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Zpusob predikce zavaznosti prubéhu infekéniho onemocnéni a biomarker pro pouZziti pri
provadéni tohoto zpusobu a monitoringu terapie infekéniho onemocnéni

Oblast techniky
Vynalez spada do oblasti analyzy nukleovych kyselin pomoci molekularn¢ biologickych metod,
specificky kvantitativni polymerazové retézové reakce (QPCR), dale do oblasti testovani spojeného

s mikroorganismy, specificky viry, bakteriemi a plisnémi, a do oblasti zkoumani biologickych
matenall.

Dosavadni stav techniky

Kvantitativni polymerazova reté¢zova reakce (QPCR, Quantitative Polymerase Chain Reaction) je
laboratorni metoda slouzici k odhadu poétu kopii vybranych useki nukleovych kyselin ve
zkoumaném materialu pomoci sledovani efektivity mnozeni vybranych usekit DNA, jejiz Siroké
vyuziti zahrnuje prikladné studium nukleovych kyselin, genovou analyzu a diagnostiku,
sckvenovani genetické informace ¢i diagnostiku infekénich chorob. Princip PCR spodiva v tepelné
denaturaci DNA obsazené ve vzorku nasledované vazbou specifickych primeri na uvolnéna vlakna
DNA a syntézou novych vlaken s pomoci enzymu polymerazy. Tyto kroky se v cyklech pravidelné
opakuji a s kazdym cyklem dojde ke zdvojeni mnozstvi DNA obsazeného ve vzorku. Varianta
qPCR spojena s reverzni transkripci (RT-qPCR, Reverse Transcription Quantitative Polymerase
Chain Reaction) umoziuje stanoveni pfitomnosti specifické RNA, kterou enzym reverzni
transkriptaza pfitomny v reakéni smési pfed samotnou amplifikaci prepiSe do komplementarni
DNA. RT-qPCR nasla v poslednich letech uplatnéni mimo jiné jako diagnostickd metoda
infek¢nich onemocnéni zpisobenych RNA viry vynikajici vysokou citlivosti 1 specificitou.

Béhem pandemie infekce viru SARS-CoV-2 a jim zpusobené¢ho onemocnéni Covid-19 doslo k
vyraznému navySeni analytickych kapacit statnich 1 verejnych laboratori a RT-qPCR se stala
béznou diagnostickou metodou, pficemz primarnim zdrojem vzorkd je neinvazivni vytér z
nosohltanu. Metoda RT-qPCR umoziuje velmi pfesné urcit pritomnost a pocet molekul virové
RNA (virovou naloZ) v organismu diagnostikovaného pacienta. Tento parametr je vyjadfovan
hodnotou Ct (Cycle Threshold, prahovy cyklus). Hodnota Ct ma vSak pouze diagnosticky vyznam.
Vzhledem ke specifickému charakteru onemocnéni Covid-19 nedokaze hodnota Ct urcit ¢i
predpovédét jeho dalsi klinicky pribéh. Nizka virova naloz (demonstrovana vyssi hodnotou Ct)
muze byt zjiSténa u pacientu s nasledn¢ zavaznym prabéhem onemocnéni, a naopak v fadé pripadu
je vysoka virova naloz (demonstrovana nizkymi hodnotami Ct) zjisténa u jedinct, ktefi nemaji ani
se u nich v budoucnu nerozvinou zadné klinické pfiznaky respiracniho onemocnéni.

Prubéh infekce SARS-CoV-2 doposud nelze spolehlivé predikovat. Také pro prechod do vieklého
pribc¢hu nemoci (takzvany post-COVID syndrom) nejsou znamy spolehlivé prediktivni
biomarkery. Z klinickych rizikovych faktori jsou vyznamné pro zavazny prub&h zejména starsi
vek, nékteré chronické nemoci a ve stfednim véku muzské pohlavi, obezita, diabetes a hypertenze.
Velice pravdépodobné vsak zalezi 1 na jinych faktorech hostitele, zeyména téch, které jsou
geneticky dany a podili se na vrozené 1 ziskané imunitni odpovédi organismu proti infekci SARS-
CoV-2. Vyznamnym patogenetickym mechanismem rozvoje systémového postizeni je v pfipadé
infekénich onemocnéni, a tedy 1 nemoci Covid-19, cytokinova boure. Za tohoto stavu postupné
dochazi k nekontrolovatelnému uvolfiovani prozanétlivych cytokini, aktivaci proteint akutni faze
a abnormalni mobilizaci imunitniho systému, v jejichz duasledku dochazi k poskozeni plic,
akutnimu poskozeni jater a selhani ledvin. V¢asné rozpoznani rozvijejici se cytokinové boure
vytvafi prostor pro jeji modulaci a tim 1 pro prevenci rozvoje zavaznych klinickych stava.
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Idealnim prediktivnim biomarkerem jsou obecné molekuly, které jsou hojné zastoupeny
v primamim diagnostickém materialu, které jsou snadno méfitelné, a jejichz hladiny se v zavislosti
na klinickém stavu zkouman¢ osoby rychle a vyznamn¢ méni.

