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Wstep i opis motywacji dla przeprowadzenia tego badania

Analiza jakosciowo-ilosciowa zwigzkdw organicznych ma wielkie znaczenie w dziedzinie farmakologii, jako, ze
potencjalne problemy z bezpieczenstwem mogg pojawié sie w nowych procesach produkcyjnych lekéw biologicznych
i w wyniku skomplikowanej natury strukturalnej i biologicznej tych produktow. 2Przeglad akt z procesu rejestracji
szczepionek do uzytku wojskowego, ktory mozemy znalez¢ w raporcie koncowym Komisji Parlamentarnej z
“dochodzenia w sprawie zubozonego * uranu”, ujawnit obecnos¢ biatkowo-chemicznych zanieczyszczen i
niejednorodnosci, ktére wymagajg dalszych badan analitycznych. Nasze stowarzyszenie * zdecydowato sie zajac sie ta
kwestig na tyle, na ile mamy mozliwosci. Ten projekt jest czescig wyzej wymienionych spostrzezen. Stad byto
konieczne rozwiniecie technologii, zdolnej do analizowania szerokiego spektrum molekut chemicznego, biatkowego i
metabolicznego pochodzenia, aby mdc oszacowad jako$é otrzymanych rezultatdw. Metoda zostata zatem
opracowana w oparciu o technologie SANIST, do testowania czystosci i bezpieczenstwa szczepionek (dalsze
informacje ponizej).

Wyniki i dyskusja

1. Analiza sktadu zadeklarowanego w ulotce informacyjne;j.

SKLAD OBECNOSC ZWIAZKI JONOWE
Aminokwasy Tak [M+H]
Formaldehyd: NIE WYKRYTO -
Laktoza bezwodna Tak [M+HH,O]
Witaminy Niewykrywalny -

Woda Tak [M+H]:
Neomycyna Staby sygnat [M+2H]*
Toksoid btoniczy’ NIE WYKRYTO [M+nH]~
Toksoid tezcowy® NIE WYKRYTO [M+nH]~
Toksoid krztuscowy? NIE WYKRYTO [M+nH]~

Hemaglutynina wtdkienkowa (FHA) NIE WYKRYTO [M+nH]~



Pertaktyna (PRN) NIE WYKRYTO [M+nH]~

Haemophilus Influenzae B polisacharyd® NIE WYKRYTO [M+nH]~
Poliomyelitis 1, 2, 3 NIE WYKRYTO [M+nH]n+
Hepatitis b NIE WYKRYTO [M+nH]n+
Fosforan polirybozylorybitolu (PRP)» Niewykrywalny -
Polimyksyna* Niewykrywalny -

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

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

8 https://www.who.int/ith/vaccines/tetanus/en/
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2. Analiza frakcji biatkowych

Wedtug producenta szczepionka Infanrix Hexa zawiera biatka. Prébke poddano analizie
majacej zidentyfikowac te biatka. Podczas analizy wizualnej prébka ma wyglad mleczny.

Przeprowadzono rézne badania na prébkach:

2.1 - pierwsza analiza: Trawienie takie, jakie jest

Poczatkowo poddano préobke enzymatycznemu procesowi trawienia: 10 L probki poddanej dziataniu 50 pL Trypsyny
pozostawiono w termobloku w 37 ° C przez noc. Przygotowano kontrolng hemoglobine 1 mg / ml, ktérg traktowano jako
probke.

W tej analizie nie wykryto obecnosci biatek w prébce.

2.2 - druga analiza: Trawienie osadu

Nastepnie prébke poddano dalszej analizie przez oddzielenie i odwirowanie czesci ciektej od czesci statej, obecnych w
mlecznej zawiesinie.Caty nadsacz zostat usuniety. Pozostaty osad potraktowano 30 pl trypsyny i pozostawiono w
termobloku w 37 °C przez noc. Przygotowano kontrolng hemoglobine 1 mg / ml, ktdrg traktowano jako prébke. Po
trawieniu, prébke badang i probke kontrolng poddano odwirowaniu. Pozostaty nadsgcz pobrano i umieszczono w fiolkach
do analizy. Dodano 20 pul osmotycznej H,0O, aby uzyskac wystarczajgcg objetos¢ do wstrzykniecia.

