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Wstepne wyniki analizy szczepionki Hexacima/Hexyon

Analiza ilo$ciow0-jakosciowa zwigzkoéw organicznych ma ogromne znaczenie w
dziedzinie farmakologii', poniewaz potencjalne problemy zwiazane z
bezpieczenstwem preparatow wynikaja z nowych procesow produkcji lekoéw i z
kompleksowych cech strukturalnych i biologicznych tych produktow?.

Przeglad dokumentacji rejestracyjnej szczepionek wojskowych, ktory znajdujemy
w raporcie® koficowym ,,Komsji Parlamentarniej ds. Zubozatego Uranu” * ujawnit
obecno$¢ zanieczyszczen chemicznych i biatkowych, ktore wymagaty dalszych
analiz.

Nasze stowarzyszenie zdecydowato si¢ przejac kontrole nad powyzszym raportem
(na tyle na ile byto to mozliwe).

Ten projekt jest czeScig wyzej wymienionych spostrzezen. Konieczne bylo zatem
opracowanie technologii/metody pozwalajacej na przeprowadzenie analizy
szerokiego spektrum czastek pochodzenia chemicznego, metablicznego i
biatkowego, w celu oceny jakos$ci uzyskanych wynikow.

W zwiazku z powyzszym zostata opracowana metoda w oparciu o technologi¢
SANIST w celu testowania szczepionek pod katem czystosci 1 bezpieczenstwa
(wigcej informacji ponizej)

Wyniki i dyskusja

1. Analiza sktadnikéw deklarowanych w ulotce szczepionki

Sktadnik Obecnos¢ Rodzaj jonéw
Aminokwasy Tak [M+H]"
Sacharoza Tak [M+H]"
Neomycyna Nie odnaleziono -




Formaldehyd6 Nie odnaleziono -
Streptomycyna7 Nie odnaleziono -
Aldehyd glutarowy Tak [M+H]"
Trometamol® Tak [M+H]*
Dwufosforan sodu Niewykrywalny

Dwufosforan potasu Niewykrywalny

Toksoid btoniczy’ Tak [M+nH]™
Toksoid tezcowy™® Tak [M+nH]™
Toksoid krztuscowy™ Tak [M+nH]™
Hemaglutynina Tak [M+nH]™
witdkienkowa (FHA)

Polisacharyd Hemophilus Nie odnaleziono -
Influenzae B*

Antygeny Bordetella Tak [M+nH]™
pertussis™

Polimyksyna B Nie odnaleziono -
Hepatitis B (Zapalenie Nie odnaleziono -
watroby typ B)

Poliowirus Typ1,2,3 Nie odnaleziono -

1Lett Appl Microbiol. 2015 Feb;60(2):174-80. doi: 10.1111/lam.12355 ( https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25376111)
2 Fuchs F., Biochimie. 2002 Nov;84(11):1173-9 ( https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12595146)
shttp://www.camera.it/leg17/491?idLegislatura=17&categoria=022bis&tipologiaDoc=documento&numero=023&doc=pdfel
ahttp://www.camera.it/leg17/436?shadow_organo_parlamentare=2588

s Albini A. et al., Front Endocrinol (Lausanne). 2018 Apr 5;9:110.d0i:10.3389/fend0.2018.00110. (
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/m/pubmed/29674995/)

6 https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/formaldehyde

7https://en.wikipedia.org/wiki/Streptomycin

s https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/tromethamine

9 https://www.who.int/biologicals/vaccines/diphtheria/en/

10 https://www.who.int/ith/vaccines/tetanus/en/

1 http://www.who.int/biologicals/vaccines/pertussis/en/

12 https://www.who.int/biologicals/areas/vaccines/haemophilus/haemophilus influenzae typeb Hib/en/

2. Badanie frakcji biatek

Zgodnie ze specyfikacjami producenta szczepionka Hexyon zawiera niektdre biatka. Prébke poddano
analizie w celu identyfikacjitych biatek. Obecnos¢ biatek lub sekwencji peptyddw jest potwierdzona przez
niebieskie zabarwienie prébki w pierwszej wizualnej analizie. Na rysunku 1, po prawej stronie pusta
fiolka (odczynnik Bradforda), a po lewej fiolka zawierajgcg ten sam odczynnik z dodatkiem frakcji

szczepionki Hexyon,powodujacy niebieskie zabarwienie roztworu.


https://www.who.int/biologicals/areas/vaccines/haemophilus/haemophilus_influenzae_typeb_Hib/en/
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Rysunek 1. Test Bradforda.