Z literatury (prikladné€ Chen et al., Am. J. Transl. Res. 2020, 12 (8), 4569-4575) je znama metoda
predikce zavaznosti prubé¢hu onemocnéni Covid-19 sledovanim hladin zanétlivych indikatoru,
specificky C-reaktivniho proteinu (CRP), sérového amyloidu A (SAA), prokalcitoninu (PCT) a
interleukinu-6, v krevnim séru. Tyto takzvané proteiny akutni faze jsou syntetizovany témér
vyhradn¢ v hepatocytech. Jejich produkce je stimulovana b&hem infekci nebo v prabéhu
zanétlivych stava Sirokym spektrem prozanétlivych cytokinii, zejména interleukinu-6 (IL-6),
interleukinu-1p (IL-1PB), tumor nekrotizujiciho faktoru o (TNF-0, Tumor Necrosis Factor a),
interferonu-y (IFN-y), transformujiciho ristového faktoru (TGF-B, Transforming Growth Factor)
a pravdépodobné 1 interleukinu-8 (IL-8), a fadou transkripcénich faktorua (NFxB, C/EBP, YY1, AP-
2, SAF a Spl), které reguluji produkci cytokiniu. Podobna metoda je taktéz diskutovana v
dokumentu Pieri M., et al., Int. Immunopharmacol. 2021, 95, 107512. Popisované metody maji
ovSem fadu nedostatki, predevsim je to nutnost invazivniho odbéru vzorku, pii kterém dochazi k
naruSeni tkan¢, slozit¢ analyzy hladin jednotlivych indikatora a komplikované vyhodnoceni
vzajemnych vztahu téchto hodnot, a jsou tedy nevhodné pro masové nasazeni v diagnostice.

Dokument Ziegler et al., Cell 2021 popisuje cytologickou analyzu vytéru z nosohltanu
Covid-19-pozitivnich pacienti zaméfenou na tvorbu Sirokého komplexu latek spojenych se
signalnimi drahami cytokini a interferond. Je zde diskutovana i1 moznost predikce zavazného
prib¢hu onemocnéni, jelikoz na rozdil od pacientu s lehkym a stfednim priibé¢hem, u kterych bylo
pozorovani zvyseni exprese tohoto souboru signalnich latek, u pacienti s vaznym prubé¢hem byly
hodnoty nizké a srovnatelné s kontrolni skupinou Covid-19-negativnich jedincia. Nevyhodou této
metody je, stejn€ jako v predchozim prfipad¢€, nutnost charakterizace a stanoveni obsahlé mnoziny
indikatori s komplikovanymi vzajemnymi vztahy a s ni spojena analyticka narocnost, ktera metodu
¢ini nevhodnou pro diagnostické pouziti. Nelinearni charakter zavislosti koncentrace indikatoru na
prubéhu onemocnéni dale z principu neumoziuje tuto metodu vyuzit ke sledovani uéinnosti
nasazen¢ terapie v kontextu ustupu onemocnéni.

