne to moze byt spdsobené
prekryvom pasov zlozZiek s vyssim zastUpenim v obsahu vakcin, ktoré intenzitne prekryli pasy tejto
minoritnej zlozky. Preto nie je mozné potvrdit ani vylucit pritomnost pufru PBS a latky trometamol
v zloZeni vakcin Comirnaty a Spikevax.

Spikevax bivalentné formuléacie (BA.1, BA.4-5) sa ukazali byt stabilné aj po exspiracii, ¢o je v stlade
s optimalizovanym zloZenim lipidov a PEG-lipidov. V oboch vakcinach bola zaznamenana variabilita
suvisiaca s vekom a exspiraciou, so znakmi degradacie v starsich vzorkach (Hou et al, Nat Rev Materials,
2021, Zhou et al, ] Pharm Analysis,2025, Pierna et al, Biotech, Agron, Soc & Environ, 2011). Celkovo
Ramanova analyza potvrdila, Ze oba typy mRNA vakcin obsahuju sachardzu, lipidové nanocastice
s typickymi lipidovymi vibraciami charakteristickymi pre ALC-0315, ALC-0159, fosfolipid DSPC
a sachardzu v sulade s deklarovanym zloZenim (Pfizer, 2025, EMA, Spikevax, 2025).

GRAFEN OXID

Nasledne sme vykonali cielent analyzu zameranu na detekciu grafénu alebo grafén oxidu v SarZiach
vakcin Comirnaty a Spikevax.
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Grafénové materidly maju velmi dobre popisany a diagnostikovatelny spektralny profil vysoko
$pecificky pre dané latky: D-pds vyskytujlci sa v oblasti ~1360-1340 cm™, ktory hovori hlavne
o defektoch v $truktire ako su napr. oxidacia alebo neusporiadand Struktira. Daldi velmi
charakteristicky pas je tzv. G-pas v oblasti ~1600-1575 cm™ zodpovedajici grafitovej sp? Strukture
uhlika a tretim znakom pritomnosti graf-it/-énovych $truktur je tzv. 2D péds ~2700-2650 cm™ odrazajuci
vrstvenie materidlu.
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V pripade grafén oxidu (GO) je typicky velmi vyrazny pas D s tym, Zze pomer D/G pasov sa pohybuje
v rozmedzi cca 0,9-1,3. G pas je zaroven mierne posunuty a Sirsi, zaroven sa moze vyskytovat velmi
slaby Siroky 2D pas. U redukovaného grafén oxidu je pomer D/G pasov nizsi alebo rovny 1 s tym, Zze G
pas je ostrejsi a pritomny je aj slabsi 2D pas.
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Grafit ako polymorfny materidl ma velmi ostry G pas pri ~1580 cm™ a 2D pas silny a rozdeleny (Ferrari
a Robertson, Phys Rev B, 2000, Eigler y Hirsch, Angewandte Chemie, 2014). Tieto pasy su vzdy velmi
vyrazné a $pecifické a nedaju sa zamenit s lipidovymi vibraciami v oblasti 2950-2850 cm™.

I'Grafit
g I
0;~\_,_JL
L0 Grafén oxid
£ 05
I'Redukovany grafén oxid
= .
0
I:Comirnat
2 .
M‘J\W
I'Spikevax
E
3000 250 2000 150 1000 500
Raman shift (cm-1)
Obr. 3.8

Porovnanie Ramanovych spektier Standardov grafitu, grafén oxidu, redukovaného grafén oxidu a priemernych
Ramanovych spektier vakcin Comirnaty a Spikevax.

ZAVER 2:

Ramanova spektroskopia je citlivda metdda na detekciu uhlikovych nanomateridlov uz vo velmi nizkych
koncentraciach (Ferrari et al, Phys Rev B, 2000, Eigler et al, Angew Chemie, 2014). Ak by boli pritomné
¢o i len stopové mnoistva GO alebo red-GO, objavili by sa jasné D/G pasy v 1600-1300 cm™ oblasti.
V tomto kontexte musime skonstatovat, Ze analyzy zloZenia vakcin preukdzali absolitnu absenciu
diagnostickych pasov (D, G, 2D) typickych pre akékolvek grafénové alebo grafitové Struktury pritomné
vo vzorkach.

Ramanova spektroskopicka analyza viac nez 150 merani vzoriek vakcin Comirnaty a Spikevax
jednoznaéne preukazala nepritomnost grafitu, grafén oxidu a redukovaného grafén oxidu.

Spektralne profily plne zodpovedaju oficidlnym lipidovym nanocasticovym formulaciam vakcin, ktoré
su plne vysvetlitelné zlozkami oficidlne deklarovaného zloZenia (sachardza, PEG lipidy, fosfolipidy,
ionizovatelné lipidy) (Pfizer, 2025, EMA, Spikevax, 2025).
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4. POSUDENIE MOZNEHO VPLYVU ZVYSKOVEJ DNA PRITOMNEJ V mRNA
VAKCINACH NA LUDSKY ORGANIZMUS

Vyzvy v oblasti boja proti infekénym ochoreniam nie st len medicinskeho a biologického charakteru.
Od zaciatku pandémie COVID-19 svet zaZiva takzvanu ,infodémiu”, ked sa na digitalnych a socialnych
platformach rychlo Sirili a Siria nepravdivé, zavadzajuce alebo tendencné spravy tykajice sa mRNA
vakcin, ako aj samotnej vakcindacie. Patri k nim aj Sirenie obav z mozného vplyvu zvyskovej DNA
pritomnej v mRNA vakcinach na ludsky organizmus, ktoré vychadza z nepochopenia velmi zlozZitych
molekuldrnych, bunkovych a patofyziologickych mechanizmov v ludskom organizme a nardba
s klamstvami a hypotetickymi scenarmi. V tomto kontexte je mimoriadne dolezZité podavat presné
a na dbkazoch zaloZzené informacie s cielom podporit spravne pochopenie a prijatie ockovacich
programov.

V tejto sprave sa preto venujeme nielen vysledkom analyzy zloZenia mRNA vakcin ziskanym
viacerymi nezavislymi metddami, ale aj vysvetleniu roznych tvrdeni a pochybnosti, ktoré sa objavili
v suvislosti s vakcinaciou a Specificky s mMRNA vakcinami proti ochoreniu COVID-19.

Tieto tvrdenia a pochybnosti sa opieraju o neoverené informacie a individualne pribehy bez dokazov
o pri¢innej suvislosti, pricom uplne ignoruju vyrazne vyssie rizika zavaznych dosledkov ochorenia
COVID-19 sposobeného infekciou virusom SARS-CoV-2, ktoré ohrozujui najma l'udi s predispoziciami
na chronické ochorenia.

4.1 ZAKLADNE FAKTY O PANDEMII OCHORENIA COVID-19

Pandémia COVID-19, vyvolana koronavirusom SARS-CoV-2, bola jednou z najvyznamnejsich globalnych
zdravotnych kriz modernej histérie. Prvé pripady ochorenia boli zaznamenané v decembri 2019
v ¢inskom meste Wu-chan a nasledne sa infekcia rychlo rozsirilia do celého sveta.

Svetova zdravotnicka organizacia (WHO) vyhlasila pandémiu 11. marca 2020, ked' sa virus rozsiril do
vsetkych kontinentov. K dneSnému dnu bolo celosvetovo potvrdenych viac ako 760 miliénov pripadov
infekcie a viac ako 7 milibnov umrti. Tieto Cisla su vSak velmi pravdepodobne podhodnotené vzhladom
na limitované testovanie a reportovanie v mnohych krajinach. Pocas nasledujucich rokov virus sp6sobil
stovky vin infekcii v réznych ¢astiach sveta. Na Slovensku bolo do aprila 2024 zaznamenanych takmer
1,9 milidna pripadov infekcie a vySe 21 tisic umrti. Miera hospitalizacii sa vyrazne liSila v zavislosti od
krajiny a fazy pandémie, no v kritickych obdobiach boli zdravotnicke systémy mnohych krajin vratane
Slovenska na pokraji kolapsu. Kli¢ovym faktorom bola rychlost prijatia a Uc¢innost protipandemickych
opatreni, kvalita zdravotného systému, Uroven dovery verejnosti v institlcie a autority.

Vyznamnym aspektom pandémie bola evoltcia virusu SARS-CoV-2 prostrednictvom mutacii, ktoré
viedli k vzniku novych variantov (Obr. 4.1.1). Medzi najvyznamnejsie patrili:

- Alfavariant (B.1.1.7) - prvykrat identifikovany vo Velkej Britanii, vykazoval priblizne o 50 % vyssiu
prenosnost.

- Deltavariant (B.1.617.2) - objaveny v Indii, sp6sobil dramaticky narast pripadov v roku 2021 vdaka
zvysenej infekénosti a ¢iastocnému Uniku pred ziskanou imunitou.

- Omikron variant (B.1.1.529) - charakteristicky vysokou mierou Sirenia, ale niZzSou patogenitou, ¢o
viedlo k masivnym vinam infekcii koncom roku 2021 a v roku 2022. Omikron bol schopny rychlejsie
prekonavat existujucu imunitu a mutovat do novych subvariantov, ¢o si vyZiadalo aktualizaciu
vakcinacnych stratégii. K najvyznamnejsim subvariantom patrili BA.1 a BA.2, ktoré v kratkom case
sposobili masivny narast pripadov. V prvej polovici roku 2022 sa objavili subvarianty BA.4 a BA.5,
ktoré sa vyznacovali dal$im zvysenim prenosnosti, schopnostou lepsie sa vyhybat neutralizujicim
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protilatkam produkovanym po ockovani alebo prekonani skorSej infekcie. Vacsina pripadov vsak
mala menej zavazny klinicky obraz v populacii so zakladnou alebo posilfiovacou davkou vakcinacie.

Kazdy dalsi subvariant ukazoval, Ze virus vyuziva mozZnosti evolucie na to, aby sa ¢o najlepsie udrZiaval

v ludskej populacii, maximalizoval prenosnost a zaroven znizoval celkovl virulenciu. Tato evoluéna
stratégia vedie k tomu, Ze COVID-19 sa stdva endemickym, podobne ako chripka, s opakovanymi
sezdnnymi vinami a meniacimi sa variantami.
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Obr.4.1.1

Prevalencia SARS-CoV-2 variantov v priebehu pandémie COVID-19 (december 2019-december 2022). Prevzaté
z prdce Markov et al, Nat Rev Microbiol, 2023.

