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Metody: Dane liczbhowe dotyczace stopnia zaszczepienia MMR i autyzmu lub zaburzen
ze spektrum autyzmu dla Norwegii, Szwecji oraz Wielkiej Brytanii, zostaly pozyskane z
publicznych i rzadowych stron internetowych, a takze opublikowanych i zrecenzowanych
artykulow naukowych. Z biologicznego punktu widzenia wielkos$¢ i ilo§¢ zanieczyszczenia
fragmentami DNA plodu w Merusax® II i Havrix®, jak rowniez sklonno$¢ réznych linii
komoérkowych do absorpcji komorkowej i jadrowej pierwotnych ludzkich fragmentéow
DNA, zostala zmierzona i okreSlona iloSciowo za pomoca elektroforezy zelowej,
mikroskopii fluorescencyjnej i fluorymetrii. Na koniec, analiza genomowa zidentyfikowata
konkretne miejsca, gdzie integracja fragmentéw ludzkiego DNA z genomem dziecka ma
najwieksze prawdopodobienstwo wystapienia.

Wiyniki: Sredni stopieii zaszczepienia MMR dla tych trzech krajéw, spadt ponizej 90 %
po stynnej publikacji dr. Wakefielda z 1998 roku. Po 2001 roku zaczal on powoli wzrastac,
osiagajac ponownie poziom powyzej 90% w 2004 r. W tym samym okresie Srednia czestosS¢
wystepowania zaburzen ze spektrum autyzmu w Wielkiej Brytanii, Norwegii i Szwecji
znacznie spadia po 1998 roku, a nastepnie ponownie stopniowo wzrastala po 2000 roku.
Srednie wystepowanie jednoniciowego DNA i dwuniciowego DNA w Meruvax®II wynosito
odpowiednio 142,05 ng / fiolke i 35,00 ng / fiolke oraz odpowiednio 276,00 ng / fiolke i 35,74
ng / fiolk¢ w Havrix®. Rozmiar fragmentéw DNA plodu w Merusax® II wynosil okolo 215
par. Wystepowala spontaniczna absorpcja komérkowa i jadrowa DNA w komoérkach
HFF1 i NCCIT. Geny, ktore zostaly powigzane z autyzmem (geny zwiazane z autyzmem,
AAG) maja bardziej skoncentrowana podatno$¢ na urazy stabilnoSci genomu w
porownaniu z grupa wszystkich genéw zawartych w ludzkim genomie. 15 z 19 gendéw
chromosomu X nalezacych do AAGs, ma motywy z przerwami dwuniciowymi w odleglosci
mniejszej niz 100 kilozasad od centrum mejotycznego punktu rekombinacji znajdujacego
si¢ w eksonie.

Whiosek: Szczepionki wytwarzane z uzyciem ludzkich linii komérkowych,



pochodzacych od plodu, zawieraja niedopuszczalnie wysoki poziom zanieczyszczenia
fragmentami ludzkiego DNA. Ludzki genom naturalnie zawiera obszary, ktére sa podatne
na tworzenie przerwy dwuniciowej i mutageneze¢ insercyjna DNA. Tzw. '"Wakefield
Scare', czyli poploch wywolany przez sprawe dr Wakefilda, stworzyl naturalny
eksperyment, Kktéry moze wykaza¢ zwigzek przyczynowo-skutkowy miedzy
produkowanymi szczepionkami linii komérkowej plodu a wystepowaniem zaburzen ze
spektrum autyzmu (ASD).

Stowa kluczowe: autyzm, szczepionka, hotspoty rekombinacji mejotycznej, absorpcja
DNA, plodowe linie komérkowe

OgdlnoSwiatowa epidemia autyzmu jest zasobnie stwierdzona poprzez liczbg recenzowanych artykutéw
naukowych na ten temat, zawierajacych obserwacje z wielu instytucji, Ze nowe insercje genetyczne i
mutacje nadmiernie wystepuja u dzieci z autyzmem|[1].

Autyzm (AD), bedacy podkategoria zaburzen ze spektrum autyzmu (ASD), jest zaburzeniem
neurologicznym i rozwojowym, ktérego objawy zwykle pojawiaja si¢ w ciagu pierwszych trzech lat
zycia.[2] Jak wiadomo, epidemia autyzmu stanowi powazne obcigzenie dla zdrowia publicznego i
wymaga krytycznej oceny czynnikow §rodowiskowych, ktére moga t¢ epidemi¢ wywotywac.

Poprzednia publikacja naszej grupy skupiata si¢ na pomijanych a powszechnie wprowadzonych
czynnikach §rodowiskowych, wliczajac zanieczyszczenia szczepionek wieku dziecigcego fragmentami
ludzkich ptodéw 1 retrowirusOw, zaawansowany wiek ojcowski oraz zmiany w kryteriach
diagnostycznych. Jak wymaga amerykaiska Agencja Ochrony Srodowiska (EPA), odkrycie
potencjalnych czynnikéw Srodowiskowych wyzwalajacych autyzm, wymaga statystycznej oceny, aby
zidentyfikowaé punkty powodujace powstawanie zmian w wystgpowaniu zaburzen ze spektrum autyzmu.

Iteracyjne algorytmy dopasowania wychwycily okresy 1980.8, 1988.4 i 1996.5 jako “lata-punkty
zwrotne" dla wystgpowania autyzmu w Stanach Zjednoczonych[3], w uzasadnieniu raportu Agencji
Ochrony Srodowiska (EPA), ktéry wskazat rok 1988 jako przetomowy w autyzmie na catym §wiecie.[4]
Ponadto, zmiany roku urodzenia dla autyzmu w Wielkiej Brytanii, Australii Zachodniej i Danii obliczono
odpowiednio na lata 1987, 1990.4 i 1987.5[3]. Te statystycznie obliczone punkty zwrotne autyzmu nie
odpowiadaja punktom zmian, ktére bytyby przewidywane na podstawie aktualizacji harmonograméw do
podrecznika diagnostycznego i statystycznego (DSM), a zatem aktualizacje DSM nie moga by¢ gléwnym
Srodowiskowym lub socjologicznym czynnikiem, odpowiedzialnym za obecne wystgpowanie autyzmu.

Zaawansowany wiek ojcowski jest obecnie preferowanym wytlumaczeniem Swiatowej epidemii autyzmu.
Jednak analiza regresji liniowej dla danych z USA i Australii Zachodniej, nie wykazata zwiazku migdzy
wiekiem ojcowskim a autyzmem, dla zadnego konkretnego roku urodzenia.[3] W Wielkiej Brytanii i
niektérych krajach skandynawskich zauwazalne jest znaczace zmniejszenie stopnia zaszczepienia MMR
w wyraznych latach, hipotetycznie wywotane przez poploch po publikacji Andrew Wakefielda z 1998
roku[5], ktéra sugerowata, ze szczepionka MMR 1 regresja autystyczna byly ze soba powigzane, ale
wyraZznie nie wynikajace z brak zgtoszenia szczepien.[6-8] Poniewaz w poprzednim badaniu wykryliSmy
zalezno$¢ migdzy rozpowszechnieniem MMR a wystgpowaniem autyzmu/spektrum autyzmu, obserwacja,



ze wyszczepialno§¢ MMR gwattownie spadta w Wielkiej Brytanii i w krajach skandynawskich podczas
wyraZznych lat rodzi pytanie, czy stopiefi zaszczepienia MMR mial wplyw na rozpowszechnienie
autyzmu/spektrum autyzmu w tych krajach podczas tego samego okres czasu.