Dokument diskutovany v pfedchozim odstavci mimo jiné popisuje 1 stanoveni SAA ve vzorcich
od Covid-19-pozitivnich pacientu, pficemz bylo pozorovano, ze¢ v ramci jednoho vzorku je tvorba
SAA1 a SAA2 snizena v bunkach pfimo zasazenych virem SARS-CoV-2, a naopak zvySena v
sousednich burikach virem nezasazenych. Tato nekonzistentnost a skutecnost, ze dle informaci
dostupnych v expresnich knihovnach nebyla exprese kteréhokoli z rodiny SAA4 gent a s ni spojena
pfitomnost mediatorové RNA (mRNA, messenger RNA) dosud pozorovana ve sliznici nosohltanu,
specificky byla pozorovana pouze v prsni tkani, vystelce travici soustavy, slinivce, prostate,
plicich, kizi amozku (pfikladn¢ dokument Urieli-Shoval S. et al., J. Histochem. Cytochem., 1998,
46(12), 1377-1384), povede odbomika v dané oblasti k zavéru, Ze sérovy amyloid A neni vhodnym
indikatorem k predikci zavaznosti pribéhu onemocnéni Covid-19.

Mimo krevni obéh a fyziologicky nejblize nosohltanu byla pfitomnost proteinu SAA pozorovana
pfikladné v prasecich slinach (dokument Soler L. ef al., Res. Vet. Sci., 2012, 93, 1266-1270). Jak
bylo uvedeno vyse, protein SAA samotny je Siroce studovanou sloZzkou imunitni odpovédi, piicemz
jeho hladiny neni mozné korelovat s hladinami mRNA SAA.

Ukolem piedkladaného vynalezu je vyvinout metodu predikce zavaznosti pribéhu onemocnéni
Covid-19 a dalSich infekénich onemocnéni v primamim diagnosticky pouzivaném klinickém
materidlu - vytéru z nosohltanu - ktera nevyzaduje paralelni nebo nasledny invazivni odbér jiného
typu klinického vzorku (napriklad krve nebo bronchoalveolami lavaze), je jednoducha v kontextu
analytického provedeni a je zaloZena na stanoveni jednoho konkrétniho indikatoru, jehoz zvyseni
hladiny je mozné pozorovat jest¢ pred nastupem symptomu a jehoz hodnota je pfimo uméma
zavaznosti prubéhu onemocnéni, coz dale umoziuje sledovani priubéhu nasazené terapie.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 2021 - 389 A3

Podstata vynalezu

Vynalez je zaloZen na stanoveni mnozstvi mRNA sérového amyloidu A, vyhodné SAA4/, metodou
RT-gPCR ve vzorku ziskaném vytérem z nosohltanu, ¢imZ odstraiuje vSechny nedostatky
dosavadniho stavu techniky. Sledovani hladin mRNA S4A4/ ve vytéru z nosohltanu spliiuje v§echna
kntéria idealniho prediktivniho biomarkeru. Experimenty prokazaly, ze mRNA SAA/ je za
fyziologického stavu ve vytéru z nosohltanu pfitomna a jeji hladina je metodou RT-qPCR snadno
m¢fitelna. Hladiny mRNA SAA/ rostou bezprostfedné po infekci a jejich vyse se v zavislosti na
mife a rozsahu zanétu méni v rozsahu 3 fadu (>1000).

SAAL je apolipoprotein kédovany genem SAA/ charakterizovanym nasledujici nukleotidovou
sekvenci:

AGGCTCAGTATAAATAGCAGCCACCGCTCCCTGGCAGGCAGGGACCCGCA
GCTCAGCTACAGCACAGATCAGGTGAGGAGCACACCAAGGAGTGATTTTT
AAAACTTACTCTGTTTTCTCTTTCCCAACAAGATTATCATTTCCTTTAAA
AAAAATAGTTATCCTGGGGCATACAGCCATACCATTCTGAAGGTGTCTTA
TCTCCTCTGATCTAGAGAGCACCATGAAGCTTCTCACGGGCCTGGTTTTC
TGCTCCTTGGTCCTGGGTGTCAGCAGCCGAAGCTTCTTTTCGTTCCTTGG
CGAGGCTTTTGATGGGGCTCGGGACATGTGGAGAGCCTACTCTGACATGA
GAGAAGCCAATTACATCGGCTCAGACAAATACTTCCATGCTCGGGGGAAC
TATGATGCTGCCAAAAGGGGACCTGGGGGTGCCTGGGCTGCAGAAGTGAT
CAGCGATGCCAGAGAGAATATCCAGAGATTCTTTGGCCATGGTGCGGAGG
ACTCGCTGGCTGATCAGGCTGCCAATGAATGGGGCAGGAGTGGCAAAGAC
CCCAATCACTTCCGACCTGCTGGCCTGCCTGAGAAATACTGAGCTTCCTC
TTCACTCTGCTCTCAGGAGATCTGGCTGTGAGGCCCTCAGGGCAGGGATA
CAAAGCGGGGAGAGGGTACACAATGGGTATCTAATAAATACTTAAGAGGT
GGAATTTGTGGAAAAAAAAAAAAAAA