Na Slovensku bolo Sirenie novych variantov monitorované pomocou priebezného sekvenovania
virusu SARS-CoV-2 zo vzoriek pozitivne testovanych osdb, ktoré zbieral Urad verejného zdravotnictva
SR a zo vzoriek a z izolatov virusu uloZenych v Eurépskom virusovom archive (https.//www.european-
virus-archive.com/evag-portal?portal _search=SARS-CoV-2+Slovakia&advanced ictv_tax search=),

ktorého ¢ast spravuje Biomedicinske centrum SAV. Na tychto aktivitach sa vyznamnou mierou podielali
vedci Vedeckého parku UK a Biomedicinskeho centra SAV, ktori do svetovej databazy GISAID
(https://www.gisaid.org/) uloZili tisice sekvencii virusu SARS-CoV-2. Viac podrobnosti je uvedenych v
sprdve o sekvenovani (https://ceur-ws.org/Vol-2962/paperl6.pdf), ktord pokryva obdobie Q1 2020 —

Q1 2021. Od marca 2021 bolo sekvenovanych viac ako 500 vzoriek tyzdenne. Vybrané vysledky
sekvenovania boli publikované (Borsova et al, Sci Rep, 2021, Brejova et al, Virus genes, 2021,
Rusnakova et al, Viruses, 2022). Celkovo je v databaze GISAID zo Slovenska zahrnutych 48 521 sekvencii
SARS-CoV-2 a jeho variantov. Prvé boli zaradené uz z prvych zachytenych pripadov v marci 2020.
Posledné sekvencie su z juna 2025.

CERTIFICATE OF PARTICIPATION @H ARITE
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V boji proti pandémii boli na Slovensku implementované rozne stratégie:

- Nefarmaceutické intervencie: karanténa, socialny odstup, nosenie rusok a respiratoroy,

lockdowny.

- Testovanie a trasovanie kontaktov: masové testovanie, identifikacia ohnisk nakazy a sérologické

monitorovanie.

- Vakcindcia: bezprecedentne rychly vyvoj ucinnych vakcin a masové ockovacie kampane.

- Farmakologicka liecba: vyvoj antivirotik a terapeutickych postupov pre liecbu tazkych pripadov.
Vedci Slovenskej akadémie vied sa od zaciatku pandémie vdaka svojej rozsiahlej expertize aktivne
zapojili do riesenia viacerych kritickych vyziev pandémie na Slovensku, najma prostrednictvom priamej
Ucasti na protipandemickych opatreniach, na vyvoji testov a vakcin a na monitorovani spolocenskych
dosahov vratane prieskumov nazorov verejnosti a postojov ku konspirdcidam (Kovacech et al,
EBioMedicine, 2022, prieskumy Sociologického ustavu SAV). Biomedicinske centrum SAV sa od
momentu prvého pripadu infekcie virusom SARS-CoV-2 na Slovensku v marci 2020 vyznamne podielalo
na rutinnom PCR testovani v spolupraci s Uradom pre verejné zdravotnictvo SR, najma ako pomoc pre
nemocnice, pre aktivity umelcov, Sportovcoy, realizaciu vyznamnych podujati ako napr. GLOBSEC a pre
pracoviska SAV. Okrem toho sme v BMC SAV izolovali SARS-CoV-2 virusy, v rdmci EVA poskytovali
referencny material na vyskumné a vyvojové ucely (Sett et al, Lancet Microbe, 2024), realizovali virus-
neutralizacné testy na dokaz infekénosti hospitalizovanych pacientov s dlhodobo pozitivnym PCR
testom.

CERTIFICATE OF PARTICIPATION ,
— CHARITE

Department of Virus Ecology,
Biomedical Research Center of the Slovak Academy of Sciences, Slovak Republic

Obr. 4.1.3

Certifikat kvality vydany v juli 2020
Eurdépskym centrom pre prevenciu
a kontrolu choréb na zdklade
externého hodnotenia molekuldrnej
diagnostiky virusu SARS-CoV-2

to attest completion of ERLI-Net & EVD-LabNet
EXTERNAL QUALITY ASSESSMENT SCHEME FOR

MOLECULAR DIAGNOSTICS OF SARS-CoV-2, JuLy 2020

Covering the following:
o Accurate detection of SARS-CoV-2 in 12 coded and inactivated samples

Organised by: Performed under ECDC/2017/002 specific contract 3 by:
European Centre for Disease Prevention and Control National Institute for Public Health and the Environment — The

Fe Cobpole/ Cef Scenet Chantal aeusxgﬁ';"';mr(ﬁgﬁa EVD-LabNet m etédOU RT-PCR v Biom ediCinSkom
M. Sl — == centre SAV qullta bola overovand
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v Holandsku.

I R
V BMC SAV sme tiez uskutocCnili niekolko sérologickych testovani, najma na monitorovanie
epidemiologickej situacie na Slovensku, na pracoviskach SAV a v niektorych mestach na Slovensku
(Kajanova et al, Acta Virol, 2021, Kajanova et al, Acta Virol, 2022, Vanova et al, Viruses, 2025).

Pandémia COVID-19 bola bezprecedentnou udalostou, ktora priniesla mnoho vyziev na globalnej
urovni, mnohé z nich sa vyrazne prejavili aj na Slovensku:

- PretaZenie zdravotnickych systémov - nedostatok 16Zok na jednotkach intenzivnej starostlivosti,
nedostatok personalu a vycerpanie zdravotnickych pracovnikov.

Nedostatok zdravotnickeho materidlu - v pociatoc¢nych fazach kriticky nedostatok osobnych
ochrannych prostriedkov a respiratorov.

Nedostatok diagnostickych testov a ich komponentov.

Nedostatok odbornych kapacit na realizaciu rychlej a efektivnej diagnostiky.

Ekonomické nasledky - rozsiahle ekonomické skody sposobené lockdownami, obmedzenim
mobility a praceneschopnostou.

N2 25 207
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- Nerovnosti v pristupe k vakcinam - znacné rozdiely v dostupnosti vakcin medzi rozvinutymi
a rozvojovymi krajinami.

- Sociologické a psychologické nasledky — suvisiace s izolaciou, stratou blizkeho, dlhodobymi
nasledkami ochorenia COVID-19, konfliktami kvoli nazorovym rozdielom a pod.

- Dezinformdcie - Sirenie nepresnych a zavadzajlcich informacii o ochoreni a vakcinach.

S viacerymi vyzvami, ktoré pandémia COVID-19 priniesla, sa vyrovnavame aj v sticasnosti.

4.2 SYMPTOMY A NASLEDKY OCHORENIA COVID-19

COVID-19 ma velmi Siroké spektrum prejavov, ktoré sa menia podla veku, zdravotného stavu,
aktudlneho variantu virusu ¢i miery imunity a ockovacieho statusu jednotlivcov aj populacie.
V slovenskych podmienkach odbornici identifikovali spektrum symptémov od asymptomatickych
pripadov aZ po tazké komplikacie vyzadujlce intenzivnu starostlivost.

Mierne symptomy a ich vyskyt na Slovensku

Podla Udajov Uradu verejného zdravotnictva SR a N&arodného centra zdravotnickych informacii
priblizne 75 — 80 % infikovanych na Slovensku prekonalo COVID-19 s miernym priebehom, bez nutnosti
hospitalizacie. Mierne prejavy vacsinou trvaju 7 — 14 dni, kym dojde ku spontdannemu zotaveniu.
Typické priznaky su:

zvysena teplota alebo horucka (70 — 88 % pripadov)

Unava a vycerpanost (60 — 85 %)

bolesti hlavy, svalov a kibov (30 — 55 %)

strata chuti a ¢uchu (25 — 40 %, ¢astejsie u prvych vin)

nadcha, drazdivy kasel, bolest hrdla (35 — 50 %)

traviace tazkosti ako hnacka alebo nevolnost (az 20 %)

Pacienti s miernym priebehom zvladnu infekciu doma pri symptomatickej liecbe.

Priblizne 10-15 % vsetkych infikovanych v SR bolo bez priznakov (asymptomaticky priebeh).

2 22 2 2\

Stredne tazké symptomy a hospitalizacie
Zhruba 13 — 16 % infikovanych na Slovensku potrebovalo konzultaciu s lekdrom alebo kratkodobejsiu
hospitalizaciu, predovsetkym v obdobi pred masivnym ockovanim a vyskytom novsich, menej
virulentnych variantov virusu. Symptémy typické pre tuto skupinu su:

- vysoka horucka pretrvavajuca dlhsie nez 5 dni

- vyrazna Unava, slabost, neschopnost vykonavat bezné ¢innosti

- suchy, dusivy alebo produktivny kasel

- bolesti na hrudi, mierna az stredna dychavi¢nost

- poruchy ¢uchu, chuti, bolesti hlavy a svalov intenzivnejSieho charakteru

Dizka trvania symptémov bola obvykle 2 — 4 tyzdne, s ¢astej$im vyskytom pretrvavajucich tazkosti
(ndrazova uUnava, pokles vykonu).

Tazky a kriticky priebeh ochorenia
V slovenskych podmienkach tvorili zdvazné pripady 4 — 5 % vsetkych infikovanych, pri¢om riziko rastlo
najma u 0s0b nad 65 rokov (tu az 30 — 35 % pripadov vyzadovalo hospitalizaciu a 10 — 12 % sa skoncilo
smrtou, podla veku a komorbidit, t.j. sprievodnych ochoreni). Medzi vazne symptomy patria:

- rychlo sa zhorsujuca dychaviénost, nutnost podavania kyslika/ventilacie

- zépal plic, ARDS (akutny respiracény distres syndrom)

- pokles saturacie kyslika pod 94 %

- narusSenie vedomia, dezorientdcia

- prejavy systémovej trombdzy (napr. cievna mozgova prihoda, plticna embdlia)
V pripade zavazného priebehu bola dizka hospitalizacii v priemere 2 — 6 tyzdiiov, v pripadoch
komplikovaného zotavovania alebo postcovidovych syndromov dlhsie.
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Long COVID (dlhodobé nasledky)

Na Slovensku priblizne 18 — 28 % ludi po prekonanej infekcii uvadzalo perzistujuce priznaky (Unava,
dusnost, Uzkost, narusena koncentracia, Unava svalov) dlhsie nez 4 — 8 tyzdriov po prekonani akutnej
infekcie. Vadésina ludi sa vylie¢ila do 6 mesiacov, u niektorych vsak tazkosti pretrvavali aj viac ako rok.
Virusova RNA mdze pretrvat aZ niekolko mesiacov v réznych tkanivach vratane mozgu. Long COVID sa
Castejsie objavoval po tazkych akutnych priebehoch, u Zien a starsich pacientov. Zo zahrani¢nych stadii
vyplyva, Ze pacienti diagnostikovani na long COVID mali predispoziciu (napr. obezitu, kardiovaskularne
ochorenia, hypertenziu, diabetes, astmu, Uzkost etc.) a Castejsie potrebovali zdravotnu staroslivost uz
pred pandémiou (Lak et al, J intern Med, 2025, Stein, Nature, 2022, El-Baky et al, J Cell Biochem, 2024).