Wykorzystanie ludzkich linii komérkowych do produkcji szczepionek wieku dziecigcego, pozostawia
resztkowy ludzkiego DNA, jak réwniez ludzkie fragmenty endogennego retrowirusa K (HERVK) w
koricowych produktach szczepionki, ktére wstrzykujemy naszym dzieciom. Komérki ssakéw absorbuja
zewnatrzkomodrkowe fragmenty DNA tego samego gatunku poprzez endocytoze¢ za posSrednictwem
receptora. Absorpcja jest najbardziej skuteczna przy niskich stgzeniach zewnatrzkomérkowego DNA[9] i
osiaga maksimum 2 godziny po dodaniu fragmentéw DNA do hodowli komérkowej.[10] W zakresie
stezenia pozakomoérkowego od 0,1 do 7 uM, oligonukleotydy (mate czasteczki kwaséw nukleinowych)
tatwo wchodza do hodowanych komérek poprzez absorpcje za pomoca receptora[l1-13], osiagajac
stezenie wewnatrzkomoérkowe 1 jadrowe[11],[14-16], ktére sa réwne lub przekraczaja poziom
pozakomérkowego medium w ciagu 2-4 godzin.[17]

Doswiadczenia empiryczne wykazaty, ze dodanie fragmentéw tozyskowego DNA o dlugosci 500 par
zasad przyczynito si¢ do okoto 4% zawartoSci genomowej komorki na godzing inkubacji, w przyblizeniu
40-50% fragmentowanego DNA dodanego do kultury komérkowej zostanie pobrane przez komoérke i 10
-20% dodanego DNA zostanie dostarczone do jadra, co pokazuje szybkos¢, z jaka DNA moze dostac si¢
do komérki.[9],[18]. Obecne wytyczne FDA mdéwia, Zze poziom resztkowego DNA komoérki-substratu
powinien by¢ mniejszy niz 10 ng na dawke szczepionki przy medianie wielko§ci DNA réwnej 200 par
zasad lub nizszej.[19]

Indywidualna analiza genetyczna ASD wykazata setki r6znych mutacji de novo, delecji i duplikacji
obecnych w 48,4% do 63% przypadkéw autyzmu, w ktérych tylko jedno dziecko z rodziny zostato
dotknigte, zwane simpleks ASD.[20] Dane genomu, analizowane w wigkszoSci publikacji na ten temat,
pochodza ze zbioru Simon's Simplex Collection (SSC), w ktérej uwzgledniono 73% eksomu. Dlatego
ekstrapolujac, na podstawie zgloszonego odsetka dzieci ze szkodliwymi mutacjami, oczekuje si¢, ze od
66% do 86% przypadkéw simplex ASD bedzie mie¢ mutacje de novo, jesli caty eksom zostat
zsekwencjonowany. Poniewaz 85% mutacji wywotujacych chorobg wystepuje w eksomie, a 15%
wystepuje w regionach regulatorowych, mozemy zatem oszacowac, ze regiony regulatorowe takze zostaty
zsekwencjonowane, 76% do 99% dzieci z simpleks ASD miatoby mutacje de novo.[21] Dzieci nie
dotknigte choroba oraz multipleksowe ASD, czyli majace wplyw na wiele dzieci w rodzinie, maja
znacznie mniej mutacji de novo, jednak wigkszo$¢ dzieci z ASD to przypadki simpleks (75% do 90%),
[22],[23] demonstrujacych istotna rol¢ mutacji genu de novo w Swiatowej epidemii autyzmu. Innymi
stowy, podatno$¢ na autyzm w przypadkach simpleks pochodzi ze 7Zrédta de novo, co wskazuje na
wplywy Srodowiskowe jako gléwny czynnik ASD, anizeli dziedziczenie.[24] W istocie, ostatnie
publikacje pokazaty, ze wiele choréb u ludzi oprécz ASD wiaze si¢ z translokacjami chromosoméw de
novo, megabase - sized deletions, wstawkami i duplikacjami DNA.[24] Chociaz ASD jest wysoce
niejednorodne pod wzglgdem gendw i mutacji, wykazano, ze dotknigte nim geny wspoétdziataja w obrebie
kilku krytycznych sieci biologicznych, wyjas$niajac wspdlny fenotyp ASD pomimo réznych
mutacji.[20],[25]

Jeszcze bardziej istotnym pytaniem jest: "Co powoduje powstanie setek réznorodnych mutacji de novo?"
Podczas mejozy material genomowy jest wymieniany pomigdzy chromosomami pochodzacymi od matki



i od ojca, proces ten nazywa si¢ rekombinacja mejotyczna (MR). Gorace punkty sa miejscami w genomie
o réznej dtugosci, gdzie MR wystepuje najczedciej. Ten proces tworzy genetyczng réznorodno$é u
naszego potomstwa i jest w tym sensie korzystny. Ludzki genom zawiera ponad 25 000 znanych goracych
punktéw rekombinacji.[26] Co ciekawe, wykazano, ze regiony genomu, w ktérych wystapita
rekombinacja mejotyczna (gorace punkty) sa wysoce predysponowane do kolejnych peknigé
dwuniciowych komoérek somatycznych (DSB) i mutacji powodujacych choroby, [27-29] w tym
zmienno$¢ pojedynczego nukleotydu, zmienno$¢ liczby kopii, zdarzenia delecji genu oraz insercja /
integracja obcego DNA podczas naprawy DSB.[30],[31]

Choroby, o ktérych wiadomo, ze podlegaja wplywom delecji lub insercji genomowych obejmuja raka,
dziedziczna neuropati¢, [32] zespoly mitochondrialne, [26] rybig tuske, [26],[33] zespotu Nijmegena
(NBS), [34] zaburzenia ze spektrum autyzmu, [24],[35] schizofreni¢ [36] i inne. W tym badaniu
zapytaliSémy, czy gorace punkty MR, ktére predysponuja do kolejnych mutacji somatycznych, sa
zwigzane z mutacjami genéw powiazanych z ASD.

W niniejszym opracowaniu dokonano oceny konsekwencji dla zdrowia publicznego szczepionek
zanieczyszczonych resztkowymi ludzkimi fragmentami plodowymi DNA, wykorzystujac metody
laboratoryjne i ekologiczne, w tym statystyki, biologii molekularnej i genomiki. Korzystajac z danych
dostgpnych na publicznych i rzadowych stronach internetowych, przesledziliSmy wyszczepialno§¢ MMR
i rozpowszechnienie wystepowania autyzmu (AD) / zaburzeni ze spektrum autyzmu (ASD) w Norwegii,
Szwecji i Wielkiej Brytanii w celu ustalenia, czy zredukowane stosowanie MMR®II zgtoszone w latach
1999-2002, po tzw. "Wakefield Scare", wplyneta na czesto§¢ wystgpowania AD / ASD u dzieci
urodzonych podczas tych lat. Przekazujemy tutaj réwniez wielkos¢ i ilo$¢ zanieczyszczenia fragmentami
DNA w Meruvax®II i Havrix®, jak réwniez sktonnos¢ réznych linii komdérkowych do pobierania przez
komérki i jadra prymitywnych ludzkich fragmentéw DNA, podobnych pod wzgledem wielkosci i jakosci
do fragmentéw DNA z Meruvax®II. Na koniec nasza analiza genomowa zidentyfikowata konkretne
miejsca, w ktérych najprawdopodobniej zajdzie integracja fragmentéw DNA ptodowego z genomem
dziecka. Badanie to jest jednym z pierwszych przeprowadzonych badan laboratoryjnych i ekologicznych,
ktére zbadaty zwiazek migdzy ludzkimi komdrkami ptodowymi znajdujacymi si¢ w wyprodukowanych
szczepionkach, uszkodzeniami DNA komérek i ogélnoSwiatowa epidemia autyzmu.