Lokalizace: (GRCh/hg19) chr11:18287772-18291523

Tento protein je primamé syntetizovan v jatrech a je uvolilovan do krevniho obéhu v reakci na
zanétlivé podnéty zpiisobené infekcei, traumatem, autoimunitnim onemocnénim ¢i rakovinou. Ve
velmi malém mnozstvi bylamRNA SA4/ nalezenai v jinych tkanich, napfiklad tukové tkani, cévni
stén¢, streve, plicich a slezing.

RT-gPCR analyza vytéru z nosohltanu je standardem, ktery je neinvazivni, rychly, jednoduchy na
provedeni a umoziuje snadnou automatizaci. Tento postup se bézn¢ pouziva nejen pro diagnostiku
infekce SARS-CoV-2 a onemocnéni Covid-19, ale i1 pro diagnostiku jinych infekénich onemocnéni
stanovenim pfitomnosti a kvantifikaci mnozstvi pro virus ¢ mikroorganismus specifickych
nukleovych kyselin ve vzorku. Jelikoz je mozné diky citlivosti metody jeden vzorek otestovat na
pfitomnost vice nez jedné cilové nukleové kyseliny, je mozné ziskat zavedenym a provéfenym
postupem nejen informaci o tom, zda je jedinec pozitivni na dané virové ¢i jiné infekéni
onemocnéni, ale diky paralelnimu stanoveni mRNA SAA4/ 1 o tom, jak zavazny bude mit
onemocnéni prubch. Vzhledem k tomu, Ze sérovy amyloid A je univerzalnim indikatorem zanétlivé
faze, je zaroven mozn¢ v pripad¢ negativniho vysledku virologické analyzy a zvySenych hodnot
mRNA SAA] ziskat indicii o jiné zavazné probihajici infekci, ktera mize byt i bakterialniho ¢i
mykotického puvodu.

Roztok mRNA purifikované vyhodné s pouZzitim magnetickych nanocastic se analyzuje pomoci
jednokrokové RT-qPCR reakce probihajici v pritomnosti reverzni transkriptazy, DNA polymerazy,
jednotlivych primeni a sond v zafizeni udrzujicim idealni teplotni podminky pro jednotlivé kroky,
které se cyklicky opakuji. Po ukoncéeni kazdého kroku se vzdy méfi fluorescence smési, pficemz
cyklus se obvykle opakuje celkem 40 az 45-krat a po ukonceni programu se odectou hodnoty Ct
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v jednotlivych kanalech, které¢ odpovidaji puvodnimu poc¢tu molekul sledovanych nukleovych
kyselin ve vytéru v nosohltanu.

Aby bylo mozné vysledek analyzy mRNA SA4A4/ kvantifikovat a zaroven se zamezilo zkresleni
vysledku danému odbérem rozdilnych mnozstvi a sloZzeni vzorku béhem vytéru z nosohltanu, je
paraleln¢ stanoveno mnozstvi mRNA vybranc¢ho konstitutivné exprimovaného genu, ke kterému
je mnozstvi mRNA SAA/ vztazeno a normalizovano. Konstitutivné exprimované geny jsou geny
zajistujici zakladni fyziologické funkce burky, a jsou tedy aktivni a exprimované v konstantnim
mnozstvi bez ohledu na stav a typ buriky. Pocet molekul vybran¢ho konstitutivné exprimovaného
genu tak vyjadifuje pocet bun¢k pfitomnych v odebraném materialu. Prikladem takového genu je
UBC, tedy gen kédujici bilkovinu ubiquitin C. Normalizace probiha odeétem hodnoty Ct ziskané
RT-qPCR analyzou mRNA UBC ve vzorku vytéru z nosohltanu od hodnoty Ct ziskané RT-qPCR
analyzou mRNA SA4AA! v témze vzorku.