W tej analizie nie wykryto obecnosci biatek w probce.

2.3 - trzecia analiza: préba Bradforda

Aby okresli¢ faktyczng obecnos¢ biatek, szczepionke Infanrix Hexa poddano testowi Bradforda. 200 pl prébki zmieszano z
300 pl osmotycznej H20 w celu uzyskania objetosci. Dodano do roztworu 500 pL odczynnika Bradforda. Po analizie
wizualnej mozemy potwierdzi¢ obecnos¢ biatek lub sekwencji peptydowych na podstawie niebieskiego zabarwienia
prébki. (na zatgczonym obrazie)


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/polymyxin

Przy uzyciu linii kalibracyjnej wykryto stezenie biatka wynoszgce 1,099 mg / ml.

2.4 - czwarta analiza: Trawienie w temperaturze 57 ° C

Po tescie Bradforda 20 ul pierwotnej probki poddano dziataniu 80 pl trypsyny. Przygotowano kontrolng hemoglobine 1 mg
/ ml, ktérg traktowano jako prébke. Prébka badana i kontrolna zostaty pozostawione w termobloku w 37 ° C przez 4
godziny, a nastepnie w 57 ° C przez 30 minut. Prébke badang i kontrolng poddano wirowaniu, a nadsgcz pobrano i
umieszczono w fiolce do analizy.

W celu przetworzenia danych uzyskanych w ten sposdb, poczatkowo wykorzystano baze danych Mascot®, ale niczego nie
znaleziono. Nastepnie wykorzystano GMP ale w tym przypadku takze nie wykryto sekwencji biatek. W badaniu DeNovo
zidentyfikowano nastepujgce sekwencje peptydow, nie spetniajgce kryteridéw ciecia trypsyng, a zatem potencjalnie
nalezace do wolnych peptyddéw. Ponizej przedstawiamy znalezione sekwencje:

YLSA YLSA SLGS HNLPFT
QLyTcc CHFAHD WRASST SYLPFT
SAGE HLLNMT YSDDQC NMAWW
DEV CHPPYL TDTENW GPFRVW
AEYHW TLAPRF ALAPWF RWGPLH
DEV GSAAG MNFHR DSYWH
VLYACPP DEV NSNWW WGC
SNCGYY VFHRF

Powyzsze sekwencje zostaty wprowadzone do wyszukiwarki MS-BLAST* i otrzymalismy charakterystyki przedstawione w
tabeli 1.Jak mozna zauwazy¢, sekwencje te mozna przypisac¢ do Swiata bakterii na podstawie strukturalnego
podobienstwa. Biatka odpowiadajgce antygenom, obecnym w szczepionce nie zostaty wykryte. Moze by¢ za to
odpowiedzialna ich znaczna modyfikacja strukturalna, spowodowana wprowadzeniem formaldehydu i glutaraldehydu. W
rzeczywistosci przeszukiwanie bazy danych zostato przeprowadzone bez brania pod uwage zmian wprowadzonych przez
wyzej wymienione zwigzki.

Jest wazne aby zweryfikowac czy te zmiany doprowadzity do uksztattowania sie makromolekularnych usieciowanych
komplekséw. W tej kwestii bedziemy sie stara¢ o kolejne analizy z uzyciem techniki MALDI-TOF-MS * szeroko uznanej w
praktyce klinicznej do studiowania molekut o duzej wadze.



Tabelal - partia nr 1 (A21CD072D)

Nazwa biatka

Hipotetyczna proteina CALCODRAFT_501505
Biatko z rodziny erg4/erg24

Transporter kwasu 3-fenylopropionowego
hipotetyczna proteina LAESUDRAFT_731137

Oksydoreduktaza aldehyd:ferredoksyna

Hipotetyczna proteina KAFR_OH02570
Hipotetyczna proteina
Hipotetyczna proteina

Czynnik transkrypcyjny zawierajacy domeny wigzace DNA, typu
homeodomeny

Regulator transkrypcji

Proteina wigzgca DNA

N-koncowa domena biatka hydrolazy glikozydowej rodziny 3
Proteina 69-podobna zawierajgca motyw palca cynkowego CCCH
Hipotetyczna proteina CC1G_06886