Metodologia
Zrédta danych dla wskaznikéw zaburzeri autystycznego spektrum i pokrycia szczepionka MMR

Krajowy zasigg MMR w Norwegii uzyskano z Norweskiego Instytutu Zdrowia Publicznego (Institute of
Public Health), [37] dla Szwecji z Krajowej Rady Zdrowia i Opieki Spotecznej (National Board of Health
and Welfare) [38], a dla Wielkiej Brytanii z Public Health England (PHE), zasig¢g szczepionki [39] MMR
okreslono jako procent maksymalnego zasiggu w kazdym kraju.

Wskazniki zaburzen ze spektrum autyzmu dla Norwegii zebrano na podstawie danych z trzech
artykutéw: pierwszy to publikacja z 2012 roku autorstwa Isaksena [40] druga i trzecia to artykuty z 2012 i
2013 r., Oba autorstwa Suren [41], [42]. Dane o populacji norweskiej uzyskano z oficjalnej strony
internetowej Centralnego Biura statystycznego Norwegii ( Statistiska Centralbyran - Statistics Norway)



[43]. W Szwecji wskaznik AD uzyskano z badania opublikowanego w 2012 r. "Rozpowszechnienie
zaburzen spektrum autyzmu u matych dzieci: badanie populacyjne 2-letnich dzieci szwedzkich" autorstwa
Nygrena [44]. Dane o szwedzkiej populacji uzyskano z oficjalnej strony internetowej z Centralnego Biura
Statystycznego Szwecji (Statistiska Centralbyran - Statistics Sweden) [45]. W Wielkiej Brytanii wskaznik
AD zostal zebrany z dwéch badan: pierwszej opublikowanej przez Lingam (2003) [46] i drugi przez Latif
(2007) [47]. Dane dotyczace populacji w Wielkiej Brytanii uzyskano ze strony internetowej Urzedu
Statystyk Krajowych (Office of National Statistics) [48].

Ujecie ilosciowe resztkowego DNA w Meruvax®II (szczepionka przeciw rézyczce) i Havrix®
(szczepionka przeciwko wirusowemu zapaleniu watroby typu A)

Zywa szczepionka przeciwko wirusowi rézyczki Meruvax®II (Merck & Co. Inc) rozpuszczono w
30 pl 1X Tris EDTA (TE, pH 8) i inkubowano w 60 ° C przez dwie godziny w celu inaktywacji Zywego
wirusa. Havrix® (GlaxoSmithKline Biologicals) w roztworze byl rowniez inaktywowany termicznie w
temperaturze 60°C przez dwie godziny. Warto zauwazy¢, ze wirus jednoniciowego RNA (ssRNA) w
Meruvax®II jest hermetyzowany, a wirus ssSRNA w Havrix® jest hermetyzowany po wniknigciu w ciato
gospodarza [49], a zatem jest bardzo mato prawdopodobne, ze beda wystgpowaty istotne iloSci wolnego
jednoniciowego wirusowego RNA w szczepionkach. W rzeczywistosci, aby wykry¢é RNA wirusa
rézyczki z prébek doustnych, o ktérych wiadomo, ze zawieraja wirusa rézyczki, RNA nalezy
wyekstrahowa¢ z hermetyzowanego wirusa przy uzyciu zestawOw do ekstrakcji wirusowego RNA
Qiagena, [50],[51], ktéry wymaga lize kapsulki w warunkach denaturujacych. Co wigcej, nawet jesli
obecny byt jaki§ wolny wirus RNA, swoisto$¢ analizy iloSciowej DNA PicoGreen® dla dsDNA jest
9-krotnie wigksza niz ssDNA i 31-krotnie wigksza niz dla RNA.

M13 Primer (Life Technologies) stosowano do wytwarzania wzorcowych roztworéw
jednoniciowego DNA (ssDNA), a ludzkie DNA (Paragon Dx, USA) stosowano do tworzenia
wzorcowych roztworéw dwunitkowych DNA (dsDNA) do analizy fluorymetrycznej. Quant-iTTM
Oli-Green® (Life Technologies) zastosowano do oznaczenia ssDNA, a Quant-iT™ PicoGreen® (Life
Technologies) zastosowano do oznaczenia dsDNA. Limit wykrywania PicoGreen® dla dsD-NA wynosi
100 pg / ml. Roztwory standardowego DNA OliGreen® zostaly wykonane przez zmieszanie z
Quant-iT™ OQOliGreen® or Quant-iT™ PicoGreen® dla koricowych stgzert 0,1 ng/ml, 0,5 ng/ml, 1 ng/ml,
10 ng/ml, 50 ng/ml 1 100 ng/ml. 200 pl kazdego z seryjnych roztworéw do rozcieficzania przeniesiono
pipeta do 96-studzienkowej ptytki. Szczepionki rozcieiczono 1, 2, 10 i 100-krotnie w mieszaninach 1X
TE z Quant-iT™ OliGreen® lub Quant-iT™ PicoGreen® i 200 ul odpipetowano na 96-studzienkowe
ptytki. Intensywno$¢ fluorescencji analizowano za pomoca Gemini EM Microplate Reader (Urzadzenie
molekularne). Zawarto§¢ DNA w kazdej szczepionce obliczono na podstawie standardowych krzywych.

Charakterystyka rozmiaru fragmentu resztkowego DNA w Meruvax®II i Havrix® przez
elektroforeze Zelowq

5 ng resztkowego ludzkiego DNA z kazdej szczepionki, jak okreSlono uprzednio, zmieszano z
barwnikiem obcigzajacym (Lonza) i 1X TE w catkowitej objetoSci mniejszej niz 40 ul. Pozostate probki
ptodowego ludzkiego DNA i roztwdr markera wielkosci molekularnej DNA (20 par zasad markera DNA
o rozszerzonym zakresie (Lonza) w barwniku obcigzajacym i 1X TE dla koricowego stgzenia 200 ng/ul w
catkowitej objetosci 15 pl) umieszczono w 4% zelu agarozowym i przepuszczono przez zel przy 210V
przez 4 godziny. Po elektroforezie zel inkubowano z roztworem barwiacym SYBR Gold rozciericzonym



w stosunku 1: 10000 z 1X TE przez noc w 4 ° C. Pasma DNA obrazowano w warunkach ekspozycji na
Swiatto UV.

Szczatkowe ptodowe DNA w Havrix® nie migrowalo ze studzienki, nawet po jednej godzinie
traktowania 50 ° C proteinaza K, wykazujac, ze fragmenty ptodowego DNA w Havrix® maja dtugos$¢ co
najmniej 1000 par. Dalsze poréwnanie ptodowych fragmentéw DNA Havrix® z DNA faga lambda
wskazuje, ze ptodowe fragmenty DNA sa nawet wigksze niz 48 502 par.

Absorpcja i inkorporacja DNA do genomu gospodarza w roZnych liniach komérkowych.

Ludzkie DNA Cotl (Invitrogen) znakowano przy uzyciu Mirus Label IT CyTM3 Label-Kit (Mirus)
i utrzymywano w temperaturze -20°C do czasu uzycia. DNA Cotl zostal wykorzystany do wykrycia
absorpcji fragmentéw komérkowych i jadrowych DNA, poniewaz rozmiar fragmentu produktu Invitrogen
ludzkiego DNA Cotl jest podobny do rozmiaru ptodowego DNA znalezionego w Meruvax®IIl, i
poniewaz jako linia komoérek nowotworowych powrdcita epigenetycznie do niezréznicowanych
podstawowych komérek typu ptodowego [52]

