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Kvantitativni multiplexni PCR v realném case

Bivalentni expresni vektor Pfizer BNT162b2, kompletni sekvence, kruhovy (Ref: OR134577)
Synteticky konstrukt HCV1146 Moderna (mRNA-1273) sekvence vakciny SARS-CoV-2 (Ref: 0K120841)
Analyza na urovni mRNA (cDNA) i DNA

Oligonukleotidy (primery a fluorescencné znacené hybridizacni sondy) ziskané od spole¢nosti
Eurofins Genomics, DE

Multiplexni kvantitativni PCR v redlném case (FAM - proteinova kazeta Pfizer S, Cy5 - expresni vektor, ROX -
proteinova kazeta Pfizer S).

Moderna S proteinova kazeta, HEX - Escherichia coli genomicka DNA

Izolace DNA / RNA - Qiagen DNA mini kit, Qiagen, DE

Reverzni transkripce - Verso cDNA kit, ThermoFisher Scientific, USA

Rotorgene Q, 5-Plex, Qiagen, DE

Absolutni kvantifikace - pocet kopii cilové sekvence / 1 ml

Rovnice kalibracni krivky: =107(-0,257*Ct+11,897)

Vakciny uchovavané pfri -80 °C, Cerstvé, dfive neoteviené analyzované Sarze

Moderna Spikevax: 17 Sarzi (5 ampuli / kazda Sarze)

Pfizer BNT162b2: 7 sarzi (5 ampuli / kazda Sarze)

VaXX_Plex - Multiplex Real Time PCR test - pouzité primery a sondy:

VaXX_Plex 100 uM (ul) [Sequence of the oligo 5°-3' |
PfiMo common F 0,04|tgcggcaagggcetaccacctgatgag

PfiMo common R 0,05|ggtgttgtcggtggtgatgatctgg

VWV _Ori F 0,05|ctacatacctecgcetctgetaate

W _Ori R 0,05|gcgcecttatecggtaactate

EcolilTS-FO3 0,05|CACTCAGGCCTACCAAATTTGCA

EcolilTS-R02 0,05|TCGCAGTGAACCTTTGCAGGTAC

EcolilTSProb_15 0,04|HEX - CGCATAGCTCCACCATCTCTGTAGTG - BHQ1
Mo Probe 0,04|ROX - tccccagagegeaccccacggagtggtgtt - BHQ2
|woriprobe 0,04Cy5 - tactgecagtggegataagictetett - BHQ2

Pfi Probe 0,04|FAM - ccctcagtetgeeectcacggegtggtett - BHQ1

H20 0,15



Log Mnozstvi (absolutni kvantifikace - pocet kopii cilové sekvence / ml)
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® S proteinova kazeta Moderna
® Expresni vektor Moderna
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Log Mnoizstvi (absolutni kvantifikace - pocet kopii cilové sekvence / ml)
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Log Mnozstvi (absolutni kvantifikace - pocet kopii cilové sekvence / ml)
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Moderna Spikevax - S Proteinova kazeta - ROX
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Moderna Spikevax - expresni vektor - uroven
DNA Cy5
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Pfizer BNT162b2 - S Proteinova kazeta - uroven
FAM DNA
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Pfizer BNT162b2 - Expresni vektor - hladina
DNA Cy5
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Mnozstvi kazet S proteinu na trovni mRNA (cDNA) a DNA ve
vakcinach Moderna Spikevax a Pfizer BNT162b2

S proteinova kazeta S proteinova kazeta
mRNA (cDNA) DNA
(pocet kopii / ml) (pocet kopii / ml)
Moderna Spikevax ~ 10e9 - 10e10 10e7 - 10e9
Pfizer BNT162b2 10e10 - 10el1l 10e8 - 10e9

Zadny z vyrobcd nedeklaroval, 7e by obsah DNA byl b&Znou souéasti vakcin. Vysoké

mnozstvi DNA pritomné v testovanych vzorcich vylucuje moznost pouhé kontaminace
béhem vyrobniho procesu.



Souhrn

* Na urovni mRNA (cDNA) byl pfi pouziti S proteinovych kazet jako detek¢nich cili pozorovan pozoruhodny
rozdil v mnoZstvi mRNA u vakcin Moderna Spikevax a Pfizer BNT162b2 (1-2 rady velikosti; modré tecky v
prislusnych grafech).

e U Sarzi Moderna 200106A, MV1018A a 20023A lze vzhledem k obracenému pomeéru mnozstvi
expresniho vektoru a kazety S proteinu predpokladat, Ze v testovanych Sarzich jsou pritomny dalsi cile
DNA klonované v expresnim vektoru. Prislusné Sarze pripravku Moderna jsou zvyraznény Cervenymi
ovaly. K objasnéni této otazky by byla zapotfebi podrobnéjsi analyza.

* Vakciny Moderna Spikevax i Pfizer BNT162b2 obsahuji vysoké mnozstvi expresnich kazet DNA proteinu S
v mnozstvi srovnatelném s mnozstvim mRNA, ktera je jedinou deklarovanou aktivni molekularni slozkou
(podle pribalovych letakl poskytnutych vyrobci).

- Vakciny Moderna Spikevax obsahuji 10e7 - 10e9 kopii expresni kazety DNA S proteinu / ml.
- Vakciny Pfizer BNT162b2 obsahuji 10e8 - 10e9 kopii expresni kazety DNA S proteinu / ml.

Tato mnozstvi DNA, kvantitativné srovnatelna s mnozstvim aktivni mRNA, nemohou byt
povazovana za "kontaminaci". Kontaminace by se obvykle o¢ekavala v mnozstvi nékolika radu.
nizsi.