Dle experimentalné ziskanych dat je mRNA SAA/ pfitomna ve vzorcich ziskanych vytérem z
nosohltanu u vSech pacienti, véetné téch bez probihajiciho zanétu zpusobeného infekci, pficemz
jeji hladina je zvysena v pripad¢ probihajiciho zanétu a zaroven je primo umérna zavaznosti jeho
prub€hu. V pripadé¢ zavaznych symptomu vyzadujicich hospitalizaci je zvyseni hladiny mRNA
SAAI pozorovatelné az nékolik dnu pred jejich nastupem. Tim je potvrzena i prediktivni funkce
tohoto indikatoru.

Na statisticky vyznamném mnozstvi vzorku vytéru z nosohltanu bylo experimentalng¢ zjisténo, Ze:

1) normalizované¢ hodnoty mnozstvi mRNA S4AA/ mens$i nez nula jsou spojeny s absenci
probihajiciho zanétu spojencho s infekénim onemocnénim; a

2) normalizované hodnoty mnozstvi mRNA S4A4/ vyssi nez nula jsou spojeny s probihajicim ¢i
rozvijejicim se zanétem spojenym s infekénim onemocnénim, pficemz hodnoty mensi nez jedna
jsou zpravidla spojeny s mimym prubéhem zanétu a s nim spojené¢ho onemocnéni a hodnoty vyssi
nez 2,5 jsou spojeny s vysokou pravdépodobnosti (95 %) rozvijejiciho se zanétu s vaznym
prubéhem spojeném s budouci nutnosti hospitalizace.

Metoda dle vynalezu je zaroven vhodna k monitorovani i€innosti terapie nasazené pii 1é¢bé dan¢ho
infekéniho onemocnéni. Bylo pozorovano, ze po nasazeni vhodné 1écby dochazi k naslednému
snizeni jiz aktualné zvySené hladiny mRNA SAA!, a to jest¢ pred propuknutim predikovanych
zavaznych symptomu. Tento zpusob je vyrazn€ presnéjSi nez prosté sledovani priznaka
onemocnéni, jelikoz prikladn¢ u onemocnéni Covid-19 mohou symptomy respiracniho
onemocnéni jako ryma ¢i kasel pretrvavat 1 tydny po odeznéni infekce SARS-CoV-2 a s ni
spojeného zanétu.

Objasnéni vvkresu

Obrazek €. 1 zobrazuje graf hladin SAA4 / normalizovanych na konstitutivné exprimovany gen UBC
u pacientu rozdélenych do skupin dle nasledwjiciho klice:

e  Skupina 1 - Zdravi jedinci a SARS-CoV-2-pozitivni jedinci s bezpfiznakovym pribéhem
onemocnéni

e  Skupina 2 - Jedinci s mimym az stfedné¢ t€zkym prib&éhem infekéniho onemocnéni bez
nutnosti hospitalizace

e  Skupina 3 — Hospitalizovani jedinci s t€zkym prubéhem infekéniho onemocnéni
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e  Skupina 4 - Jedinci s zivot ohrozujicim pritbéhem infekéniho onemocnéni hospitalizovani na
jednotce intenzivni péce

V grafu je patma pruim¢éma hodnota (bod), median (linie) a interval spolehlivosti CI 95 %
(obdélnik).

Priklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1

Priklad popisuje nukleotidové sekvence primert a sondy pouzité na stanoveni pfitomnosti mRNA
genu SAA! a dale sekvence primert a sondy pouzité na stanoveni pfitomnosti mRNA genu UBC
(konstitutivn¢ exprimovany gen kodujici bilkovinu ubiquitin C).

Primery a sonda pouzité na stanoveni pfitomnosti mRNA genu SAA4/:

SAA1 upper 5*TCGGGGGAACTATGATGCT"3

Lokalizace: (GRCh/hg19) chr11:18290818-18290836

SAAI1 lower 5’GCACCATGGCCAAAGAATC 3

Lokalizace: (GRCh/hg19) chr11:18291287-18291305

SAAI1 sonda: 5’HEX ATCAGCGATGCCAGAGAGAATATCCA BHQI13
Lokalizace: (GRCh/hg19) chr11:18291261-18291284

Primery a sonda pouzité na detekci pfitomnosti mRNA genu UBC:

UBC_upper 5> GATCGCTGTGATCGTCACTTG'3
Lokalizace: (GRCh/hg19) chr12:125399133-125399153
UBC_lower 5S> GTTTTCCAGCAAAGATCAGCCT:3

Lokalizace: (GRCh/hg19) chr12:125398173-125398194
UBC_sonda: 5°Cy5 TCGTGAAGACTCTGACTGGTAAGACC BHQ23
Lokalizace: (GRCh/hg19) chr12:125398282-125398307

Priklad 2

Priklad popisuje provedeni RT-qPCR analyzy stanovujici mnozstvi mRNA SAA4/ ve vzorku vytéru
z nosohltanu normalizované na paralelné stanovené mnozstvi mRNA konstitutivné exprimovaného
genu UBC.