2.1 - 17 analiza: Test Bradforda

Aby ustali¢, czy biatka sg obecne, szczepionke Hexyona poddano badaniu Bradforda. 300 ul osmotycznej
H,0 dodano do 200 plszczepionki, aby osiggnac odpowiednig objetosé: 500 pL odczynnika Bradforda
dodano do roztworu. Po analizie wizualnej obecnosésekwencji biatek lub peptyddéw zostata
potwierdzona przez niebieskie zabarwienie prébki.

W oparciu o uprzednio wyznaczong krzywg kalibracji stezenie biatka oszacowano na 0,033 mg / ml

2.2 - 2° analiza: Trawienie takie jakie jest

Po tescie Bradforda préobka szczepionki zostata poddana trawieniu enzymatycznemu. 10 pl
pierwotnej prébki zostato potraktowane 50 pL Trypsynyi pozostawiono na noc w temp 37° Cw
przeptywowym ogrzewaczu wody (Termoblock). Zostata przygotowana prébka kontrolna
zawierajgca hemoglobine ostezeniul mg/ ml, ktéra byta traktowana jako prébka.

W tej analizie wykryto obecnos¢ biatek w prébce.

2.3 - 3% analiza: Trawienie osadéw

Prébke szczepionki poddano nastepnie drugiej analizie, w ktorej frakcje statfg i ciektg oddzielono przez

odwirowanie.
Po odwirowaniu usunieto caty supernatant. Pozostatg stragcong frakcje stata potraktowano nastepnie 30
ul trypsyny i pozostawiono na noc w temp 37° C w przeptywowym ogrzewaczu wody.



Przygotowano kontrole hemoglobiny o stezeniu 1 mg/ ml i poddano obrdbce zgodnie z tg samg
procedurg co probke szczepionki.

Po trawieniu, zaréwno prdébka szczepionki jak i kontrola zostaty poddane wirowaniu. Supernatant zostat
wyekstrahowany i umieszczony w fiolkach do analizy. Dodano 20 pl osmotycznej H20 w celu osiggniecia

dostatecznej do wstrzykniecia objetosci.

W tej analizie wykryto obecnos¢ biatek w prébce.

W celu przetworzenia danych uzyskanych w ten sposdb, poczatkowo wykorzystano baze danych

Mascot™

Tabela 1 - Prébka #1 (N3FI38V)*

Nazwa Biatka

Baza danych

Masa
czagsteczkowa
(KDa)

Wynik

Kod

widknista
hemaglutynina /
adhezyna
[Bordetella
krztusca]

NCBInr

330

222/50

SNW24549.1

tancuch A,
Struktura
Izolowanej
Katalitycznej
Domeny Toksyny
Btoniczej

NCBInr

20

114/50

1DTP_A

tancuch A, Binarny
Kompleks Toksyny
Krztuscai Atp

NCBInr

26

76/50

1BCP_A

Podjednostka alfa
syntazy tryptofanu
[Methylobacterium
sp. 10]

NCBInr

30

73/50

WP_051439711.1

domniemane
biatko warstwy S /
amidaza N-
acetylmuramoilo-L-
alanina[Clostridium
tetani E88]

NCBInr

119

69/50

AAO035094.1

tanicuch B,
Kompleks Binarny
Toksyny Krztuscai

NCBInr

22

64/50

1BCP_B




Atp

*Biatka zidentyfikowano bez uwzglednienia potencjalnych zmian potranslacyjnych. Przyjeta
metodologia nie zidentyfikowano zadnych innych sekwencji.

Ocena toksycznosci dla zidentyfikowanych sekwencji
Nie mozna byto oceni¢ wskaznika toksycznosci molekularnej na podstawie zidentyfikowanych sekwencji
peptydow.

Obecnosc wolnych peptydow
Nie wykryto zadnych wolnych peptyddw.

14 http://www.matrixscience.com/help/seq db setup db gui.html

3. Analiza frakcji metabolicznej



http://www.matrixscience.com/help/seq_db_setup_db_gui.html

Nalezy podkresli¢, ze to badanie przesiewowe dostarcza danych pétilosciowych, ktére odpowiadaja
zakresowi od nanograméw do mikrogramoéwjako orientacyjny rzad wielkosci. W celu uzyskania
doktadnych danych ilosciowych konieczne bedzie postepowanie z wykorzystaniem certyfikowanych
standarddéw analitycznycho znanejczutosci.