Rizikové faktory zavaziného priebehu
Analyzy z Centralneho registra hospitalizacii (2020 — 2024) ukazuju, Ze naj¢astejSimi rizikovymi faktormi
boli:

- vek nad 60 rokov (relativne riziko zdvazného priebehu 5x vyssie)

- chronické ochorenia (diabetes, vysoky tlak, obezita, kardiovaskularne ochorenia)

- onkologicki a imunokompromitovani pacienti (relativne riziko az 7 — 12x)

Ochorenie COVID-19 v porovnani s ockovanim
V priebehu rokov 2021 — 2024 slovenské aj celosvetové Udaje preukazali, Ze plne ockované osoby mali:
- 070-90 % nizsiu Sancu hospitalizacie v pripade infekcie
—> viacnasobne niZsie riziko Umrtia na COVID-19
- vyznamne znizené riziko dlhého COVIDu u osdb vakcinovanych pred infekciou (Rudolph et al,
Human Vaccines & Immunotherapy, 2025, Hedberg, J Infect Dis, 2025, Park & Nanda, Infect Dis
Rep, 2025)

Riziko vaznych komplikacii (myokarditida, trombdzy) po prekonani COVID-19 je podla slovenskych aj
zahrani¢nych Udajov 10 az 30-krat vyssie neZ po ockovani a o¢kovanie chrani pred tymito komplikaciami
po naslednej infekcii:

- trombdzy po COVID-19: 95 — 180 pripadov/100 000

- trombdzy po vakcinach: 1 — 2 pripady/100 000

- myokarditida po infekcii COVID-19: 10 — 20 pripadov/100 000 muzov (mladi muzi do 30r.)

- myokarditida po vakcine: 1 — 2 pripady/100 000 davok

(Patone et al, Nature Medicine 2022, Satyam et al, Cardiovasc Toxicol, 2025, Ip et al, Nature
Commun, 2024, Cezard et al, Nat Commun, 2024, Lin et al, Lancet Reg Health Am, 2025, Mercadé-
Besora, Heart, 2024, Tran et al, NPJ Vaccines, 2024).

Pravdepodobnost vainych nasledkov je mnohonasobne niZSia po ockovani nei po prekonani
ochorenia, ¢o potvrdzuju Statistiky vychadzajice z globalnych dat, ako aj z dat slovenskych
zdravotnickych institucii.

Uloha zapalu a virusovych komponentov v patogenéze ochorenia COVID-19

Zakladnym mechanizmom patogenézy ochorenia COVID-19 a jeho tazkého klinického priebehu je zapal
vyvolany virusovou infekciou. Po vstupe virusu SARS-CoV-2 do fudského organizmu nastava aktivacia
vrodeného aj ziskaného imunitného systému. Tato obranna reakcia sice brani nekontrolovanému
Sireniu virusu, no pri nadmernej intenzite moze zaroven zdsadne prispiet k rozvoju zavaznych
symptémov.

Mechanizmus zapalu pri infekcii SARS-CoV-2

Virus napada predovsetkym bunky dychacich ciest. V infikovanych bunkach sa uvolni virusova RNA
a virusové proteiny, ktoré spustia komplexni kaskdadu imunitnych procesov. Vrodend imunita
rozpoznava cudzie nukleové kyseliny (RNA) a virusové proteiny a odpoveda produkciou cytokinov,
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chemokinov a aktivaciou zapalovych drah (napr. interferénovej odpovede). Ak je tato aktivacia
neprimerane silnd, vznika tzv. cytokinova burka, ktord moze viest k poskodeniu tkaniv a organov, napr.
myokardu (Rodriguez et al, Am J Respir Cell Mol Biol. 2021, Rossouw et al, Front Immunol. 2022).

Vyznamnu rolu zohravaju zapalové bunky (monocyty, makrofagy, neutrofily), ktoré produkuju dalsie
medidtory a podnecuju dalsSiu infiltraciu tkaniv zapalovymi elementmi. Zapalovy proces sposobuje
opuch, bolest, zvysenu tvorbu hlienu, zhorSend vymenu plynov v pltcach a celkové systémové priznaky
(horucka, unava, bolesti svalov ¢i hlavy). Pri tazkych formach infekcie mbéze zapal zasiahnut cely
organizmus a vyustit do klinického obrazu systémového zlyhavania (Tay et al, Nature Rev Immunol,
2020).

Patologicka uloha S proteinu virusu SARS-CoV-2

S protein je hlavny povrchovy protein SARS-CoV-2, ktory zodpoveda za prichytenie virusu na bunkové
receptory ACE2 a naslednu fuziu membran, o umoznuje vstup virusu do hostitel'skej bunky. Samotny
S protein vSak aktivuje aj imunitné drahy nezavisle od virusovej replikacie. Jeho interakcia s bunkovymi
receptormi méze spustat zapalové procesy vratane produkcie prozadpalovych cytokinov a Sirenia zapalu
do cievneho endotelu ¢i dalsich tkaniv (Liang et al, Signal Transduct Target Ther. 2023).

Patologicka uloha virusovej RNA

Virusova RNA je rozpoznavana ako cudzia latka, ¢o vedie k aktivacii receptorov vrodenej imunity (najma
Toll-like receptors TLR3, TLR7) a nasledne k spusteniu produkcie interferénov a dalsich zapalovych
latok. Nadmerna ¢i dlhodobo pretrvavajica imunitna odpoved moze narusit integritu tkaniv a prispiet
k syndromu dlhého COVIDu (Wallach T et al, Front Immunol. 2023).

v

Zapal indukovany infekciou SARS-CoV-2 je klti¢ovym mechanizmom vzniku a zavaznosti symptémov
COVID-19. S-protein a RNA virusu zohrdvaju patologicki ulohu nielen v Sireni infekcie, ale
predovsetkym v rozvoji zapalu, ktory moze pretrvavat a spdsobovat nielen akutnu, ale aj dlhodobu
chorobu.

4.3 VYZNAM VAKCINACIE V BOJI PROTI INFEKENYM OCHORENIAM

Vdaka vedeckému a technickému pokroku sa zasadne zmenil spésob boja proti infekénym chorobam
a vakciny sa stali pilierom modernej mediciny. Na zaciatku dvadsiateho storocia boli infek¢né choroby
hlavnou pri¢inou Umrti na celom svete. Ti, ktori preZili infekcie, asto trpeli trvalymi nasledkami, ako
sU ochrnutie, svalova atrofia alebo neurologické poskodenia. Pocas dalSich desatroéi vsak doslo
k vyraznému poklesu umrtnosti, ked' priemerna dizka Zivota narastla takmer o 30 rokov a hlavnymi
pri¢inami smrti sa stali chronické neinfekéné choroby ako kardiovaskularne a metabolické ochorenia
a rakovina (Montero et al, Frontiers in Public Health, 2024).

Nérast otakavanej dizky Zivota a pokles imrtnosti na infekéné choroby mozno pripisat viacerym
faktorom. ZniZenie prenosu chordéb a vnimavosti hostitela suvisi so zlepsenim Zivotnych podmienok
(najma vo vyspelych krajinach) a s vyvojom antimikrobialnych a antivirusovych lieciv. KIucovu ulohu
vsak zohralo Siroké pouZivania bezpecnych, ucinnych a cenovo dostupnych vakcin. Suhrnne tieto
opatrenia umoznili eradikaciu niektorych patogénov vratane virusu pravych kiahni a urcitych kmeriov
poliovirusu. Choroby, ktoré kedysi nicili celé komunity, ako zaskrt, osypky Ci ruzienka, su dnes prevazne
pod kontrolou, hoci na zachovanie tohto stavu je nadalej nutné realizovat komplexné vakcinacné
programy (Obr. 4.3.1). Nadejné pokroky sa objavuju aj v oblasti vyvoja vakcin proti malarii alebo
respiracnému syncycialnemu virusu, pricom nedavna pandémia ochorenia COVID-19 stimulovala vyvoj
novych vakcin na baze najmodernejsich technolégii genetického inZinierstva a molekularnej bioldgie.
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Obr. 4.3.1

Globdlny dosah vakcindcie na vybrané infekcné ochorenia (1980 — 2021). Grafy zndzorriuju pocty pripadov
ochoreni (A) zdskt, (B) tetanus, (C) Cierny kasSel, (D) obrna, (E) osypky, (F) ruZienka. Ddta su dostupné na
https://immunizationdata.who.int/. Zvysené pokrytie ockovanim preukdzatelne viedlo k vyraznému zniZeniu
poctu pripadov kaZdého ochorenia. Obr. prevzaty z publikdcie Montero et al, Frontiers in Public Health, 2024.

Benefity vakcinacie su velmi komplexné — nejde len o prevenciu ochorenia a suvisiace zniZenie
hospitalizacii a amrtnosti, ale aj ekonomické a socialne prinosy pre spoloénost aj jednotlivca:

- Vakcindcia proti virusovym ochoreniam zniZuje aj vyskyt sprievodnych sekundarnych
bakterialnych ochoreni (napr. bakteridlnych pneuménii, ktoré sa mozu v organizme rozvinut do
zavaznej formy kvoli virusom oslabenej imunite).

- Vdaka kolektivnej imunite mézu vakciny ochranit aj jedincov, ktori zo zdravotnych dévodov
nemozu byt ockovani.

- Ekonometrické studie poukazuju na hospodarsky benefit vakcinacie, ked prevencia ochoreni

znizuje naklady $tatu na zdravotnu starostlivost.

Prevencia infekénych ochoreni vakcinaciou zohrava délezitu Glohu v zmierneni hospodarskych
$kodd sposobenych stratou kvalifikovanych pracovnych sil, praceneschopnostou, alebo
suboptimalnym pracovnym vykonom z dévodu préace pocas choroby.

Prevencia infekénych ochoreni vakcinaciou zaroven zlepsuje ekonomicky status jednotlivcov

aich rodin.

Prevencia detskych infekénych chorob alebo chordb seniorov znizuje hospodarske straty

spbsobené praceneschopnostou rodi¢ov alebo rodinnych prislusnikov.
Ockovanie deti a ich ochrana pred zavaznymi infekénymi chorobami zlepsuje ich fyzicky aj
kognitivny vyvoj, umozriuje absolvovat $kolski dochadzku a rézne aktivity bez prerusenia.