Izolace mRNA probiha v roztoku za pritomnosti vy§si koncentrace chaotropnich soli, ktera zptisobi
neckovalentni vazbu na hydroxy-silanem potazené magnetické castice. mRNA navazana na
magnetické Castice se promyje roztoky obsahujicimi ethanol nebo isopropanol a uvolni do roztoku
neobsahujiciho zadny alkohol ani chaotropni soli. ZiskanA mRNA se rovnou pouzije do
jednokrokové RT-qPCR reakce. Tato reakce probiha v pritomnosti MMLYV reverzni transkriptazy,
dNTPs, hofeénatych soli, BSA, hot-start polymerazy, 1,6 uM jednotlivych primeri a 0,2 uM sond
uvedenych v prikladu 1. Reverzni transkripce probiha 10 minut pfi 50 °C, ihned nasleduje 10ti
minutova denaturace pi 95 °C, kdy se deaktivuje MMLYV reverzni transkriptaza a zarovern aktivuje
hot-start polymeraza. Nasleduje polymerazova fetézové reakce probihajici za nasledujicich
podminek: denaturace pii 95 °C po dobu 10 s a annealing a extenze pii 58 °C po dobu 30 s. Po
ukonceni tohoto kroku se vzdy méfi fluorescence v kanalech HEX a Cy5. Tento cyklus se opakuje
celkem 45-krat. Po ukonceni programu se odeétou hodnoty Ct v jednotlivych signalech. V ramci
jednoho vzorku se ziska hodnota Ct v kanalu HEX (S4AA4/7) a v kanalu Cy5 (UBC). Tyto hodnoty
odpovidaji expresi jednotlivych proteini ve vytéru z nosohltanu. Normalizovana hodnota mRNA
SAA1 se ziska odectenim hodnoty Ct mRNA UBC od hodnoty Ct mRNA SA4AA 1.
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Priklad 3

Priklad demonstruje realizovanou predikci zavaznosti prubéhu onemocnéni u SARS-CoV-2-
pozitivniho pacienta s vyuzitim mRNA S4A4/ jako markeru.

Vzorek ziskany vytérem z nosohltanu jedince, ktery vykazuje symptomy pocinajiciho respiracniho
onemocnéni, se otestuje metodou RT-qPCR jednak na pfitomnost virové RNA SARS-CoV-2 a
jednak na pritomnost mRNA SAA/ dle postupu popsaného v prikladu ¢. 2. Ziskana hodnota Ct
(hranicni pocet cykli) RNA SARS-CoV-2 se rovna 20,46 a ziskana normalizovana hodnota mRNA
SAA1I se rovna 3,48. Po sedmi dnech u jedince nastava hospitalizace nejprve na infekénim oddéleni
nemocnice a nasledujici den dochazi k preloZeni na anesteziologicko-resuscitacni oddéleni.

Priklad 4

Priklad demonstruje realizované potvrzeni uinnosti terapie onemocnéni u SARS-CoV-2-
pozitivniho pacienta s vyuzitim mRNA S4A4/ jako markeru.