Ponizej przedstawiamy wyniki badan identyfikacyjnych uzyskane w dwdch badanych partiach:

Batch #1 (N3FI38V)

Ciemny obszar (70%) - nieznane sktadniki
Jasny obszar (30%) - znane skitadniki

W prébce zidentyfikowaliSmy 216 sygnatéw, z czego tylko 30% znanych.

UWAGI POTRZEBNE DO ZROZUMIENIA: jest to analiza pierwszego poziomu, ktéra oznacza identyfikacje
opartg na masie czgsteczkowej. Jesli wynik jest jednoznaczny (tj. przy zmierzonej masie czgsteczkowe;j
tylko jeden zwigzek pasuje) jest bardziej prawdopodobne, ze jest to doktadnie ten zwigzek, ale w tej
fazie nie mozemy miec absolutnej pewnosci. Jak zauwazysz, w odniesieniu do niektérych zwigzkow,
rézne substancje mogg korespondowac z tg samg masg czgsteczkowa. Konieczna jest zatem dalsza
ukierunkowana analiza,z zachowaniem odpowiednich standardéw, w celu potwierdzenia doktadnego
zwigzku chemicznego.

3.1 Szczepionka Hexyon.
Wykryto 216 sygnatéw, z ktérych tylko 30% dato potencjalng klasyfikacje (tabela 2). Nalezy podkresli¢,
ze proporcja sygnatdw nie jest doktadnie skorelowana z proporcjg zwigzkdw, poniewaz w spektrometrii
mas pojedynczy zwigzek moze generowac kilka stosunkéw masy do tadunku (m / z).



Nalezy podkresli¢, ze doktadna nazwa zwigzku chemicznego nie jest pewna i powinna by¢
potwierdzona przez badanie drugiego poziomu przeprowadzane przy uzyciu certyfikowanych norm
analitycznych.

W rzeczywistosci, podczas badania przesiewowego urzadzenie mierzy dane za pomocg doktadnej masy
czasteczkowej (btad pomiaru <10 ppm). Formuta empiryczna jest obliczana na podstawie tych
pomiaréwPewnego rodzaju wzory chemiczne mogg tak samo opisywac rézne zwigzki chemiczne majace
te sama masg czasteczkowa.

UWAGI DO ZROZUMIENIA: w istocie, ustalono, ze mamy kilka nieznanych sygnatéw, ktérych nie mozna
zidentyfikowac za posrednictwem miedzynarodowych baz danych.

Badano molekuty potencjalnie nalezgce do kategorii toksyn. Zasugerowano je na podstawie doktadnych
badan stosunku masy do tadunku m / z(btad <10 ppm) uzywajgc bazezwigzkow toksycznych Metlin.
Tabela 3 pokazuje uzyskanych kandydatow.

4. Ostateczne wnioski
Wiekszos¢ wykrytych zanieczyszczen i nieczystosci nie zostata scharakteryzowana przy uzyciu baz danych
dotyczacych biatek i metabolitéw (KEGG, NCBI-Prot i SwissProt). *°
Istnieje krytyczny problem zwigzany z zanieczyszczeniem réznych zwigzkdéw potencjalnie lub
zdecydowanie szkodliwych dla zdrowia ludzkiego.

Krotko méwiac, pierwsze pytanie, ktére zadaliSmy sobie i uzyskane wzgledne odpowiedzi, sg
nastepujace

1. Czy wymienione substancje chemiczne s3 | Cze$ciowo
obecne?
2. Czy wystepuja jakiekolwiek Tak
zanieczyszczenia chemiczne?
3. lle jest zwigzkdéw zanieczyszczajacych? Ponad 70
4. Co to za zwigzki? Toksyny chemiczne, zwigzki chemiczne

Nastepna analiza:
1. Przede wszystkim nalezy z catg pewnoscia zidentyfikowac najciekawsze prawdopodobne zwigzki
2. Nastepnie, aby okredli¢ doktadng ilos¢ kazdego zanieczyszczenia

5. Przyszie prace badawcze
Analiza potwierdzajaca i analiza zwigzkéw chemicznych bedg wykonana przy uzyciu techniki "Tandem
Mass Spectrometry (MS / MS)" zwigzanej z pomocg certyfikowanych standardéw analitycznych. Analiza
zostanie przeprowadzona zgodnie z dyrektywami europejskimi (dyrektywa UE 2002/657 / WE)
przydatnymi do identyfikacji zwigzkow 29.