Hipotetyczna proteina FIBSPDRAFT_917685

Nie scharakteryzowana proteina
Nienazwany produkt biatkowy

Hipotetyczna proteina J132_09024

* http://www.matrixscience.com/help/seq_db_setup_db_gui.html
2 http://genetics.bwh.harvard.edu/msblast/

2 https://it.wikipedia.org/wiki/MALDI

3. Analiza frakcji metabolicznej

Organizm

Calocera cornea HHB 12733
Dictyostelium lacteum
Rhodopseudomonas Palustris
Laetiporus Sulphareus 93-53

Alcaliphylus oremlandii
Alcaliphylus oremlandii OhILAs

Kazachstania africana CBS 2517
Pseudoxanthomonas mexicana
Endozoicomonas elysicola

Phycomyces blakesleeanus NRRL
1555(-)

Streptomyces clavuligerus
Streptomyces clavuligerus ATCC
27064

Firrmicutes bacterium CAG:56
Pyrus X bretschneideri

Coprinopsis cinerea okayama 7#130

Fibulorhizoctonia sp. CBS 109695

Blastocystis hominis
Blastocystis hominis

Termitomyce ssp. J132

Wynik
159
154
154
149

138

136
136
135

110

109

108
108
108
107

104

104

Nalezy zauwazy¢, ze to badanie przesiewowe zapewnia poétilosciowa wartos¢ odniesienia, ktora odpowiada luce miedzy
nanogramami i mikrogramami jako orientacyjny rzad wielkosci. Aby mdc uzyskac doktadne dane ilosciowe, konieczne

bedzie uzycie certyfikowanego standardu analitycznego o znanej mocy.

Ponizej przedstawiono wyniki przesiewowych badan identyfikacyjnych uzyskane z dwdch badanych partii:

Partia #1 (A21CD072D)



Nieznane zwigzki

O Znane zwigzki

W partiii nr 1 mamy 65 sygnatow, z ktorych tylko 35% jest znanych.
Od ponad roku nie mozna byto przeprowadzaé analiz na réznych partiach bo wszystkie Infanrix Hexa, ktére kupujemy na
terytorium krajowym, w réznych regionach i w réznych okresach, sg z partii A21CD072D.

UWAGI DLA WYJASNIENIA: jest to analiza pierwszego poziomu polegajaca na identyfikacji na
podstawie masy czgsteczkowej, jezeli wynik jest jednoznaczny (tzn. przy danej masie czgsteczkowej
tylko jeden zwigzek jest przypisany jako struktura) to bardziej prawdopodobne, ze to ten wtasciwy, ale
nie mozemy mie¢ absolutnej pewnosci na tym etapie. Jak wida¢, dla pewnej liczby zwigzkdéw, masa
czasteczkowa odpowiada wiekszej ilosci substanciji.

3.1 szczepionka Infanrix Hexa - Partia #1 (A21CDO072D)

Wykryto 65 sygnatéw wsréd ktérych tylko 35% mozna byto potencjalnie sklasyfikowaé (Tabela 2).

Musimy nadmienié, ze tozsamos$¢ zwigzku nie jest pewna i powinna by¢ potwierdzona przez badanie przesiewowe
drugiego poziomu, przeprowadzone z certyfikowanym standardem analitycznym.

W rzeczywistosci, podczas poziomu skanowania, urzgdzenie mierzy poszczegdlne dane poprzez ich konkretng mase
molekularng (btad pomiarowy <10ppm). Wzdér empiryczny jest obliczany na podstawie tych pomiarow. Niektére wzory
mogq odpowiadac kilku zwigzkom, majgcym tg samag mase molekularng, ale inng tozsamos¢ chemiczng.

UWAGI DLA WYJASNIENIA: zasadniczo, to co jest pewne w naszych danych to to, ze mamy 65 réznych
chemicznie zwigzkdéw, wsrod ktorych tylko 35% jest znanych.