Komérki U937 (chtoniak histologiczny) hodowano w zmodyfikowanym Eagle Milium (DMEM)
Dulbecco uzupetnionym 15% ptodowa surowica bydlgca (FBS) i 1% roztworem antybiotyku i
antybiotyku w 37 ° C w wilgotnej atmosferze zawierajacej 5% CO2 / 95% powietrza. Komérki HL-60
(mieloblast) hodowano w zmodyfikowanej pozywce Dulbecco Iscove'a IMDM) uzupetnionej 20% FBS i
1% roztworem antybiotyczno-antymikotycznym w temperaturze 37 °© C w tych samych warunkach.
Luzno przylegajace komoérki NCCIT (potworniakorak) hodowano w RPMI-1640 uzupetnionym 10% FBS
i 1% roztworem antybiotyko-antymikotycznym, o gestoSci komérek 3 x 104 na studzienke z
24-studzienkowej ptytki, [...] ktéra umieszczono w kazdej studzience w 37 ° C w wilgotnej atmosferze
zawierajacej 5% CO2 / 95% powietrza. Ludzkie komoérki Fibroblast 1 z napletka (HFF1) hodowano w
DMEM uzupetnionym 15% ptodowa surowica bydleca (FBS), a jako pozywke stosowano 1% roztwoér
antybiotyk-Srodek przeciwgrzybiczy. Komérki BE (2) -C (nerwiaka niedojrzatego) hodowano w
mieszaninie 1:1 Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM) i pozywki F12 uzupetnionej 10% FBS i
1% roztworem antybiotyku-antymikoty. MO5S9K (Glioblastoma-Double Stranded Break repair proficient)
i M059J (defekt naprawy Glioblastoma-Double Stranded Break) réwniez hodowano w mieszaninie 1:1
DMEM i pozywki Ham F12 uzupetnionej 10% FBS, 0,05 mM endogennymi aminokwasami, i 1%
roztworu antybiotyku-antymikoty. Po hodowli komérek w kazdym z warunkéw przez 2 do 3 dni dodano
500-750 ng oznaczonego Cy3 ludzkiego DNA Cotl na 1,0 x 107 komérek i inkubowano w temperaturze
37° C w wilgotnej atmosferze barwiono nastepnie zawierajacym 5% barwnikiem Hoechst CO2 /
95% bejca, wietrzone poprzez delikatne potrzasanie ostong 24 do 48 godzin, umieszczono szkietka na
szkietkach jadrowych, a pobér komoérkowy i jadrowy DNA analizowano za pomoca mikroskopii
fluorescencyjnej.

W przypadku komoérek U937 i NCCIT, genomowe DNA oczyszczono przez wytracanie etanolem,
co eliminuje fragmenty kwaséw nukleinowych o krétkich fragmentach, w tym nie bedace czedcia
znakowanego Cy3 ludzkiego DNA Cotl. Wzgledne jednostki fluorescencyjne (RFU) znakowanego Cy3
ludzkiego DNA Cotl wprowadzonego do chromosoméw U937 lub NCCIT zmierzono przy uzyciu
Gemini EM Microplate Reader i ilo§¢ witaczonego ludzkiego DNA Cotl obliczono na podstawie
standardowej znakowanej krzywej Cotl DNA Cy3.

W celu modelowania stanu zapalnego wszystkie adherentne linie komoérkowe aktywowano



lipopolisacharydami (LPS) przy 1, 10 i 100 ng na 104 komérki przez 24 do 48 godzin w obecnosci
znakowanych fragmentéw DNA Cotl Cy3. Jadra barwiono barwnikiem Hoechst, a nastgpnie okre§lano
pobér komérkowy i jadrowy DNA za pomoca mikroskopu fluorescencyjnego. Dodatkowo, pobér DNA
przez komérki HFF1 okre§lono réwniez po permeabilizacji saponiny. Komdrki HFF1 inkubowano z
0,02% saponiny, 300 ng / ml DAPI i 500 ng znakowanego ludzkiego DNA Cot Cy3 1 przez 24, 48172
godziny.

Zbieranie danych genomicznych

Wszystkie opublikowane na dziert dzisiejszy geny powiazane z autyzmem (z angielskiego AAGs)
zostaty skompilowane w pojedynczy plik poprzez potaczenie baz danych AutDB i ACGMap. 53,54 Cata
sekwencja nukleotydéw ludzkiego genomu wedtug chromosoméw zostata pobrana z serwera FTP z
Uniwersytetu Kalifornijskiego Santa Cruz (UCSC) i pozycje eksonéw dla kazdego genu zostaty
otrzymane z wyszukiwarki tabel USCS. 55 Lokalizacje typowych miejsc mejotycznej rekombinacji
zostaty otrzymane z Migdzynarodowego Projektu HapMap 56 a ich wspétrzgdne zostaty zmienione z
wersji 35 na wersj¢ 37 za pomoca narzedzia LiftOver (https://genome.ucsc.edu/cgi - bin/hgLiftOver)
Algorytm napisano aby wygenerowaé wszystkie 1024 ograniczone, specyficzne oligonukleotydy ztozone
z 13-stu nukleotydéw i ich komplementarne nici.

Okreslenie motywow i punktow polimorfizmu

Uzyto autonomicznego narz¢dzia BLAST Narodowego Centrum Informacji Biotechnologicznej w
wersji 2.2.24 aby zlokalizowa¢ pozycje wszystkich sekwencji punktéw polimorfizmu oligonukleotydéw,
ztozonych z 13-stu nukleotydéw i ich nici komplementarnych na kazdym chromosomie. Multiple
overlaying programs were written to match the 13 mer locations from BLAST with MR hotspot locations
on all genes and on the subset of AAGs at both the chromosomal and specific exon levels. These were
further utilized to match the hotspot locations and then the 13 mer locations separately within all genes
and within the subset of AAGs.

Wyniki

Relacja miedzy wyszczepialnoscia MMR a wystepowaniem autyzmu w Wielkiej
Brytanii, Norwegii i Szwecji po ''Poptochu Wakefielda"

Srednia wyszczepialnosé MMR dla tych trzech krajéw spadta ponizej 90% po publikaciji
Wakefielda z 1998 r., ale zacze¢ta powoli wzrastac¢ po 2001 r., by w 2004 r. osiagnaé ponownie
poziom ponad 90%. WyszczepialnoS¢ MMR jest przedstawiana wedtug roku urodzenia, a nie
wedlug wieku w momencie immunizacji, co wyjasnia dlaczego spadek wyszczepialno$ci wedtug
roku urodzenia poprzedzaja publikacje Wakefielda, poniewaz dzieci zazwyczaj otrzymywaty
szczepionk¢ MMR migdzy 12 miesiagcem a 3 rokiem zycia. W tym samym okresie Srednia
czesto$¢ wystepowania zaburzen autystycznych w Wielkiej Brytanii, Norwegii i Szwecji spadta



znaczaco dla roku urodzenia 1998 1 ponownie wzrosta po 2000 roku. Do 2007 roku czestos¢
wystepowania ASD byta dwukrotnie wigksza niz czgsto$¢ wystgpowania w 1998 roku (rys. 1).

CzestoS¢ wystgpowania autyzmu i dane dotyczace wyszczepialno$ci MMR przedstawiono w
Tabeli 1 i 2. Chociaz publicznie dostgpne dane za ten okres, na temat wystgpowania autyzmu w
tych trzech krajach, sa niestety ograniczone, wyrazna relacja pomig¢dzy przyczyna i skutkiem
wymaga dalszego rozpatrzenia i badari naukowych.

Oznaczanie iloSciowe pozostalosci DNA pltodu ludzkiego i wielko$¢ fragmentéw w
Meruvax®II i Havrix®

Srednia ilo§¢ ssDNA i dsDNA w Meruvax®II wynosita odpowiednio 142,05 ng / fiolke i 35,00
ng / fiolke oraz 276,00 ng / fiolke 1 35,74 ng / fiolke w Havrix® (tabela 3). IloSci te sa znaczaco
wyzsze, niz limit pozostatoSci DNA wynoszacy <10 ng / dawke, oméwiony w Wytycznych FDA
dla przemystu.[19]

Wielko$¢ fragmentow DNA w Meruvax®II wynosita w przyblizeniu 215 par zasad okreSlonych
za pomocg elektroforezy (Fig. 2A). DNA w Havrix® nie migrowato porzez zel i pozostato w
pierwotnym pojemniku, nawet kiedy zastosowano bakteriofag lambda z DNA, co wskazuje, ze
ptodowe fragmenty DNA sa prawdopodobnie dtuzsze niz 48 000 par zasad (Fig. 2B).