Prevencia infekénych ochoreni tieZz umozZiuje bezpecné cestovanie a stretavanie sa ludi, ako aj

vymenu tovarov, ¢o podporuje obchod a turizmus a tym aj ekonomicky rast.

v
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- Kladny vztah autorit k o¢kovaniu prehlbuje aj doveru ludi k institiciam, k vedeckému poznaniu,
aj k opatreniam na zabezpecenie verejného zdravia, vratane vakcinacie.
(Nandi & Shet, Hum Vaccin Immunother, 2020, Montero et al, Frontiers in Public Health, 2024).

4.4 TYPY VAKCIN

Vakcinacia je univerzalnym, vedecky dokdzanym mechanizmom ,tréningu” imunitného systému na
rozoznanie infekcie a zabranenie, alebo zmiernenie priebehu ochorenia. Je zalozena na schopnosti
organizmu rozoznat element (antigén), ktory je telu cudzorody a vyvinut voéi nemu obrannd imunitnu
reakciu. Vakcina (jej zlozky) tento cudzorody element napodobriuje a ,,natrénuje” organizmus, aby bol
pripraveny na skuto¢nu infekciu a reagoval rychlo a efektivne, aby zamedzil mnoZeniu patogénu
Vv organizme.

Prevencia vzniku ochorenia alebo zmiernenie jeho priebehu st zabezpecené jednak pomocou vakcinou
vyvolanych protilatok, ktoré sa na virusové Castice naviaZzu a zabrania vstupu virusu do buniek a jednak
pomocou aktivacie imunitnych buniek, ktoré su potrebné pre destrukciu virusom infikovanych buniek
a pre vznik imunitnej pamate.

V suicasnosti pozname viacero typov vakcin:

> Zivé atenuované (oslabené) vakciny. Obsahuju Zivy virus a su historicky najstarsie. Virusova
DNA/RNA je v nich pritomnd a dostava sa do buniek organizmu, kde sa mdze mnozit, pricom
nespOsobuje ochorenie, ale v organizme vyvolava imunitnd reakciu, ktora ho chrani pred
nasledkami prirodzenej infekcie. Z pohladu bezpecnosti patria k najviac rizikovym, pretoze
spontanne moze dojst k ich konverzii na ,,divy“ typ virusu a k vyvolaniu samotného ochorenia.

- Inaktivované (usmrtené) vakciny. Patogén je usmrteny chemickou alebo fyzikadlnou cestou, takze
sa v bunkach prijemcu nemdze mnozit. To zarucuje ich zvysenl bezpecnost. DNA/RNA je vo
vakcine pritomna.

- Subjednotkové vakciny. Neobsahuju virus, ale iba jeho mall céast. Spravidla to byva jeden
imunodominatny protein, proti ktorému sa nasledne tvoria protilatky. Tieto vakciny mézu byt
pripravené z pévodného patogénu alebo pripravené rekombinantnou technolégiou (na baze
plazmidovej DNA, ktorej malé mnozZstva vo vakcine si mozné ako dosledok vyrobného procesu).

- Toxoidové vakciny. VyuZivaju inaktivované toxiny. SU podobné subjednotkovym vakcinam, ale
imunitnu odpoved nevyvolavaju na patogén, ale na toxiny produkované patogénom.

- Virusové vektorové vakciny. Vyuzivaja rézne virusy ako nosice génov pre antigény, na ktoré ma byt
imunita zacielena (typickym prikladom su adenovirusy). PouZivaju sa proti ochoreniu COVID-19,
ale aj proti inym virusovym ochoreniam. Virusova DNA je priamo sucastou vakciny.

- mRNA vakciny. mRNA sa vyuZiva na produkciu antigénu priamo v cieflovom organizme. DNA nie je
sucastou vakciny, ale mbze sa nachadzat v zvyskovych mnozstvach ako pozostatok vyrobného
procesu. Nie st zname Ziadne relevantné vedecké dokazy o jej biologicke] aktivite.

Sucasné trendy a technoldgie sa sustreduju najmé na vakciny zalozené na baze mRNA, ktora obsahuje
modifikacie na zvysenie stability a ucinnosti produkcie antigénu. Vyvoj tohto typu vakcin sa zacal uz
viac ako pred Stvrtstoroéim. Kvoli efektivnemu procesu pripravy a vyroby sa v stéasnej dobe tieto
vakciny povaZzuju za najperspektivnejsie pri prevencii infekénych nakaz, ale velky potencial maju aj pri
liecbe nadorovych ochoreni.

Aj pri pandémii COVID-19 sa potvrdilo, Ze ockovanie je Ucinny sp6sob na zmiernenie dosahu pandémie.
Pre tento ucel bolo vyvinutych viacero typov vakcin, pricom virusové vektorové, subjednotkové
a mRNA vakciny zohrali kfti¢ovu Ulohy pri potlaceni pandémie. Viaceré metaanalyzy zistili, Ze vakciny
zaloZzené na mRNA (91,99 %) boli najucinnejsie proti COVID-19, nasledovali vakciny zalozené na
proteinovej podjednotke (89,7 %), inaktivované vakciny (80,95 %) a vakciny zaloZené na
nereplikujucom sa virusovom vektore (67,41 %), (Beladiya et al, Rev Ned Virol, 2024, Zhou et al, Eur
Respir Rev, 2025).
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4.5 VYVOJ mRNA TECHNOLOGIE

Histdria vyvoja mRNA technoldgie sa zacala objavom mediatorovej RNA (mRNA) viacerymi vedeckymi
skupinami subezne v prvej polovici 60-tych rokov minulého storocia. V ivodnom obdobi sa vedci
sustredili hlavne na pochopenie funkcie a zakladnych vlastnosti mRNA, ale velmi rychlo sa vynorila
myslienka jej vyuZitia ako nosi¢a genetickej informacie pri syntéze proteinov a modulacii imunitnej
odpovede v bunke a organizme. Za priekopnicku mozno povazovat pracu Lane et al (J Mol Biol, 1971)
ktori injekéne vstrekli globinovid mRNA do Zabich oocytov. Z hladiska rozpracovania konceptu vyuZitia
nukleovych kyselin vratane mRNA ako lieciv bola prelomovou praca autorov Wolff et al (Science, 1990)
ktori preukazali, Ze priama injekcia in vitro transkribovanej mRNA alebo plazmidovej DNA do
kostrového svalu mysi viedla k expresii kddovaného proteinu vo svale. V tych ¢asoch sa mRNA este
nevenovala pozornost, pretoze je menej stabilnd ako DNA, a vedci sa zamerali na technoldgie pripravy
vakcin zaloZzenych na plazmidovej alebo virusovej DNA. Avsak vdaka intenzivnemu vyskumu
a technologickému pokroku bolo mozné nedostatky RNA technolégie postupne eliminovat. Podarilo
sa zlepsit stabiliziciu mRNA, ¢o spolu so zadsadnym objavom vyuZitia modifikovanych nukleozidov
spojenym so znizenim zapalovych reakcii viedlo k vyznamnému pokroku vo vyvoji mRNA vakcin
a terapeutik (Kariko et al, Immunity, 2005).

Poslednym dolezitym poznatkom pre Uspesné zavedenie mRNA technoldgie do praxe bolo vyriesenie
jej dopravenia do bunky. To sa Uspesne podarilo hlavne vdaka zavedeniu technolégie lipidovych
nanocastic (Midoux et al, Expert Rev Vaccines, 2015). Tieto technologické vylepsenia prispeli k tomu,
Ze platforma mRNA sa dostala do popredia technolégie pripravy vakcin.
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Sucasny technologicky pokrok vo vyrobe umoznil, Ze mRNA vakciny sa daju konstruovat a vyrabat velmi
efektivne v porovnani s klasickym spdsobom pripravy vakcin, svyuZitim technik pripravy
rekombinantnych molekul. To sposobilo doslova revollciu v moZznostiach vyvoja vakcin proti novym
patogénom s pandemickym potencidlom ako su napriklad niektoré kmene virusu chripky, virus Ebola
¢i v nedavnej minulosti SARS-CoV-2.

4.6 VPLYV VAKCINACIE NA NASLEDKY PANDEMIE COVID-19

Pandémia COVID-19 zdsadne ovplyvnila zdravotné systémy a verejné zdravie na Slovensku aj vo svete.
Zavedenie ockovania znamenalo klticovy obrat v boji proti ochoreniu, ¢o sa odrazilo na znizeni
umrtnosti, nizSich poctoch hospitalizacii aj lepsej dostupnosti starostlivosti pre iné diagndzy. Okrem
toho vakcinacia priniesla ekonomické efekty v podobe Uspor na ndakladoch spojenych s liecbou

a pretazenim nemocnic.

Od zavedenia ockovania v roku 2021 poklesla Umrtnost na COVID-19 vo vyspelych krajinach
0 60-90 % v porovnani s rokom 2020. Na Slovensku bola este v zime 2021 Umrtnost na COVID-19 jedna
z najvyssich v EU, po rozéireni o¢kovania a imunizacii v roku 2022 klesla o viac nez polovicu.
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Pocas uvodnych vin COVID-19 bol zdravotnicky systém extrémne pretazeny. OdloZili sa preventivne
vySetrenia, skriningy a planované operacie, ¢o najviac pocitili pacienti s chronickymi ochoreniami
a rakovinou. V rokoch 2020 — 2021 klesol pocet novodiagnostikovanych onkologickych pripadov
v niektorych krajindch o 30 % a viac pacientov zacinalo liecbu v neskorSom stadiu. Na Slovensku bol
dopad mierne nizsi ako v niektorych zapadnych krajinach, no diagnostika aj zaciatok liecby mnohych
ochoreni boli oneskorené. Po rozsireni ockovania sa situacia postupne stabilizovala.

Pred pandémiou (2015 — 2019) sa priemerna odvratitelnd Umrtnost na Slovensku pohybovala okolo
200 — 210 na 100-tisic obyvatelov (vekova skupina 0-74 rokov). V skupine 15 — 65 rokov to bolo
priblizne 120 — 140 na 100-tisic, u seniorov nad 65 rokov (predovsetkym 65 — 74) okolo 400 — 500 na
100-tisic obyvatelov. Hlavné priciny tvorili kardiovaskularne ochorenia, nasledne nadory a urazy.