Molekuty mogace potencjalnie naleze¢ do kategorii toksyn zostaty przebadane. Molekuty zasugerowano w oparciu o
precyzyjny tryb badania m / z (masa / tadunek) (btagd <10ppm) przy uzyciu bazy danych zwigzkéw toksycznych w silniku
wyszukiwarki Metlin. Tabela 3 pokazuje otrzymanych kandydatéw.

Nalezy podkresli¢, ze dla kazdego wykrytego zwigzku istnieje empiryczny wzér kandydat zawierajgcy zwigzki siarki lub
siarke w formie réznych grup funkcyjnych. Ponadto, obecnos¢ kwasu mrowkowego w formie soli sodowej i jeden
polimer pochodzacy z zanieczyszczenia Polietylenu Glikolu (PEG)* ze Srednig masg molekularng wynoszaca 1340 Da
zostaty wykryte.

4. Rozwazania koncowe

Wiekszos$¢ wykrytych zanieczyszczen i zanieczyszczen nie zostata scharakteryzowana przy uzyciu referencyjnych baz
danych metabolicznych i biatkowych (KEGG, NCBI-Prot e
SwissProt).*



Istnieje krytyczna kwestia zanieczyszczenia réznymi zwigzkami potencjalnie lub zdecydowanie szkodliwymi dla zdrowia
ludzkiego.

Krétko méwiac, pierwsze pytania, ktore sobie zadalismy, i uzyskane odpowiedzi, s3 nastepujace:

1. Czy substancje chemiczne obecne wymienione sg w Czesciowo
karcie danych?

2. Czy wystepujg zanieczyszczenia chemiczne i biatkowe? TAK

3. lle jest zanieczyszczen? 0Od 65
4. Czym one s3? Toksyny chemiczne, zwigzki chemiczne,
peptydy

Dalsza analiza

1. Przede wszystkim konieczne jest zidentyfikowanie z catg pewnoscig najciekawszych prawdopodobnych zwigzkéw
2. Nastepnie okreslenie doktadne;j ilosci kazdego zanieczyszczenia

3. Wreszcie, aby okresli¢ strukture makroczasteczki utworzonej przez zestaw antygendow

5. Dalsze badania naukowe

Potwierdzenie i analiza tozsamosci beda przeprowadzane przy uzyciu techniki ,Tandemowej Spektrometrii Masowej (MS /
MS)” zwigzanej certyfikowanymi standardami analitycznymi. Analiza zostanie przeprowadzona zgodnie z dyrektywami
europejskimi (dyrektywa UE 2002/657 / WE) przydatnymi do identyfikacji zwigzkdw.

W szczegdlnosci celem badan bedzie potwierdzenie tych substancji, ktérych toksycznosé i alergennosé jest znana, a 7
zidentyfikowanych toksyn bedzie elementem starannego badania.

6. Opis technologii SANIST

Innowacyjna platforma SANIST o miedzynarodowej renomie, dzieki publikacjom w recenzowanych czasopismach
naukowych® - zostata wykorzystana do przeprowadzenia pierwszego skriningu identyfikacyjnego interesujgcych nas
szczepionek.

7. Szczegoty dotyczace metody analityczne;j

W sktad technologia SANIST wchodzg:

a. zestaw do ekstrakcji analitéw (nieznane substancje do ustalenia);

b. system analizy LC-SACI / ESI-MS, ktory pozwala zmniejszy¢ szum chemiczny spektrometrow masowych i uzyskaé
lepsze wykrywanie sygnatéw instrumentalnych;

c. system przetwarzania danych SANIST, sktadajacy sie z lokalnej, sieciowej platformy bioinformatycznej, zdolnej do

przetwarzania danych uzywajgc dedykowanych baz danych i dostosowanych algorytmdw. Zgodnie ze specyfikacjg, podczas
fazy skanowania, rozpoznanie jest wykonywane w kontekscie badania naukowego, wiec poprzez przeszukiwanie
oficjalnych bankéw danych (KEGG, NCBI-Prot and SwissProt) - bez pomocy certyfikowanych standardéw analitycznych. Jest
wiec 7 koniecznym przeprowadzenie analizy drugiego stopnia przy uzyciu certyfikowanych standardéw w celu
potwierdzenia ich tozsamosci.