Absorpcja ludzkiego DNA i wlaczenie do réznych linii komérkowych

Spontaniczna absorpcja komérkowa i jadrowa DNA byta widoczny w linii komérkowej HFF1 (rys. 3),
NC-CIT (rys. 5) 1 U937 (rys. 9 i rys. 10). W przeciwiefistwie do tego spontaniczna absorpcja Cy3 nie byta
widoczne w komoérkach HL-60. Absorpcja DNA w BE (2) -C i M059K nie byla mierzalna z powodu
wysokiej autofluorescencji tych komoérek (dane nie pokazane). Komérkowa absorpcje DNA
stymulowanego LPS obserwowano w HFF1 (rys. 4), NCCIT (rys. 6) oraz MO059J (rys.7 i rys 8).
Spontaniczne i zapalnie wzmocniona absorpcja komoérki i DNA, charakteryzujace si¢ iloSciowym
okreSleniem zakresu faktycznego inkorporacji genomowej zinternalizowanych fragmentéw DNA.
Whbudowana ilo§¢ oznakowanego Cy3 ludzkiego Cotl DNA w genomowym DNA U937 wynosita 0,0111
+ 0,0034 pg (n = 12) na komérke w ciagu 24 godzin, w przyblizeniu 0,167% catkowitego genomu DNA
U937 na komoérke. Wbudowanie DNA w komoérkach NCCIT wynosito 0,0026 pg / komoérke po 24
godzinach i 0,04 pg / komérke po 48 godzinach, przy wiaczeniu wynoszacym 0,6% catkowitego
genomowego DNA NCCIT (Tabela 4).

Sygnatury specyfikacji przerwy dwuniciowej genomu

Genomowe mapowanie goracych punktéw MR doprowadzito do identyfikacji motywéw sekwencji



DNA, ktére sa nadreprezentowane w goracych punktach, w tym w sekwencji zdegenerowanych 13
meréw [29]. ZnaleZliSmy 280 000 wystapieri zidentyfikowanego 13-merowego zdegenerowanego
motywu hotspotu DNA w ludzkim genomie, i z tych najbardziej obfitymi ograniczonymi sekwencjami
byty CCACCTTGGCCTC i jego odwrotny dopetniacz GAGGCCAAGGTGG. Oba miaty wspdétczynniki
rekombinacji w zakresie 30 najwyzszych sposréd wszystkich 2048 mozliwych ograniczonych 13 meréw.
Ta 13-punktowa sekwencja hotspotéw zostata powiazana z 41% punktami aktywnych MR, jak réwniez z
chorobotworczymi, nie-allelowymi, homologicznymi punktami rekombinacji oraz powszechnymi
hotspotami delecji mitochondriéw[29].

Z powoddéw niejasnych w tym czasie, punkty gorace koncentruja si¢ w podgrupie genéw
zwiazanych z autyzmem (AAG), a AAG maja dodatkowo najwyzsze wskaZniki rekombinacji
mejotycznej, w poréwnaniu do zestawu wszystkich genéw w ludzkim genomie. W poréwnaniu do
wszystkich genéw, wigksza liczba AAG zawiera gorace punkty MR, AAG zawieraja wigcej goracych
punktéw MR na gen, a zdegenerowany motyw goracej powierzchni 13 mer MR jest bardziej
rozpowszechniony w hotspotach AAG niz w innych genach. Podczas gdy podzbiér AAGs w poréwnaniu
do wszystkich gendw w ludzkim genomie ma podobne iloSci zdegenerowanych 13 meréw na gen, 13
meréw jest zdecydowanie wigcej w goracych punktach MR w podgrupie AAG niz we wszystkich genach.

Konkretnie, wyzszy odsetek AAG zawiera hotspoty, a AAG majq wigcej hotspotéw na gen, w
poréwnaniu do wszystkich genéw w ludzkim genomie (Tabela 5 i 6). Podsumowujac, AAG maja bardziej
skoncentrowang podatno$¢ na urazy trwaloSci genomu w poréwnaniu z grupa wszystkich genéw
zawartych w ludzkim genomie. Wyniki te dodatkowo wspieraja powiagzanie choroby miedzy MR,
specyficznymi ograniczonymi motywami hotspotéw 13 mer i ASD.

Szczegblne znaczenie dla tendencji ASD u plci meskiej ma analiza sygnatur dwuniciowych przerw na
chromosomie X. Istnieje 19 gendw powiazanych z autyzmem na chromosomie X, ktére zawieraja
rekombinowane gorace punkty w transkrybowanych regionach. Jak zilustrowano w Tabeli 7, 15 z tych
gendéw chromosomu X ma 13 merowych motywéw w odlegtosci mniejszej niz 100 kilozasad od centrum
hotspotu znajdujacego si¢ w eksonie. Sugeruje to, ze te szczegllne geny chromosomowe X moga by¢
szczegOlnie podatne na przerwy dwuniciowe, insercyjna mutagenezg¢ DNA i chorobg¢ objawowa,
poniewaz 13 merdw, ktére sg zwiazane z choroba, znaleziono w poblizu centrum eksonu zawierajacego
goracy punkt.[29].



Dyskusja

Bezpieczenistwo szczepieri to kluczowa kwestia dla ogétu spoteczenistwa, a w szczegdlnosci dla
pracownikéw shuzby zdrowia, ktérzy zwykle musza byé w petni przekonani co do szczepionki, a takze dla
rodzicéw, ktérzy musza podejmowaé Swiadome decyzje dotyczace szczepien dla swoich dzieci.
Pozyskiwanie, hodowanie lub wytwarzanie szczepionek wykorzystujacych elektrycznie usuwana ludzka
tkanke ptodowa stwarza etyczne i filozoficzne dylematy. Ponadto, zastosowanie ludzkich linii komérek
ptodowych do wytwarzania szczepionek tworzy produkty koricowe, ktdre zawieraja resztkowe
zanieczyszczenia DNA ptodu, w tym szczatki komoérek i plodowe fragmenty DNA. Stwarza to dodatkowe
etyczne i filozoficzne dylematy, poniewaz te zanieczyszczenia beda wstrzykiwane do biorcy szczepionki
wraz z antygenem wirusa. I na koniec, spoteczenistwo nie byto informowane o produkcji szczepionek na
linii komodrkowej ptodu, po raz pierwszy wprowadzonej do Stanéw Zjednoczonych w 1979 r.,
udaremniajac wszelkie publiczne uwagi dotyczace kwestii etycznych i filozoficznych powiazanych z ta
zmiang produkcyjna.