Pocas pandémie v roku 2021 vzrastla celkova odvratitelna dmrtnost na Slovensku na priblizne 250 na
100-tisic; u seniorov 65+ vystupila doc¢asne aj nad 500 na 100-tisic, kym v skupine 15 — 65 rokov iSlo o
10 — 15 % narast oproti predchadzajicim rokom. Od roku 2022 sa situdcia opat zlepsuje, v skupine
15 — 65 rokov Umrtnost klesa spat k hodnotdm okolo 130 na 100-tisic, u seniorov zatial mierne
prevysuje predpandemické hodnoty, ale trend je priaznivy. V globalnom porovnani dosahovala pred
pandémiou odvratitelnd Umrtnost v zapadnej Eurépe 80 — 120 a vo vychodnej Eurdpe cez 180 na 100-
tisic obyvatelov.
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V prvej vine ockovania (rok 2021) dosiahla Slovenska republika troven plne zaockovanych dospelych
priblizne 43 %. To bol vyznamne nizsi podiel nez priemer Eurdpskej Unie, ktory v jeseni 2021 presiahol
70 %. Ockovanie medzi seniormi a rizikovymi skupinami sa na Slovensku rozbiehalo pomalsie; v skupine
65+ bola v najviac exponovanom obdobi dosiahnuta zaockovanost priblizne 65 %, kym v zapadnych
krajinach alebo v susednom Rakusku a Cesku ¢asto presahovala 80 — 90 %.

V rokoch 2022 a 2023 sa tempo ockovania spomalilo, avsak vdaka dostupnym booster davkam sa
percento ludi s aspori tromi davkami v SR zvysilo na priblizne 54 % (v EU cca 75 %). Rok 2023 bol uz
poznamenany ,pandemickou Unavou” a narastom vahania obyvatelov. Od zaciatku vakcinacie proti
COVID-19 do decembra 2023 bolo v SR podanych celkovo 7,22 miliéna davok (Our World in Data). Do
leta 2024 sa celkovd zaockovanost (aspori jedna davka) zastavila okolo 55 %, pricom
v hlavhom meste a vacsich mestach bola nizsia o 10 — 15 percentudlnych bodov v porovnani so

evyve

Slovenska.

Na rozdiel od prvych vin pandémie boli novsie varianty virusu (do roku 2024) menej nebezpecné, no
stale znamenali vazne riziko pre zranitelné skupiny, ak sa neockovali alebo neboli preockovani booster
davkami.

Nizka ochota ockovat sa ovplyvnila aj ekonomické a zdravotné dopady pandémie na Slovensku
v porovnani so zapadnou Eurdpou. Slovensko patrilo medzi krajiny EU s najniZzSou zao¢kovanostou
pocas viacerych vin, ¢o predlZovalo mieru hospitalizacii aj zotavenie ekonomiky v prvej polovici roka
2022.

Zdroje OECD aj slovenské statistiky potvrdzuju vysoku ekonomicku navratnost investicii do vakcinacie.
Na logistiku, distribuciu ockovacich latok a informacné kampane islo rddovo menej prostriedkov nez
na hospitalizacie, predizené praceneschopnosti a vypadky HDP pocas lockdownov. Napriklad podla
OECD kaZdé euro investované do vakcinacie prinieslo Slovensku tsporu na trovni 4 — 6 eur. Udaje NCZI
uvadzali za obdobie najmasivnejSieho ockovania pokles nakladov na hospitalizacie COVID-19 o 50 %
(ro€ne v desiatkach miliénov eur).

Ockovanie predstavovalo klticovy bod v manaZovani pandémie nielen z pohladu zdravia, ale aj
ekonomiky na Slovensku. Vyrazne prispelo k poklesu poctu umrti, uvolneniu nemocnic aj
rychlejsiemu zotaveniu hospodarstva. Statistiky ukazujt, ze vys$sia zaockovanost by umoznila este
efektivnejsie zvladnut désledky pandémie.

Investicie do prevencie a verejného zdravia su najlepSou cestou ako predchadzat ekonomickym
stratam a zachovat kvalitu Zivota obyvatelov.

4.7 VEDLAIJSIE UCINKY mRNA VAKCIN: FAKTY A FIKCIE

Medicinske a vedecké dokazy ziskané monitorovanim vysledkov podania miliard davok vakcin
objektivne demonstruji, Ze mRNA vakciny proti COVID-19 maju dobre charakterizovany
bezpecnostny profil s prevaine miernymi, prechodnymi neziaducimi ucinkami a vemi zriedkavymi
zavainymi neZiaducimi Ucinkami, ktoré su predmetom dokladného monitorovania a skdmania
(Ferreira-da-Silva et al, Front Med, 2025). Na zaklade toho je mozZné konstatovat, Zze prinosy mRNA
vakcin daleko prevysuju rizika pre drviva vacsinu ludi, ¢o je podrobnejsie vysvetlené nizsie.

Jednostranné tvrdenia o nebezpecnych tcinkoch mRNA vakcin su preukazatelne nepravdivé a su
v rozpore so zakladnymi principmi biolégie, imunolégie a epidemioldgie.

Potvrdené neZiaduce ucinky s vedeckym konsenzom
1. Beine sa vyskytujlce neziaduce ucinky
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Najcastejsie neziaduce Ucinky su vo vSeobecnosti prechodné, miernej aZ strednej intenzity:
- Reakcie v mieste vpichu: Bolest, zacervenanie, opuch (hlasené u 70 — 90 % ockovanych oséb).
- Systémové Gcinky: Unava (40 — 70 %), bolest hlavy (30 — 60 %), bolest svalov (20 — 50 %),
zimnica (30 — 45 %), hortc¢ka (10 — 15 %), bolest kibov (10 — 30 %).
- Trvanie: Zvycajne odzneji do 1 — 3 dni.
- ZAavislé od davky: Casto vyraznejsie po druhej davke alebo posilfiovacej davke.
Zavislé od veku: Vo vSeobecnosti ¢astejSie u mladsich dospelych ako u starsich dospelych
Tieto Ucinky predstavujui normalnu imunitni odpoved’ a nepovaZuju sa za bezpecnostné rizika.

v

2. Myokarditida a perikarditida
Ide o najvyznamnejsiu potvrdenu zriedkavu neZiaducu reakciu:
- Vyskyt: Priblizne 1 — 10 pripadov na 100 000 davok vakciny.
- Rizikové faktory: prevazne postihuje muzov mladsich ako 30 rokov (najvyssie riziko je
v rozmedzi 16 — 24 rokov), Castejsie po druhej davke, vyssie riziko pri vakcine Moderna ako
Pfizer (pravdepodobne kvoli vyssiemu obsahu mRNA), pricom dlhsie intervaly medzi davkami
riziko znizuju.
- Klinicky priebeh: vacsina pripadov je mierna aZ stredne zdvazna, 95 % pacientov sa Uplne
zotavi pri konzervativnej lieCbe, hospitalizacia je bezn3, ale kratka (median 2 — 4 dni)
Riziko myokarditidy z infekcie COVID-19 je radovo vyssie ako z oc¢kovania, pomer rizika a benefitu je
silne v prospech ockovania, a to aj v skupinach s najvyssim rizikom, pre ktoré sa vsak odporuca
pokracovanie v dokladnom post-vakcinanécnom monitorovani (Patone et al, Circulation, 2022,
Banerjee et al, Cureus, 2025, Stove et al, PloS Med, 2023).

Alergické reakcie

Vyskyt: Priblizne 2 — 5 pripadov na milién davok

Casovanie: Zvy¢ajne sa vyskytuji do 15 — 30 minut po o&kovani

Rizikové faktory: Anamnéza zavaznych alergickych reakcii, najma na polyetylénglykol
ManaZzment: Takmer vsetky pripady odzneju Uplne pri spravnej liecbe

Prevencia: U¢inné je 15 — 30 minudtové pozorovanie po ockovani

A 22 22

Iné neZiaduce reakcie s preukdzanou pri¢innou savislostou
- Lymfadenopatia (docasne opuchnuté lymfatické uzliny): 0,3 — 1 % prijemcov
- Oneskorené lokéalne reakcie (,,COVID rameno"): vyrazka alebo opuch objavujuci sa ~7 dni po
podani vakciny.
- Funk¢énd neurologicka porucha: Velmi zriedkavé neurologické priznaky suvisiace so stresom.

Oblasti prebiehajticeho vyskumu s obmedzenymi dokazmi
1. Zmeny menstruacného cyklu
- Dokazy: Viaceré studie ukazuju docasné nepravidelnosti menstruacného cyklu u niektorych
Zien
- Povaha: Zvyc€ajne oneskorenie alebo silnejsie krvacanie pocas 1 — 2 cyklov
- Kauzalita: Dodasné ucinky imunitnej odpovede ako mozny biologicky mechanizmus
- Riesenie: Zvycajne sa vrati do normalu v priebehu 1 — 2 menstruacnych cyklov
- Klinicky vyznam: Ziadne dékazy o vplyve na plodnost alebo dlhodobé reprodukéné zdravie
(Dorjee et al, PLoS One, 2025, Male, Brit Med J, 2022).

2. Potencidlne dlhodobé imunitné ucinky
- Sudasné dokazy: Ziadny potvrdeny signal pre vyznamnu dlhodobl imunitnt deregulaciu
- Teoretické obavy: Niektori hypotetizuju potencidlne Ucinky na vrodent imunitu
- Stav sledovania: Sleduje sa prostrednictvom viacerych systémov dohladu po uvedeni na trh
- Vedecka zhoda: Ziadne ddkazy nepodporuju obavy z dlhodobého poskodenia imunity
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BeZné mylné predstavy a nepravdivé tvrdenia

NEPRAVDIVE TVRDENIE: Hldsenia VAERS (Vaccine Adverse Event Reporting System) dokazuju tisice
umrti a vaznych ochoreni spésobenych vakcinami proti COVID-19.

Realita:

VAERS je pasivny systém hlasenia neZiaducich udalosti uréeny na vcasnu detekciu signalov.
Ktokolvek mbézZe nahlasit akukolvek udalost bez overenia pric¢innej stvislosti.

VAERS konkrétne uvadza: ,Hlasenia m6zu obsahovat nelplné, nepresné, ndhodné

a neoverené informdcie".

Systém vyslovne uvadza: ,Samotny pocet hlaseni nemozno interpretovat ako ddkaz pric¢innej
suvislosti".

Casovy prekryv udalosti s o¢kovanim sa bez ddkazov zamiefia s pri¢innou stvislostou.
Potvrdenie pri¢innej slvislosti si vyZaduje vySetrovanie a kontrolované studie.