6. Opis technologii SANIST

Innowacyjna miedzynarodowa platforma SANIST, poprzez publikacje w recenzowanych czasopismach
naukowych ¢, zostata wykorzystana do wykonaniapierwszego badania przesiewowego identyfikacj
szczepionek bedacych przedmiotem zainteresowania.

7. Szczegoty dotyczace metody analityczne;.
Technologia SANIST sktada sie z:
a) Zestaw do ekstrakcji analitdw (nieznane substancje do okreslenia)



b) System analizy LC-SACI/ESI-MS, ktéry pozwala na redukcje szumu chemicznego spektrometrow
mas i uzyskanie lepszego wykrywania sygnatow instrumentalnych;

c) System orzetwarzania danych SANIST sktadajacy sie z lokalnej platformy bioinformatycznej i
sieciowej zdolnej do przetwarzania danych za pomoca dedykowanych baz danych i
dostosowanych algorytmow. Wyszczegdlniono, ze w fazie badania rozpoznawanie odbywa sie w
kontekscie badan naukowych i oficjalnych bankach biatek/zwigzkéw (KEGG, NCBI-Prot i
SwissProt)'" ™ bez pomocy certyfikowanych standardéw analitycznych. Konieczne jest zatem
przeprowadzenie analizy drugiego poziomu z zastosowaniem certyfikowanych standardéw
analitycznych w celu potwierdzenia rodzaju zwigzkéw chemicznych

8. Obszary zastosowania technologii SANIST
Do tej pory platforma SANIST znajduje zastosowanie w nastepujgcych dziedzinach:
a. W badaniach klinicznych markeréw choroby i ich bezposredniego zastosowania w diagnostyce.
b. Ustugi gastronomiczne, identyfikowanie zywnosci. Badania poréwnawcze w celu okreslenia jakosci
produktéw na podstawie ich ztozonego sktadu czgsteczkowego.
Kontrola podrobdw.
c. Sektor Nutra, rozwéj wartosci odzywczej suplementu diety w oparciu o jego sktad czgsteczkowy.
Wyszukiwarka(np: dodane leki).
d. Sektor farmaceutyczny, kontrola lekéw i badania aktywnych bioczasteczek.
e. Przemyst kosmetyczny: sktad molekularny produktéw kosmetycznych moze byé uwaznie
monitorowany i skorelowany z jakoscigproduktu.

9. Jak interpretowac tabele.
To jest faza badan przesiewowych: przyrzagd mierzy dane za pomocg doktadnej masy czgsteczkowej (btad
pomiaru <10ppm). Na podstawie tych miar oblicza sie wzory chemiczne. Pewnego rodzaju wzory
chemiczne mogg tak samo opisywac rézne zwigzki chemiczne majace te samg masg czgsteczkows.
Przyktad pojedynczego powigzanego komponentu:

2-fenyloacetamid | C8HINO

W tym przyktadzie przyrzad wykryt sygnat o okreslonej masie czgsteczkowej. Wstawiajgc wzoér
chemiczny do baz danych, mozliwe bytopowigzanie danego wzoru z prawdopodobnym komponentem.

10. Tabele zanieczyszczen
Tabela 2 — Probka #1 (N3FI38V)

Potencjalna klasyfikacja Wz6r chemiczny Stosunek m/z

l1-Palmitoilo-2- (5- C32H58NO10P 648.3792725
keto-8-okso-6-
oktenoilo-sn—-glicero-
3-fosfocholina

2,4,6- C13H1004 231.0650024
Trihydroksybenzofenon

2,4-diamino-6- C7H9N302 168.0765686
nitrotoluen

2,5-Dichloro-4- C6H4CI205 226.9511973




oksoheks-2-enodionian

2-Hydroksymetyloceram | C6HI9NO3 144.0629196
Amid 2-N, 6-N-bis C20H23N307 418.1549835
(2,3~

dihydroksybenzoilo) -

L-lizyny

Kwas 2-okso-7- C8H1403S 191.0764275
metylotioheptanowy

2-fenyloacetamid C8HONO 136.0754967
3-Buten-l-amina C4HON 72.0809288
4'-0- C26H19CI2N307 556.0627441
demetylobikamycyna