Oprécz ptodowych szczatkéw komdrkowych i ptodowych fragmentéw DNA, szczepionek, ktdre zostaty
hodowane lub wyprodukowane przez Meruvax®Il, MMR®II i Varivax®. sa dodatkowo zanieczyszczone
fragmentami ludzkich endogennych retrowiruséw HERVK.[57] Najnowsze dowody wykazaly, ze ludzkie
endogenne transkrypty retrowirusowe sa podwyzszone w mézgach pacjentéw ze schizofrenig lub
zaburzeniem dwubiegunowym, [58,59] w monocytarnych leukocytach krwi obwodowej pacjentéw ze
spektrum autyzmu [60] jako choroby autoimmunologiczne. [61-63] Nigdy nie badano konsekwencji dla
zdrowia ludzkiego szczatkowych ludzkich ptodowych fragmentéw DNA i zanieczyszczen
retrowirusowych HERVK. Wczedniej informowali$§my o ekologicznej korelacji pomigedzy
wprowadzeniem szczepionek, produkowanych na komérkach ptodowych a zaburzeniami autystycznymi,
pierwsze badanie sugeruje rozwazenie konsekwencji dla zdrowia publicznego hodowania szczepionek na
ludzkich liniach komérkowych ptodu. [3]

W tym artykule przeanalizowaliémy molekularne i genomiczne konsekwencje wystgpowania fragmentéw
ptodowego DNA w szczepionkach, a przede wszystkim przedstawiono dodatkowe dane ekologiczne
wskazujace na potencjalny zwiazek przyczynowy pomigdzy szczepionkami wytwarzanymi przy uzyciu
komorek ptodu a ogdélno§wiatowa epidemia autyzmu [3]. Po opublikowaniu badaii Andrew Wakefielda
w prestizowym wydaniu Czasopismo The Lancet z 1998 r. sugerujace, ze MMR®II, szczepionka
wytwarzana przy uzyciu komoérek ptodowych, moze by¢ zwiazana z nieprawidtowoS$ciami jelitowymi u
dzieci autystycznych, debata znana jako "Wakefield Scare" zostata szybko rozpowszechniona w
brytyjskich i skandynawskich mediach, prowadzac niektérych rodzicéw do rezygnacji z zaszczepienie ich
dzieci szczepionka MMR. Pierwszym krajem dotknigtym przez "Wakefield Scare" byta Wielka Brytania
wedlug dokumentu Nagaraja z 2006,[8], ktory stwierdzit, ze "wykorzystanie szczepionki zaczeto spadad
po kontrowersyjnym badaniu taczacym szczepionke¢ MMR z autyzmem" prowadzac do bardzo matego
pokrycia szczepionka MMR - zaledwie 50% w niektérych obszarach stanowiacych powazne zagrozenie
epidemiami odry. W Szwecji spadek pokrycia MMR u dzieci urodzonych po roku 1999 zgtosili Dannetun
iin. (2004) [6], poniewaz "w 1999 i 2000 roku w Szwecji przeprowadzono powszechna dyskusje na temat
dziatan niepozadanych zwiazanych ze szczepionka przeciwko odrze". W 2002 i 2003 r. odnotowano
podobny spadek w zakresie stosowania szczepionki MMR w Norwegii autorstwa Trogstad i innych.
(2012).[7] Podobnie jak w Szwecji, Trogstad i in. (2012) stwierdzili, ze "spadek ten zbiegat si¢ z debata
wynikajaca z fatszywych twierdzen o zwiazku miedzy szczepionka MMR a autyzmem przedstawionych



przez Wakefield i in.". W niniejszej publikacji zilustrowaliSmy gwaltowny spadek Sredniego zasiggu
MMR w Wielkiej Brytanii, Norwegii i Szwecja po publikacji Wakefielda i rownie gwattowny wzrost po
roku 2001, kiedy publicznie zdyskredytowano Wakefielda.

Nagty spadek i powrét do normy w zakresie MMR zapewnia wyjatkowa mozliwo$¢ zbadania wszelkich
zwiazkow przyczynowych migdzy wytwarzanym przy uzyciu komoérek ptodowych MMR, ktéry zostat
wprowadzony w Wielkiej Brytanii, Norwegii i Szwecji odpowiednio w 1988, 1983 i 1982 roku, a
wystepowaniem ASD. W celu udowodnienia przyczyny i skutku lub zwiazku przyczynowo-skutkowego,
a nie korelacji: 1) przyczyna musi wystapi¢ przed skutkiem, 2) usunigcie przyczyny musi skutkowac
usunigciem efektu, oraz 3) przywrdcenie przyczyny musi ponownie wprowadz efekt. Nagty spadek i
wzrost w zakresie pokrycia MMR zapewnia spontaniczny rzeczywisty eksperyment na skale §wiatowa,
pozwalajacy na zbadanie uzycia szczepionki hodowanej na komérkach ptodu oraz czestosci
wystgpowania ASD.

Podczas okresu spadku i powrotu do MMR, czgsto$¢ wystgpowania ASD wykazata spadek po roku
urodzenia 1998, po ktérym nastapit wzrost, ktéry rozpoczat si¢ w roku urodzenia 2001 i pdZniej. Warto
zauwazyd, 7e istnieje intrygujace powigzanie migdzy zmniejszeniem zasiggu MMR i zmniejszonym
wystepowaniem AD / ASD w Norwegii, Szwecji i Wielkiej Brytanii wkrétce po opublikowaniu przez
Wakefielda publikacji Lancet z 1998 r. [5] Podczas gdy publicznie dostgpne dane na temat
rozpowszechnienia ASD w tych trzech krajach sa rozczarowujaco skape w tym okresie, widoczna
zalezno$¢ przyczynowo-skutkowa przedstawiona tutaj wymaga dalszych badari i badari.

Jakie znane procesy biologiczne mogtyby wyjasni¢ ten widoczny zwiazek przyczynowo-skutkowy
miedzy produkowanymi w oparciu o komérki ptodowe szczepionkami a wystgpowaniem ASD?
Sugerujemy, ze zanieczyszczenia ptodowymi resztkami komérkowymi 1 fragmentami DNA, jak réwniez
retrowirusowymi fragmentami HERVK moze prowadzi¢ do ataku autoimmunologicznego i/ lub
insercyjnej mutagenezy u dzieci. Artykut koncentruje si¢ na potencjale do mutagenezy insercyjnej.

W tym artykule przedstawiamy obecno$¢ fragmentéw DNA w Meruvax®II i Havrix®. Jak pokazano na
rysunku 2, reszty w Meruvax® II maja dtugos$¢ okoto 215 par zasad. Wielko$¢ pozostatosci DNA w
Havrix® nie byta mierzalna. Nasze wyniki wskazuja na nadmierne poziomy ssDNA i dsDNA w
Meruvax®II i Havrix®, ktdre sa znacznie wyzsze niz sugerowane wytyczne FDA.[19] Te nadmierne
pozostato$ci moga by¢ pobierane przez komdrke i dostarczane do jadra. Potencjat egzogennego DNA do
wejScia w jadro komorki i wstawienia do genomu tej komorki jest dobrze ugruntowanym procesem
biologicznym. Rzeczywiscie, jak wspomniano wcze$niej, przeniesienie jadrowe fragmentéw
mitochondrialnego DNA jest procesem ciagltym u ssakéw, w tym ludzi. [64] Wysitki majace na celu
opracowanie terapii genowej udokumentowaty, ze krétkie fragmenty DNA mozna wstawi¢ do genomu
biorcy z wydajnoscia do 20%. Yakubov i in. (2007) wykorzystali ludzkie fragmenty tozyskowego DNA o
dtugosci od 200 do 3000 par zasad i wykazali spontaniczny wychwyt i insercj¢ do genomu ludzkiej linii
komérkowej MCF-7 o wydajnosci 1-4%, a takze wykazali specyficzny dla gatunku charakter tej
inkorporacji genomu, poniewaz fragmenty DNA spermy tososia nie byly zintegrowane z ludzkimi
komoérkami MCF-7.[18]



W tym badaniu zgtaszamy podobne stopnie inkorporacji genomu od 0,2 do 0,6% genomu biorcy 24 do 48
godzin po dodaniu fragmentéw DNA o dtugosci w przyblizeniu 350 par do pozywki hodowlanej komoérek
U937 lub NCCIT. Pobieranie fragmentéw DNA byto spontaniczne i nie wymagato permeabilizacji lub
transfekcji komoérek. BodZce zapalne (LPS) byty zdolne do wzmocnienia internalizacji, co wskazuje na
znaczenie ogoélnego stanu zdrowia dziecka w momencie szczepienia wzglgdem podatnosci na
internalizacj¢ wstrzykiwanych fragmentéw ptodowych i retrowirusowych.