Preco toto tvrdenie pretrvava: Viera v konspiracie, nepochopenie Ucelu VAERS, zaujatost pri hlaseni
udalosti, neobjektivny vyber dat, nespravna interpretacia a/alebo zamerné skreslovanie Udajov
niektorymi autormi (Seneff et al, Food Chem Toxicol, 2022), vid'tiez naslednu kriticku reakciu (Barriere
et al, Food Chem Toxicol, 2023).

N2 20 2N 2N 2 7

NEPRAVDIVE TVRDENIE: mRNA vakciny spdsobuju rychly rozvoj rakoviny (,turbo rakovina").
Realita:
- Ziadne epidemiologické ddkazy neukazuju zvy$enu mieru rakoviny u ockovanych populdcii.
- Vyvoj rakoviny zvycajne trva roky alebo desatrodia, nie mesiace.
- Epidemiologické data sledujice mieru rakoviny neukazuju ziadny signal pre zvysené riziko
v spojitosti s vakcinaciou (National Cancer Institute, NIH, Cancer Stat facts)
https://seer.cancer.gov/statfacts/html/all.html ).
- Tvrdenie je v rozpore so zakladnymi principmi bioldgie rakoviny.
- Tvrdenie je Casto zaloZené na neoficialnych spravach o malom pocte jednotlivych pripadov,
bez statistickej vyznamnosti.
Preco toto tvrdenie pretrvava: Viera v konsSpiracie, nespravne zamienanie ¢asove] suvislosti za
kauzalitu: nacasovanie vySetreni a diagndz rakoviny po rozsiahlych ockovacich kampaniach, ked’
pandémia ustupila a riziko vaineho ochorenia COVID-19 sa zniZilo. Nie je zname, ¢i novo-
diagnostikovani pacienti absolvovali preventivne prehliadky alebo lekarske vySetrenia pred
ockovanim. Pocas pandémie COVID-19 boli zdravotnicke zariadenia zahltené starostlivostou
0 pacientov s vaznym ochorenim COVID-19, ¢o spOsobilo oneskorenie diagnostiky a starostlivosti
o onkologickych pacientov,
https.//qlobalvaccinedatanetwork.org/news/turbo _cancer _and _mrna_myth that defies biology a

nd physics.

Priciny viery v konSpiracie

Psychologické studie ukazuju, ze priciny viery v konSpirdcie mozno zaradit do Siestich kategorii:
kognitivne (napr. styl myslenia), motivacné (napr. vyhybanie sa neistote), osobnostné (narcizmus),
psychopatologické (tzv. Dark Triad traits: narcizmus, manipulativnost a nedostatok empatie), politické
(ideologicka orientacia, autoritativnost, populizmus, politicky cynizmus) a sociokultirne (nedévera v
institucie a vedu) (Pilch et al, Front Psychol, 2023, Cosgrove et al, Front Psychol, 2023).

K viere v konspiracie zaroven prispieva nerealisticky optimizmus vo vztahu k vlastnému riziku infekcie,
ktory tiez ovplyviiuje vztah k ockovaniu. Konspiraéné tedrie sa zdravotnym nasledkom infekcie
vyhybaju, alebo ich zfah¢uju (Salvador Casara et al, Soc Psychol Bull, 2022, Fleury-Bahi et al, Front
Psychol, 2023).

Dlhodobé monitorovanie bezpecnosti
Na celom svete bolo do konca roka 2024 podanych 13,5 miliard davok vakcin proti COVID-19:
- Viaceré systémy dlhodobého monitorovania bezpeénosti vykazuju konzistentné bezpec¢nostné
profily.
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Nevyskytli sa Ziadne neocakdvané bezpecnostné signaly okrem tych, ktoré boli identifikované
v prvom roku.

Dlhodoby dohlad nad potencialnymi zriedkavymi ucinkami pokracuje prostrednictvom
zavedenych systémov.

Miliardy davok podanych globdlne (13,64 miliard k janudru 2025) poskytuju bezprecedentné
udaje o bezpecnosti.

Na zaklade dlhodobého monitorovania bezpecnosti boli mRNA vakciny proti ochoreniu COVID-
19 vyrobcov Moderna a Pfizer-BionTech Standardne registrované na pouzivanie v humannej
medicine.

N2 2N 2N 7

Hodnotenie rizika
Riziko a prinos na urovni populacie:
- Pre vietky vekové skupiny prinosy oc¢kovania vyrazne prevazuju nad rizikami, najma pocas
obdobi vysokej virusovej prenosnosti.
Individualne zvazenie rizika:
- U mladych muzov (16 — 24 rokov) je riziko myokarditidy zvy3$ené, ale stale vyrazne prevazuju
prinosy vakcinacie.
- Osoby s anamnézou zavaznych alergickych reakcii vyzaduju lekarsku konzultaciu.
- 0 vadsine ostatnych rizik chybaju vedecké dokazy.
Transparentnost o neistote:
- Ako pri kazdom medicinskom zdkroku, ¢asom sa mézu objavit mimoriadne zriedkavé
neziaduce reakcie.
- Neustale monitorovanie a vyskum prebiehaju.
- Sucasné dbkazy poskytuju silné uistenie o dlhodobej bezpeénosti mRNA vakcin.

4.8 HYPOTETICKE POSOBENIE ZVYSKOVEJ PLAZMIDOVEJ DNA NA LUDSKY ORGANIZMUS

Vplyv cudzorodej DNA na ludsky organizmus je dlhodobo predmetom pozornosti, najma v kontexte
bezpecnosti vakcin. Technoldgie mRNA vakcin priniesli revollciu v profylaxii proti novym patogénom
vratane virusu SARS-CoV-2. Vakcinacia proti ochoreniu COVID-19, ktoré tento virus spésobuje,
zachranila mnoiZstvo fudskych Zivotov a vyrazne zniZila pocet hospitalizacii z dovodu zavaznych
symptémov (Obr. 4.5.1, Our World of Data, 2025, Worldometer, 2025). Napriek tomu sa od zaciatku
ockovania proti COVID-19 vo verejnom priestore Siria spravy o zdravotnych rizikdch spojenych so
zvySkovou plazmidovou DNA v mRNA vakcinach. Tieto obavy sa dévaju do suvislosti predovsetkym so
zapalovymi procesmi a s integraciou DNA do fudského gendmu.

Ako je uvedené vyssie, plazmidova DNA sa vyuZiva vylucne pocas vyroby ako templat pre aktivnu zlozku
MRNA vakciny, preto sa jej zvyskové mnoZstvo overuje uz v priebehu vyrobného procesu predtym, nez
sa mRNA zabali do lipidovych ¢astic. Toto je jediny spdsob, akym sa da vyluéit vplyv dalSich zloZiek
vakciny a presne urcit mnozstvo zvyskovej DNA. V dalsich krokoch vyroby sa DNA do mRNA vakciny uz
nema ako dostat. Vyrobca o vysledkoch testov podéava dékladnu spravu a autorizan dokumentaciu.
Certifikacna autorita, ktorou je oficidlne medicinske kontrolné laboratérium (OMCL), prisne overuje
tieto vysledky predtym, nez Sarze vakciny prepusti na pouzivanie. Tato kontrola je oznacena ako OCABR
(t.j. Sarza uvolnend oficidlnym kontrolnym laboratériom) a je zarukou toho, Ze mnozstvo DNA vo
vakcine je pod stanovenou limitnou hodnotou (Milne et al, NP/ Vaccines, 2023).

Je doleZité uviest, Ze v produkcii mMRNA vakcin proti ochoreniu COVID-19 sa pouziva iba plazmidova
DNA bakteridlneho povodu. Vakcina v procese vyroby neprichadza do kontaktu so Ziadnou DNA
zZivo€isneho pdvodu, s ktorou by mohli byt spojené niektoré rizikd prenosu proto-onkogénov alebo
funkénych virusovych génov. Tieto rizikd v DNA bakteridlneho pévodu nie su pritomné. V tomto
kontexte usmernenia WHO a FDA o ZivocisSnych bunkovych substratoch na produkciu biologickych
liekov uréenych pre fudi nie su relevantné (Paul Ehrlich Institut, 2023). Napriek tomu, regulacné
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autority stanovili velmi prisne limity na mnoZstvo zvyskovej DNA v mRNA vakcinach proti COVID-19,
pricom fragmentdcia bakteridlnej a plazmidovej DNA pocas vyrobného procesu poskytuje dalsiu
zaruku bezpecnosti, pretoze DNA fragmenty nekdduju funkéné proteiny. To bol dovod, pre ktory
expertné skupiny WHO a FDA prehodnotili povodné limity zvyskovej bunkovej DNA stanovené na 100
pg/davku biologického produktu pre humannu medicinu (WHQO, 2007, FDA, 2010). Z hladiska vyrazne
nizSieho zdravotného rizika zvyskovej bakterialnej alebo plazmidovej DNA v porovnani' s bunkovou DNA
urdili limit na 10 ng/davku lieku, ktory sa aktudlne uplatfiuje aj pri regulacii kvality mRNA vakcin.

Doposial nie je k dispozicii Ziadny spolahlivy vedecky dékaz, Ze mnoZstvo rezidualnej DNA prekracuje
bezpecnu hodnotu stanovenud pre mRNA vakciny. Tvrdenia, Ze mnoZstvo rezidualnej DNA v mRNA
vakcinach proti COVID-19 vysoko prekracuje limit, sa zakladaju na vysledkoch testov, ktoré nepresli
overenim spolahlivosti a boli technicky nespravne uskutoénené a/alebo interpretované. K viacerym
takymto studiam boli publikované kritické ¢lanky, v ktorych su tieto nepravdivé tvrdenia vyvratené na
zaklade vedeckych a medicinskych poznatkov a epidemiologickych dat (Barriere et al, Food Chem
Toxicol, 2023, Mueed et al, J Clin Neurosci, 2025, Kaiser et al, Vaccine, 2025).

Objektivne zhodnotenie rizika zapalovych reakcii vyvolanych zvyskovou DNA v mRNA vakcine
DNA je urcend primarne na uchovavanie genetickej informacie. Je uloZena v jadre a v mitochondriach,
a membranami oddelenad od ostatnych kompartmentov buniek. Bunky si na ochranu jej funkcii,
replikacie a reparacie vyvinuli mechanizmy detekcie a eliminacie pritomnosti cudzorodej DNA, ktoré
mozu byt aktivované ako tzv. alarm signal vrodenej imunity, napr. virusovymi a bakterialnymi
infekciami. V cytoplazme buniek sa moéiu nachddzat aj fragmenty vlastnej jadrovej alebo
mitochondridlnej DNA, ktoré su znakom bunkového starnutia (tzv. senescencie) alebo poskodenia.
Tieto fragmenty mdzu byt eliminované pomocou autofagie v lyzozédmoch alebo cytoplazmatickymi
nukledzami (Miller et al, Cell, 2021, Ivanov et al, J Cell Biol, 2013). V senescentnych bunkach je
mnozstvo cytoplazmatickej DNA zvysené v dosledku narusenia jadrovej membrany a redukcie
cytoplazmatickych DNaz (Takahashi et al, Nature Comm, 2018).