Vzorek ziskany vytérem z nosohltanu jedince, ktery vykazuje symptomy pocinajiciho respira¢niho
onemocnéni, se otestuje metodou RT-qPCR jednak na pfitomnost virové RNA SARS-CoV-2 a
jednak na pritomnost mRNA SAA/ dle postupu popsané¢ho v prikladu ¢. 2. Ziskana hodnota Ct
RNA SARS-CoV-2 se rovna 21,79 a ziskana normalizovana hodnota mRNA SAA/ se rovna 2,1.
Na zakladé tohoto zjiSténi se nasledn¢ sledovanému jedinci injekéné poda terapeuticka davka
neutralizacnich protilatek proti viru SARS-CoV-2 a po tfech dnech se zopakuje RT-qPCR test
jednak na pfitomnost virové RNA SARS-CoV-2 a jednak na pfitomnost mRNA SAA4/ dle postupu
popsaného v prikladu 2. Ziskana hodnota Ct RNA SARS-CoV-2 s¢ rovna 29,00 a ziskana
normalizovana hodnota mRNA SAA/ se rovna -2,21, tedy hodnoté mensi nez nula. Po dalSich
2 se rovna 39,64 a ziskana normalizovana hodnota mRNA SAA4/ se rovna -1,5, tedy hodnot¢ mensi
nez nula. Béhem sledovani nedochazi u pacienta k rozvoji zavaznych priznaki Covid-19.
Symptomy respira¢niho onemocnéni v podobé rymy a kasle v§ak u n¢ho pretrvavaji po celou dobu
sledovani a jesté po n€kolik dalSich tydnu.

Priklad 5

Priklad demonstruje realizovanou predikci zavaznosti prub&hu infekéniho onemocnéni neznamé
etiologiec u SARS-CoV-2-negativniho pacienta s vyuzitim mRNA SAA4/ jako markeru.

Vzorek ziskany vytérem z nosohltanu jedince, ktery vykazuje symptomy pocinajiciho respiracniho
onemocnéni, se otestuje metodou RT-qPCR jednak na pfitomnost virové RNA SARS-CoV-2 a
jednak na pfitomnost mRNA SAA4/ dle postupu popsaného v prikladu ¢. 2. Pfitomnost RNA SARS-
CoV-2 neni potvrzena a ziskana normalizovana hodnota mRNA SAA4/ se rovna 3,58. Vysetfeni
jedince na zaklad¢ klinickych symptoma odpovidajicich infekénimu onemocnéni v podobé
zimnice, unavy a bolesti v krku nasledné odhali diagnozu v podobé vazného pripadu bakterialni
anginy.

Priklad 6

Priklad demonstruje realizovanou predikci zavaznosti pribéhu infekéniho onemocnéni neznamé
etiologiec u SARS-CoV-2-negativniho pacienta s vyuzitim mRNA SAA4/ jako markeru.

Vzorek ziskany vytérem z nosohltanu jedince, ktery vykazuje symptomy pocinajiciho infekéniho
onemocnéni, se otestuje metodou RT-qPCR jednak na pfitomnost virové RNA SARS-CoV-2 a
jednak na pfitomnost mRNA S44/ dle postupu popsaného v prikladu 2. Pritomnost RNA SARS-
CoV-2 neni potvrzena a ziskana normalizovana hodnota mRNA SAA4/ se rovna 4,23. Vysetfeni
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jedince na zaklad¢€ klinickych symptomu odpovidajicich infekénimu onemocnéni v podobé
prujmu, zvraceni a zvySené teploty nasledné odhali diagnézu v podobé mykoézy zpusobené
kvasinkou Candida albicans, tedy plisnového onemocnéni.

Prumyslova vyuzitelnost

Zpusob predikce zavaznosti prib&hu infekéniho onemocnéni a biomarker pro pouZiti pfi provadéni
tohoto zpusobu a monitoringu terapic infekéniho onemocnéni jsou prumyslové vyuzitelné v
diagnostice infekénich onemocnéni v rameci laboratomi analyzy odebranych vzorku klinického
materialu.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob predikce zavaznosti pribéhu infekéniho onemocnéni metodou RT-qPCR vyznacujici
se tim, Ze se provadi na vzorku vytéru z nosohltanu a zjistuje se¢ mnozstvi mRNA sérového
amyloidu A.

2. Zpuasob podle naroku 1 vyznacujici se tim, ze sérovym amyloidem A je SAAIL.

3. Zpusob podle naroku 1 nebo 2 vyznaé€ujici se tim, ze mnozstvi mRNA sérového amyloidu A
s¢ normalizuje dle mnozstvi mRNA konstitutivné exprimovaného genu.

4. Zpusob podle naroku 3 vyznacujici se tim, Ze konstitutivné exprimovanym genem je UBC.

5. Pouziti mRNA sérového amyloidu A jako biomarkeru pfi predikci zavaznosti prubéhu
infekéniho onemocnéni.

6. Pouziti mRNA sérového amyloidu A jako biomarkeru pfi monitoringu terapie infekéniho
onemocnéni.

1 vykres
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