Co najwazniejsze, wykazano rowniez, ze male fragmenty DNA integruja si¢ efektywnie z genomem
in vivo. Jensen i in. (2011) z powodzeniem dostarczyli i zintegrowali mate fragmenty DNA z watrobg
myszy przy uzyciu wstrzykni¢é do zyly ogonowej jako metody podania. [65] Badania Colosimo w 2001 i
2007 r. wykazaty rowniez 1-10% integracji genowej in vivo matych fragmentéw homologicznych w 4%
zmutowanych CFTR komérek nabtonka. [66,67] McNeer i in. (2013) dostarczyli myszom fragmenty
DNA o dlugosci do 60 par za pomoca wstrzyknigcia do zyly ogonowej i wykazali 0,01 do 0,04%
integracji genomowej z samym DNA, ktéra zostata zwigkszona do 1,2% dla potréjnego PNA. Integracja
genomu byta najwyzsza w komorkach znalezionych w szpiku kostnym, §ledzionie i grasicy.[68] Ponadto,
stosujac te same techniki, McNeer i in. (2013) wykazali réwniez skuteczno$¢ przekazywania DNA in
vivo, stosujac ogdlnoustrojowa iniekcje dozylna, pomiedzy 0,05% 1 0,43%, stosujac odpowiednio
glebokie sekwencjonowanie genéw komoérek szpiku kostnego i §ledziony. McNeer i in. (2013) réwniez
wykazali specyficzng gatunkowo naturg¢ integracji DNA u mysz chimerycznych dla ludzkich komérek
macierzystych CD34+ zawierajacych mutacjg¢ CCR5 wykazaty wychwyt wstrzyknigtego fragmentu tylko
w ludzkich komérkach macierzystych CD34+, ale nie w mysich komérkach macierzystych CD34 + u
tych zwierzat chimerycznych. [68]



Fragmenty cf-DNA moga by¢ wychwytywane przez zdrowe komorki poprzez wychwyt za
posrednictwem receptora lub moga spontanicznie penetrowaé btony komoérkowe, ktére zmienity
przepuszczalno$é, na przyktad podczas reakcji zapalnych. Uwaza sig, ze wychwyt nuklearny fragmentéw
cf-DNA zapewnia Zrédlo utrzymania integralnoSci DNA podczas ratowania rozerwanych rozgalezien
replikacyjnych lub podstawowej naprawy uszkodzen. Spontaniczne wychwytywanie pozakomdrkowego
DNA zostalo réwniez wykorzystane do terapii genowej, a takze do korekcji genu komérkowego. [9,
18,69-72] Chociaz korzystny byl swobodny pobdr DNA, proces ten byt réwniez zwiazany z
generowaniem mutacji i aberracji chromosomowych. [73] Nasze zmierzone inkorporowanie genomowe
(0,003 do 0,04 pikograméw) 0,2% - 0,6% catego genomu w ciggu 24 do 48 godzin wydaje si¢ na
pierwszy rzut oka wysokie. Jednak nasze liczby sa zgodne z wcze$niejszymi doniesieniami
wykazujacymi, ze egzogenny DNA zastapit do 1% catego genomu w ciagu 30 minut.[9] Chociaz komérki
HL-60 w naszych do§wiadczeniach nie pobieraly spontanicznie DNA egzogennego, linia komérkowa
byla stosowana w przeszto$¢ jako model spontanicznego wychwytu DNA. [72] Komérkowy i jadrowy
pobér DNA w komérkach HFF1 i w komérkach NCCIT sugeruje, ze komodrki embrionalne i
noworodkowe sa bardziej podatne na wychwyt DNA niz komérki z bardziej dojrzatego zrédta. Wyniki te
wskazuja na potrzebe dalszych badan nad wiaczeniem DNA ze Zrédet egzogennych w celu poréwnania
podatnosci niemowlat i matych dzieci z nastolatkami i dorostymi. Ponadto, zwigkszony wychwyt DNA
po aktywacji LPS sugeruje, ze zapalenie ogdlnoustrojowe lub odpowiedZ immunologiczne moga
zwigksza¢ podatnos$¢ na egzogenny wychwyt DNA. Szczepionki, ktére sa wytwarzane z wykorzystaniem
ludzkich linii komoérkowych ptodu sa zanieczyszczone egzogennym DNA 1 fragmentami
retrowirusowymi [57], i szczepionki wywotuja ogdlnoustrojowe zapalenie i aktywacj¢ immunologiczna,
kombinacje, ktéra moze by¢ szczegdlnie wrazliwa na insercyjna mutageneze¢ u biorcow szczepionek.

Oprécz potwierdzenia poprzednich doniesiei na temat wbudowania DNA w komérki ludzkie,
analiza genomowa w niniejszym artykule wskazuje, ze w genotypie wolnym od choroby istnieja regiony,
w ktérych prawdopodobnie wystepuja mutacje, ktére moga wywotywaé ASD (tabele 5 i 6) przy
rozwazaniu podatnoSci genomowej na rozwdj ASD wylacznie w zakresie podpiséw specyfikacji DSB. Co
moze wyjas$ni¢ wyzszy wskaznik 13 meréw (podpisy specyfikacji DSB) w AAG? Inni badacze wykazali,
ze AAG sa charakterystycznie hipermutowane [74], co moze wynika¢ z duzej koncentracji sygnatur
specyfikacji DSB w tych genach. Jesli chodzi o rzeczywiste objawowe ASD, niektére czynniki oprocz
zaprogramowanego tworzenia DSB moga tatwo si¢ ujawni¢ i prowadzi¢ do mutacji de novo, takich jak
indukowane DSB w komdrkach somatycznych, to badanie sugeruje, ze fragmenty ptodowego DNA w
szczepionkach moga by¢ takim Srodowiskowym czynnikiem. W podobnym scenariuszu, jak w przypadku
r6znych chtoniakéw, na przyktad, dodanie toksyny lub chemioterapeutycznej DSB do zaprogramowanych
DSB do przetaczania klas prowadzi do raka.[30]

Podsumowujac, szczepionki wytwarzane w ludzkich liniach komoérek plodowych zawieraja
niedopuszczalnie wysokie poziomy zanieczyszczen fragmentami ptodowego DNA. Ludzkie fragmenty
DNA o podobnej dlugosci i sygnaturze epigenetycznej spontanicznie integruja si¢ z genomem z
prymitywnymi liniami komérkowymi, proces, ktéry mozna wzmocni¢ w stanach zapalnych. Ludzki
genom naturalnie zawiera regiony, ktére sa podatne na tworzenie dwuniciowej przerwy i mutagenezg



insercyjng DNA, regiony szczegdlnie skoncentrowane w eksonach genéw, ktére okazaty si¢ przyczynowe
lub zwigzane z fenotypem ASD. "Wakefield Scare" stworzyt naturalny eksperyment, ktéry wskazuje na
zwiazek przyczynowo-skutkowy migdzy produkowanymi szczepionkami linii komérkowej ptodu a
zapadalnodcia na ASD. Nasz artykul wzywa do dodatkowego badania i badania tego potencjalnego
zwiazku. Rozwiazanie tego przerazajacego problemu zdrowia publicznego jest tatwo dostgpne:
szczepionki mozna bezpiecznie i skutecznie wytwarzaé¢ w liniach komérkowych zwierzecych, owadzich
lub roslinnych, 75-77 eliminujac zagrozenia zwiazane z resztkowym ludzkim DNA i zanieczyszczeniami
retrowirusowymi.
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Rycina 1. Wystgpowanie autyzmu i zasigg MMR w Wielkiej Brytanii, Norwegii i Szwecji przed i po
artykule Wakefielda z 1998 r. Sugerujacym, ze MMR byt powiazany z choroba jelit i autyzmem