V ludskych bunkach st fragmenty cytoplazmatickej DNA rozpoznavané ako nebezpecné molekuly, tzv.
danger-associated recognition patterns, (DAMPs) prostrednictvom Specifickych receptorov
a cytoplazmatickych senzorov. Spustaju odpoved prirodzenej imunity zlozitym molekularnym
mechanizmom (Hu and Shu, Annu Rev Immunol, 2020) a mdzu byt pri¢inou zapalov, ktoré su spojené
s mnohymi chronickymi ochoreniami suvisiacimi s infekciou alebo starnutim organizmu, najma
s nadorovymi, kardiovaskularnymi a neurodegenerativnymi ochoreniami (Brubaker et al., Annu Rev
Immunol, 2015, Lan et al, 2019).

Napriek tomu, Ze SARS-CoV-2 je virus s ggndmom RNA, pri infekcii vyvolava poskodenie bunkovej DNA,
sposobuje nestabilitu gendmu, tvorbu mikrojadier a aktivuje odpoved bunky na DNA poskodenie. Tym
aktivuje DAMP-zavislé mechanizmy a prispieva k bunkovej senescencii, akumuldcii vlastnej
cytoplazmatickej DNA a stimulacii zapalovych procesov, ktoré pri hyperaktivacii mézu u infikovanych
0s6b viest k zadvazinym prejavom ochorenia COVID-19 (Grand, J Gen Virol, 2023, Parthasaraty et al,
Biochem Pharmacol, 2022).

Na zéklade tychto poznatkov sa zvySkova DNA zacala spdjat z rizikom zapalov. Experimentalne bolo
preukazané, Ze na vyvolanie detegovatelnej zapalovej odpovede v tele su potrebné davky dsDNA
mnohonasobne vyssSie nez tie, ktoré si redlne pritomné v ockovacich davkach mRNA vakcin.
Napriklad, laboratérne modely dokazuju, Ze imunitnd aktivacia sa prejavuje v pripade, ak je DNA
podana vo vysokych koncentraciach, ktoré daleko presahuju regulacné limity pre biologické pripravky,
napr. davka 10 pg (t.j. 10 000 ng) DNA podanych do svalu mysi s hmotnostou 25 g by zodpovedala
davke 20 g (t.j. 20 000 000 ng) DNA na 50 kg ¢loveka (Gaitzsch et al, Sci Rep, 2017).

Udaje z post-marketingového monitoringu mRNA vakcin potvrdzuju, Ze vyskyt autoimunitnych
a zapalovych ochoreni po ockovani nie je vyssi, neZ je tomu v beznej populdcii.
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Objektivne zhodnotenie rizika integracie zvySkovej DNA z mRNA vakciny do ludského genému
Neexistuje Ziadny vedecky ani medicinsky dokaz o integracii zvyskovej DNA z mRNA vakcin do [udského
gendmu, pricom na svete uzZ bolo podanych viac nez 13,5 miliard davok vakcin proti ochoreniu COVID-
19. Tento fakt je velmi silnym argumentom proti tvrdeniu, Ze zvyskovd DNA v mRNA vakcine
predstavuje riziko pre [udsky organizmus vo forme integracie a genetickej modifikacie.

Dékaz o integracii neexistuje dokonca ani pre vakciny na baze DNA, ako su napr. adenovirusové vakciny,
alebo oslabené DNA virusy, ktoré sa pouzivali uz davnejsie profylakticky na celom svete proti réznym
infekénym ochoreniam a prispeli k ich eradikacii alebo potlacdeniu (kiahne, osypky, detska obrna
a mnohé iné).

Navyse, 80 — 90 % ludskej populacie je dlhodobo (vacSinou bezpriznakovo) infikovanych roznymi DNA
virusmi (napr. adenovirusy, herpesvirusy, papildmavirusy, parvovirusy), pricom ich DNA pretrvava
najma v tzv. epizomalnom stave mimo gendmu. Niektoré DNA virusy vSsak majui molekularnu vybavu
na to, aby sa ich DNA mohla integrovat do gendmu nasich somatickych buniek. Napriek tomu
neexistuju Ziadne dokazy o tom, Ze by z nds robili geneticky modifikované organizmy. Sirenie takejto
predstavy v spojitosti so zvySkovou DNA v mRNA vakcinach je nebezpecné a podkopdva doveru v
najucinnejSi a historicky mnohonasobne overeny sposob obrany proti zavainym virusovym
ochoreniam.

Riziko integracie do gendmu a riziko inzerénej mutagenézy je pre zvysSkovid DNA v mRNA vakcine
podanej injekéne do svalovych buniek extrémne nizke a hypotetické (Ledwith et al, Intervirology, 2000,
Temin, J Med Virol, 1990, Manam et al, Intervirology 2000, Hassett et al, Mol Ther, 2024, Kustanovich
et al, Cancer Biol Ther, 2019).

- Integracia je najucinnejsia pocas delenia buniek, ked sa odstrani bariéra jadrovej membrany
a DNA sa replikuje. Svalové bunky (a iné diferencované bunky ludského organizmu, ktoré mézu
prist do kontaktu s vakcinou) sa delia velmi zriedkavo, a maju intaktnud jadrovd membranu, ¢im
sa pravdepodobnost integracie vyrazne zniZuje. Tieto somatické bunky sa liSia od
experimenalnych bunkovych linii, ktoré sa delia ¢asto a pritom replikujd svoju DNA.

- Vo zvyskovej DNA (odvodenej z bakteridlneho plazmidu) sa nenachéadzaju sekvencie homoldgne
s bunkovou DNA, ktoré su predpokladom homoldgnej rekombinacie pri integracii.
Dvojvldknové zlomy v chromozomalnej DNA, ktoré by umoznili integraciu pocas reparacnych
procesov sa v diferencovanych svalovych bunkach vyskytuju len ojedinele a reparacia DNA je
velmi zriedkava.

- V svalovych a inych somatickych bunkach nie si pritomné Specifické enzymy, ktoré sa pri
experimentalnych postupoch pridavaju, aby sa zvysila pravdepodobnost integracie (napr.
transpozazy alebo integrazy z baktérii alebo fagov).

- Malé fragmenty DNA (~200 bp) sa integruju velmi neefektivne aj v experimentélnych
podmienkach a pri mnohonasobne vacsich vstupnych mnozstvach DNA.

- Vakcina Comirnaty neobsahuje SV40 virus ani onkogény tohto virusu, len jeho regulaény
element (tzv. enhancer). Pritomnost SV40 enhancera sice zvySuje transkripciu RNA, ale
nepodporuje integraciu plazmidovej DNA do hostitelskej bunkovej DNA. Tento enhancer sa
dlhodobo a bezpecne pouziva pri vyrobe terapeutickych protilatok, hormdnov a vakcin.

- Aj v laboratériu, pri optimalizovanej cielenej transfekcii DNA do buniek (v celistvej forme
plazmidu a/alebo v mnohondsobne vyssej koncentracii, ako je stanovené pre zvySkovi DNA vo
vakcinach), plazmidova DNA dlhodobo ostdva mimo chromozomalnej DNA a pravdepodobnost
jej integracie je velmi nizka.

- Lipidové nanodcastice (LNP) sice ulahéuju popri mRNA aj dopravenie zvySkovej DNA do buniek

a znizuju jej degradaciu v endozémoch, ale nezvysuju pravdepodobnost vstupu DNA do
bunkového jadra a integracie do bunkového genému.

Integracia je neucinna aj v experimentalnych systémoch, ak sa nenavodi selekcny tlak.
Spontanne mutdcie sa v gendme buniek odohravaju s ovela vyssou frekvenciou, ako je teoreticka
pravdepodobnost integracie cudzorodej zvyskovej DNA .

v

95




Sprava o analyze mRNA vakcin, 2025

- Z kvantitativneho hladiska 10 ng DNA vo forme ~200 bp fragmentov zodpovedd mnozstvu cca
3x10'° molekul. Ak sa toto mnoZstvo distribuuje do desiatok tisicov svalovych buniek v mieste
vpichu, tak na jednu bunku pripada mnoZstvo zvyskovej DNA, ktoré je o mnoho rddov mensie
nez mnozstvo DNA v laboratérnych experimentoch, na zaklade ktorych boli vyslovené obavy
o riziku integracie. NavySe, do svalovych buniek sa dostane iba déast vakciny, zvySok je
z medzibunkového priestoru vychytany imunitnymi bunkami, ktoré cudzorodd DNA efektivne
degraduju, ¢im sa este viac zniZuje teoretické riziko integracie.

> Formou a di?kou okolo 150 bp sa fragmentovana zvy$kova DNA podobd volnej DNA prirodzene
cirkulujucej v krvi. Tato DNA je rychlo odstrafiovana pdsobenim enzymov nukleaz pritomnych v
krvi, fagocytdzou bielymi krvinkami, ale aj metabolizmom v peceni a uvolfiovanim v oblickach.
Rychlost odstranovania kratkej fragmentovanej DNA je znacna, s pol¢asom rozpadu v rozmedzi
od 4 min do 1-2h.

Komparativny kontext rizika integracie cudzorodej DNA do ludského gendmu:

- Mnohé biologické lieciva na baze rekombinantnych produktov obsahujud zvyskovd DNA (inzulin,
rastovy horman, protilatky na lieCbu rakoviny, napr. herceptin, cetuximab, bevacizumab a pod.).
Tieto lieky sa pacientom podavaju intradermalne, intramuskularne alebo intravendzne v
pravidelnom reZzime a v pomerne vysokych davkach v priebehu dlhodobej liecby, alebo dokonca
celoZivotne. Neexistuje vsak Ziadny dokaz o tom, Ze by sa zvySkova DNA z tychto biologickych
liekov integrovala do fudského genomu.

- Zvyskova DNA sa nachadza v mnohych vakcinach, ktoré sa uz roky pouzivaju v ludskej populacii,
napriek tomu nie si znadme Ziadne pripady jej integracie do gendmu (napr. vakciny proti chripke,
Zltacke typu A, besnote, ovéim kiahnam a i.). V niektorych vektorovych vakcinach (napr.
adenovirusovych) je DNA hlavnou zlozkou a napriek tomu nie su dbékazy o jej integracii do
gendmu Cloveka.