5- C20H25N706 460.2019119
Metylotetrahydrofolian

7-Dezoksylo-anianian Cl6H2409 361.1529999
Acetylospiramycyna C45H76N2015 443.2720133
Adenina C5H5NS 136.0615883
Amoksycylina C16H19N305S 366.1083069
ANTU C11H10N2S 102.0338345
Atovaquone C22H19C103 367.1093674
Auriculine C31H45N08 560.3268331
Benzo[b] fluorene Cl7H12 217.0969086
Bikaverin C20H1408 383.0762405
Bis-D-fruktoza 2 ', C12H20010 325.112449¢6
1:2,1"'-dianhydride

Karbenicylina sodowa. Cl17H16N206S2Na 423.063446

Cefamandol sodu

C18H1/N605S2. Na

485.0637894

Celecoxib C1l7H14F3N302S 382.0821533
Chivosazole F C41H57NO8 692.405426
Chloral hydrate C2H3C1302 164.9265976
Deethylatrazine C6H10C1INS 188.0704498
Dwuzasadowy fosforan Na2HPO4 142.9478836

sodu




Fusaproliferin C27H4005 445.2876994
Gentisin C14H1005 259.0637894
Difosforan geranylu Cl10H2007P2 315.0794678
2-0-beta-D-glukozyd C25H32011 509.2208182
gibereliny

Gliotoksyna C13H14N204S2 327.0510406
Glucobrassicin Cl16H20N209S2 449.066246
Hydrocortisone C29H4206 487.2982686
cypionate

| |

|

Justicidin B C21H1606 365.1049805
L-Arginina C6H14N402 175.1187363
L-Lysine 1,6-lactam C6H12N20 129.1021729
L-metionina C5H11NO2S 150.0582275
Kwas Lowastatyny C24H3806 423.2746124
L-Pipekolan C6H11NO2 130.0861511
L-treonina C4HONO3 120.0654202
L-Tryptofan Cl1H12N202 205.0969772
L-tyrozyna CO9H11NO3 182.0809784
L-Valine C5H11NO2 118.0862541
Mannitol C6H1406 183.0843315
Mibefradil C29H38FN303 496.3033905
Mycinamicin IV C37H61NO11 696.4367879
N-Acetylo-D-fukozamina | CBH15NO5 206.1002884
Netilmicin C21H41N507 476.3059031
N-Formylo-4-amino-5- C7H10N40 167.0,0464623
aminometylo-2-

metylopirymidyna

Ophiobolina A C25H3604 401.2615814
Fenylopirogronian C9H803 165.0544624
Phorbol 12-tiglate 13- | C35H5208 601.3717499
decanoate

Piperydyna C5HI1IN 86.09650803
Pymetrozine C10H11N50 218.1002426
Resolvin D1 C22H3205 377.2325999
Senampeline A C25H31NO8 474.2177582
Sildenafil C22H30N6043 475.2212067
Sacharoza Cl2H22011 343.1230164
Sulfluramid Cl10H6F17NO2S 527.9948934
Tamsulosin C20H28N205S 409.1865997
trans—-cynamonian CO9H802 149.0596352
Walnemulin C31H52N2058S 565.3616435




Tabela.3

Stosunek masy do tadunku (m/z)

Czasteczka* (wzér chemiczny)

90.97666931

C2H3PS

C2H3CISi
120.0807571 C8HIN
132.1054688 C6H12FN2
133.1051636 C7H16S
138.9197159 CK203
138.9305725 CH3AgO
174.1599579 C8H19N30
180.9037399 C2H3C130S
197.1006775 C8H17F02S
C9H17LiS2
210.9352722 C3H503Sb
C6H3LiS4
C3H3IN20
232.9172516 C5H3C1304
C6H2BrFN2S
C5H4BrCIF20
242.9252167 C4H7BrN20S2
262.9066467 C8H8Br2
278.9226532 C8H4CdO4
CTHTAGO3S
C6H14SSe2
C7HBrF6
294.9385223 C7H7BrN204S
C6H2BC13F4N2
C9HOBrC12N2
C9H8C1IO
C6H10N2S2Sn
300.9044952 C4H5BrN403S2
C8H7CI2I
C4H12Sn2

*wzory chemiczne, potencjalnie dopasowane do toksycznych zwigzkéw