Usredniona czesto$é wystepowania AD / ASD i zasieg MMR w Wielkiej
Brytanii i krajach Skandynawskich
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Rycina 1 - USredniona czgsto§¢ wystgpowania AD / ASD i zasigg MMR w Wielkiej Brytanii,
Norwegii i Szwecji. Zar6wno dane MMR, jak i AD / ASD sa znormalizowane do maksymalnego zasiggu
/ prewencyjnoSci w czasie trwania tej analizy.
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Tabela 1 Wystepowanie autyzmu w Norwegii, Wielkiej Brytanii i Szwecji

Rok urodzenia Wystepowanie
Norwégia
1999 0.14 e i 635
i s iSSL?rengStlg &I 2013
2001 0.17
2002 0.26
2003 0.29
Wielka Brytania
1995.5 0.274
19903 0.213 Latif et al. 2007
1998.5 0.265 Lingam et al. 2003
1999 5 0.110
2000.5 0.061
2001 .4 0.082
Szwecja
1998 0.12
5003 0.038 Nygren et al. 2012
2007 0.52

Tabela 2
USrednione pokrycie MMR w Wielkiej Brytanii, Norwegii i Szwecji



Rok urodzenia Zasieg MMR (%)

1995 94.3
1996 3.7
1997 91.8
1998 90.1
1999 88.5
2000 87.2
2001 87.2
2002 87.8
2003 88.8
2004 90.7
2005 91.1
2006 90.9
2007 90.8
2008 92.5

2009 03.1
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Tabela 3 Poziomy szczatkowego ludzkiego jednoniciowego
DNA (test PicoGreen®) i ludzkiego dwuniciowego DNA (test OliGreen®) w szczepionce przeciwko
rozyczce (Meruvax®II) i szczepionce przeciwko wirusowemu zapaleniu watroby typu A (Havrix®).

MERUVAX®II (szczepienie przeciwko rozyczce) HAVRIX ® (szczepionka przeciwko wzw A)
Merck & Co. Inc. GlaxoSmithKline Biologicals
DMA jednoniciowe  DNA dwuniciowe DNA jednoniciowe  DNA dwuniciowe
(ng/fiolka) (ng/fiolka) {ng/fiolka) (ng/fiolka)
Fiolka 1 135.66 59.34 844.58 112.69
Fiolka 2 145.82 24.54 104.88 10.69
Fiolka 3 - 36.052 2136 15.32
Fiolka 4 - 20.064 2136 15.32
Fiolka 5 118.54 = 213.6 15.32
Fiolka 6 164.40 - 165.43 7333
Fiolka 7 145.82 - 176.31 7.49
Srednio 142.05 35.00 276.00 35.74

Rysunek 2 Oczyszczone DNA po elektroforezie zelowe;.
Reprezentatywne Zele przedstawiajace pozostatosci ludzkie. Wielko$¢ fragmentéw DNA dla Meruvax®II
(A) 1 Havrix® (B).

Meruvax®Il (Rubella) with

. ® -
DNA ladder and ADNA Havrix™ with DNA

A e s B
Hepatire A

dsDNA ladder

240bp DNA in Rubelia
WOCC I

Lambcla dwbNA
&8 55




Rysunek 2 - Wielko$¢ fragmentu ludzkiego ptodowego DNA w Meruvax®II wynosita Srednio 215
par zasad, ale waha si¢ od 700 par zasad do dlugo$ci 200 par zasad (2A). Przy prowadzeniu w
identycznych warunkach jak w przypadku 2A, ludzkie ptodowe fragmenty DNA w Havrix® nie
wypltynety ze studzienki. Dodatkowe zele byty prowadzone przez dtuzszy okres czasu, po migracji

lambda DNA przez zele, a wciaz ludzkie ptodowe fragmenty DNA w Havrix® nie wyplynety ze
studzienki (2B).



Tabela 4 Cy3 z oznaczeniem ludzkiego Cotl DNA pobranego w réznych liniach komérkowych.

Rysunek 3 - HFF1 - spontaniczna komérkowa i
jadrowa absorpcja DNA (jasne pole i czerwona
nakladka fluorescencyjna Cy3).

Rysunek 4 - HFF1 - komérkowy i jadrowy
pobor DNA po permeabilizacji saponiny. (Cy3
czerwony i jadrowa niebieska nakladka
fluorescencyjna Hoechst)

Rysunek 5 - Spontaniczny wychwyt
komérkowy DNA przez NCCIT (nakladka
fluorescencji blekitnego cyjonu i jadra
niebieskiego)

Rysunek 6 - komorkowy pobor DNA NCCIT
po aktywacji lipopolisacharydow (Cy3
czerwony i jadrowa niebieska nakladka
fluorescencyjna Hoechst)




Rysunek 7 - komorkowy pobor DNA M059]J po
aktywacji lipopolisacharydéw (10 ng/104
komorek) (Cy3 czerwony i jadro Hoechst
niebieski nakladka fluorescencyjna).

Rysunek 8 - komérkowy pobér DNA M059] po
aktywacji lipopolisacharydéw (100 ng/104
komorek). (Cy3 czerwony i jadrowa niebieska
nakladka fluorescencyjna Hoechst).

Rysunek 9 - U937 - spontaniczny komérkowy/
pobor jadrowego DNA (Cy3 czerwony)

Rysunek 10 - Oczyszczone jadra U937
zawierajace DNA oznaczone Cy3 przed
oczyszczeniem DNA (Cy3 Red)




Tabela 6

Porownanie 13-merowej obecnosci we wszystkich genach i genach zwigzanych z autyzmem

% gendw zawiera-

% gendw zawiera-

% genow Zawiera-

Cl;::]no— jacych HS jacych 13 mer w HS jacych 13 mer
Wszystkie AAGS Wszystkie AAGS Wszystkie AAGS
1 23.42% 50.00% 13.05% 27.78% 72.07% 72.22%
2 16.97% 62.50% 16.97% 45.83% 78.14% 935.83%
3 27.56% 60.87% 14.99% 52.17% 79.94% 86.06%
4 35.24% 50.00% 17.62% 32.14% 72.17% 78.57%
5 28.68% 36.67% 16.32% 20.00% 75.27% 83.33%
6 26.15% 33.33% 12.70% 23.33% 71.85% 83.33%
7 25.52% 63.00% 18.78% 54.00% 77.00% 97.00%
8 28.95% 33.85% 16.42% 30.77% 74.70% 02.31%
9 23.20% 73.00% 14.42% 62.50% 72.10% 73.00%
10 31.63% 60.00% 17.28% 40.00% 79.78% 00.00%
11 17.85% 36.00% 9.38% 24.00% 63.83% 02.00%
12 20.12% 37.50% 12.59% 37.50% T7.40% 100.00%
13 37.65% 77.78% 20.05% 66.67% 74.57% 88.80%
14 26.49% 66.67% 16.41% 66.67% 64.34% 100.00%
15 23.57% 46.67% 11.79% 46.67% 68.04% 86.67%
16 17.81% 46.15% 10.75% 38.46% 76.61% 02.31%
17 17.10% 26.67% 12.51% 20.00% 74.24% 100.00%
18 32.53% 0.00% 10.88% 0.00% 79.52% 100.00%
19 10.11% 0.00% 8.06% 0.00% 76.38% 100.00%
20 23.88% 44.44% 15.25% 33.33% 74.58% 77.78%
21 25.00% 100.00% 20.42% 100.00% 69.00% 100.00%
22 17.65% 11.11% 13.24% 11.11% 79.78% 100.00%
X 14.00% 45.00% 13.45% 30.00% 65.00% 05.00%
Srednio 24.43% 47.10% 14.95% 37.91% 74.28% 90.75%




Table 7

X Chromosome AAGs with 13 mers in exons and their distance from the closest hotspot (HS) start
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