- Ak by aj hypoteticky doslo k integracii, tykalo by sa to iba mizivého poétu somatickych buniek
a ndhodnych pozicii v gendme bez funkénych désledkov.

Na zaklade sucasnych vedeckych dokazov, regulacnych hodnoteni a vysledkov dlhodobych

praktickych aplikacii je riziko genomickej integracie rezidualnej DNA z vakcin extrémne nizke a ma
minimalny biologicky vyznam.
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Modely povrchovej Struktury a zloZenia lipidovych nanocastic mRNA vakcin.
Schematické zndzornenie procesu vyroby mRNA vakcin.

Schematické zndzornenie metdd pouZitych na analyzu zvyskovej DNA a inych Idtok

v mRNA vakcinach.

Schematické zndzornenie DNA templdtu pouZitého na produkciu mRNA pre vakciny
Comirnaty a Spikevax.

Kalibracné grafy a amplifikacné krivky generované s primermi pre SPIKE, ORI a KAN
oblasti.

Porovnanie sekvencii primerov so sekvenciami koresSpondujtcich cielovych oblasti v
sekvenovanych SarZiach vakcin Comirnaty a Spikevax

Porovnanie vysledkov gqPCR amplifikdcie Standardnej DNA s primermi SPIKE 1 (A) a ORI 1
(B) na vylucenie interferencie s mRNA, ktord je pritomnd vo vakcine.

Amplifikacné krivky oblasti kodujtcej cast Spike proteinu vsetkych SarZi vakcin, vysledky
s pouZitim primerov SPIKE 1. Grafické zndzornenie vysledného poctu amplifikovanych
molekul a prepocet na mnoZstvo plazmidovej DNA v ng/ddvku.

Amplifikacné krivky oblasti ORI vsetkych sarZi vakcin, vysledky s pouZitim primerov ORI
1A. Grafické zndzornenie vysledného poctu amplifikovanych molekul a prepocet na
mnoZstvo plazmidovej DNA v ng/ddvku.

Amplifikacné krivky oblasti ORI vsetkych sarZi vakcin, vysledky s pouZitim primerov ORI
1B. Grafické zndzornenie vysledného poctu amplifikovanych molekul a prepocet na
mnoZstvo plazmidovej DNA v ng/ddvku.

Amplifikacné krivky oblasti KAN vsetkych SarZi vakcin Comrinaty, vysledky s pouZitim
primerov KAN 1. Grafické zndzornenie vysledného poctu amplifikovanych molekul a
prepocet na mnoZstvo plazmidovej DNA v ng/ddvku.

Amplifikacné krivky oblasti kodujtcej cast Spike proteinu vsetkych SarZi vakcin, vysledky
s pouZitim primerov SPIKE 2. Grafické zndzornenie vysledného poctu amplifikovanych
molekul a prepocet na mnoZstvo plazmidovej DNA v ng/ddvku.

Amplifikacné krivky oblasti ORI vsetkych sarZi vakcin, vysledky s pouZitim primerov ORI
2. Grafické zndzornenie vysledného poctu amplifikovanych molekul a prepocet na
mnoZstvo plazmidovej DNA v ng/ddvku.

Suhrnny graf porovndvajtci vysledky vsetkych simplexnych qPCR v tejto analyze s
vysledkom multiplexnej gPCR uvedenej v publikdcii Fleming et al (2025).

Dékaz nespecifického signdlu emitovaného pritomnostou mRNA vo vzorke extrahovanej
DNA.

Suhrn vysledkov DNA kvantifikdcie vo vsetkych analyzovanych SarZiach vakcin pomocou
Qubit fluorometrie podla metdd izoldcie.

Kvantifikdcia mnoZstva mRNA v ddvke pre vsetky analyzované SarZe vakcin pomocou
Qubit fluorometrie.

Kvantifikdcia markerovej DNA metddou kapildrnej elektroforézy na zariadeni FA5200.
Denzitogramy fragmentacnej analyzy externe pridanej DNA ku kontrolnej vzorke.
Porovnanie pripravy vzoriek analyzovanych na pritomnost zvyskovej DNA pomocou
kapildrnej eletroforézy.

Denzitogramy z kapildrnej elektroforézy zvyskovej DNA v jednotlivych SarZiach vakcin.
Analyza integrity mRNA vo vakcine Comirnaty, sarZa LK8456.

Porovnanie dvoch SarZi vakcin Comirnaty s vyhovujiucou a nevyhovujicou integritou
mMRNA.

Suhrnny graf zndzorriujuci percentudine vyjadrenie integrity mRNA vo vsetkych
analyzovanych sarZiach vakcin.

Fotografie ampuliek obsahujtcich analyzované SarZe vakcin.

Zjednodusené schematické porovnanie troch generdcii metdd sekvenovania.

Dizkové profily jednotlivych kninic pripravenych pouZitim TruSeq DNA Nano kitu podla
upraveného protokolu.

Ukdzka vystupu kontroly kvality pre Citania pomocou FastQC.

Ukdzka dizkového profilu sekvenovanych fragmentov (Comirnaty $arza PCB0020).
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Ukdzka pokrytia referencnej sekvencie plazmidu mapovanymi ¢itaniami (Comirnaty
SarZa PCB0020.)

Porovnanie Ramanovych spektier Comirnaty typu A s prisluchajucim Standardom
(sachardza).

Porovnanie Ramanovych spektier Comirnaty typu B s prisltichajucimi standardami (ALC-
0159, cholesterol, DSPC).

Porovnanie Ramanovych spektier Comirnaty typu C s prisluchajucimi Standardami (ALC-
0315, cholesterol, DSPC).

Porovnanie Ramanovych spektier Spikevax typu A s prisltichajiucim Standardom
(sachardza).

Porovnanie Ramanovych spektier Spikevax typu B s prisltichajucimi Standardami (ALC-
0159, cholesterol, DSPC).

Porovnanie Ramanovych spektier Spikevax typu C s prislichajicimi Standardami (ALC-
0315, cholesterol, DSPC).

Ramanove spektrd standardov grafitu, grafén oxidu, redukovaného grafén oxidu.
Porovnanie Ramanovych spektier Standardov grafitu, grafén oxidu, redukovaného
grafén oxidu a priemernych Ramanovych spektier vakcin Comirnaty a Spikevax.
Prevalencia SARS-CoV-2 variantov v priebehu pandémie COVID-19 (december 2019-
december 2022)

Certifikat kvality vydany v septembri 2021 Eurdpskym centrom pre prevenciu

a kontrolu choréb na zdklade externého hodnotenia kvality molekuldrnej diagnostiky
variantov virusu SARS-CoV-2 v Biomedicinskom centre SAV

Certifikat kvality vydany v juli 2020 Eurépskym centrom pre prevenciu a kontrolu choréb
na zdklade externého hodnotenia molekuldrnej diagnostiky virusu SARS-CoV-2 metddou
RT-PCR v Biomedicinskom centre SAV.

Globdlny dosah vakcindcie na vybrané infekcné ochorenia (1980 —2021).

Casovd os vyvoja mRNA technoldgie.

Vplyv vakcindcie proti ochoreniu COVID-19 na dennu umrtnost pocas pandémie.
Odvrdtitelnd umrtnost na Slovensku pocas pandémie COVID-19 a po nej (2020-2025)

v porovnani s obdobim pred pandémiou (2015-2019).

Nazov

Zoznam analyzovanych 3arzi vakcin

Zoznam primerov a prob pouzitych na gPCR analyzu

Koncentracie zvyskovej DNA izolovanej z analyzovanych Sarzi vakcin.
Hodnoty a parametre z kontroly kvality findlnych sekvenacnych kniznic.
Parametre Citani sekvencii zvyskovej DNA v analyzovanych vakcinach
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7. ZOZNAM SKRATIEK

ARDS
BHQ
BMC

bp
cfDNA
CMV
CovID
Cy5
DAMP
DNA
dsDNA
EMA
FAM
FDA
GO
HEX
KAN
LM
LNP
mRNA
NCzZI
OCABR

OECD
OMCL
ORI

PCI
gPCR
RNA
RN3aza
RSV
SARS
SARS-CoV-2
SAV
SVa0
TAMRA
TGA
TLR
UM
VAERS
WHO

akutny respiracny distres syndrom

Black Hole Quencher (znacka pre PCR)

Biomedicinske centrum

bazové pary molekuly DNA

DNA mimo buniek (,,cell-free DNA”)

cytomegalovirus

koronavirusova choroba (,,coronavirus disease”)

Fluorescencna farbicka Cyanine 5

vzory spojené s rozpoznanim nebezpecenstva (,danger-associated recognition patterns”)
deoxyribonuklekova kyselina

dvojvlaknova DNA

Eurdpska liekova agentura (,,European Medicines Agency”)

znacka na PCR

Urad na kontrolu lieciv a potravin (,Food and Drug Administration”)

grafén oxid

derivat fluoresceinu — znacka pre PCR

kanamycin

dolny marker v kapilarnej elektroforéze

Lipidové nanocastice

mediatorova ribonukleova kyselina

Narodné centrum zdravotnickych informacii

oficidlna kontrolna autorita pre uvolfiovanie Sarzi ludskych biologik (,Official Control
Authority Batch Release for Human Biologicals”)

Organizacia pre ekonomicku spolupracu a rozvoj

oficidlne medicinske kontrolné laboratérium (,,Official Medicines Control Laboratory”)
pociatok replikacie plazmidu (, origin of replication”)
fenol-chloroform-izoamylakohol

kvantitativna polymerazova retazova reakcia (,,quantitative PCR)
ribonukleovd kyselina

ribonukledza (enzym, ktory degraduje RNA)

Respiracny syncycialny virus

tazky akutny respiracény syndrom (,,severe acute respiratory syndrome”)
Koronavirus typu 2 spésobujlci SARS

Slovenskd akadémia vied

opici virus 40 (,,Simian virus 40”)

rodaminova znacka pre PCR

Australska autorita pre kontrolu lie€iv (,Therapeutic Goods Administration”)
Toll-like receptor

Horny marker v kapilarnej elektroforéze

Systém na hlasenie vedlajsich ucinkov vakcin (,,Vaccine Adverse Event Reporting System”)
Svetova zdravotnicka organizacia (,World Health Organisation”)

108




Sprava o analyze mRNA vakcin, 2025

109




Sprava o analyze mRNA vakcin, 2025

Analyza bola uskuto¢nenad a sprava bola vypracovana s finanénou podporou Viady
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