8. Obszary zastosowania technologii SANIST



Do tej pory platforma SANIST ma zastosowanie w nastepujgcych dziedzinach:

a. W badaniach klinicznych markeréw choroby i ich bezposrednim zastosowaniu w dziedzinie diagnostyki.

b. Ustugi zywieniowe, identyfikowalnos$¢ zywnosci. Badania poréwnawcze w celu okreslenia jakosci produktéw w
oparciu o ich ztozony sktad czgsteczkowy. Kontrola fatszowania zywnosci.

c. Sektor nutraceutyczny, rozwéj wartosci odzywczej suplementu diety na podstawie jego sktadu molekularnego.
Wykrywanie fatszerstw (dla przyktad: dodane narkotyki).

d. Sektor farmaceutyczny, kontrola lekéw i badania aktywnych bioczgsteczek.

e. Przemyst kosmetyczny: sktad molekularny produktow kosmetycznych moze by¢ doktadnie monitorowany i

skorelowany z jakoscig produktu.

9. Jak czytac tabele

Faza przesiewowa; urzgdzenie mierzy okreslone dane poprzez doktadng mase czgsteczkowgy (btgd pomiaru <10 ppm). Na
podstawie tych pomiaréw oblicza sie wzér chemiczny. Niektdre wzory mogg odpowiadaé kilku zwigzkom o tej samej masie
czgsteczkowej, ale o réznej tozsamosci chemicznej.

Przyktad pojedynczego powigzanego komponentu:
Atovaquone lek do leczenia malarii

W tym przyktadzie przyrzad wykryt obecnosé czasteczek o okreslonej masie czasteczkowej. Poprzez wstawienie wzoru
chemicznego do baz danych mozliwe byto skojarzenie prawdopodobnego komponentu.

Przyktad wielu powigzanych komponentéw:

m Tetracenomycyna F2 m Monokarboksylowy hydroksykwas
m Decaketydowy tricykliczny zwigzek posredni  m zwigzek z grupy antracenéw
m 1'-hydroksyversikoloron m Antrafuran

W tym przyktadzie przyrzad wykryt sygnat o okres$lonej masie czgsteczkowej. Wprowadzajgc wzoér chemiczny do baz
danych, mozna byto skojarzy¢ trzy prawdopodobne komponenty.

10. Tabele zanieczyszczen

Tabela 2 - partia nr 1 (A21CD072D)

m Weglik wolframu m Nieorganiczny weglik stosowany przemystowo do syntezy weglikéw
spiekanych.

m Tetracenomycyna F2 m Monokarboksylowy hydroksykwas

m Decaketydowy tricykliczny zwigzek m zwigzek z grupy antracenéw

posredni m Antrafuran

m 1'-hydroksyversikoloron

m Laktoza m Dodano jako stabilizator.

m Metallilosulfonian sodu m Monomer stosowany w przemysle polimerowym.

m 6-fosforan salicyny m Fosforan glikozydu pochodzacy z salicyny (Srodek przeciwzapalny)
m Pachyrrizon m zwigzek z rodziny Rotenone

m Arnottin Il m zwigzek z rodziny 2-benzofuranéw



m Tetracenomycyna F1

m Octadekanamid

m L-Leucyna

m Lichenin (19 innych mozliwych
kandydatow)

m Justycydyna B

m Dihydrochelirubine

m 6-oxocheleritrhine

m 7,8-Didemetylo-8-hydroksy-5
-deazariboflavin

m Deamino-alfa-keto-
demethylphosphinothricin

m Cassythine
m (6-alfa-D-glukozoaminylo) -1D-myo
inozytol

m SOl sodowa karbenicyliny

m bis-D-fruktoza 2 ', 1: 2, 1'-dibezwodnik
m D-fruktofuranoza 1,2 ': 2,3'-dibezwodnik
m Prazepam

m 2,3-Dehydro-UWM6 /

m Lewofuraltadon

m Mykocyklosyna

m Atovaquone

m Amoksycylina

m monohydrat cefaleksyny
m Cefroksadyna

m CGP 28-392

m 7-deoksyloganian

m Kwas 8-epidesksyloganowy
m LY395153

m AL-294

m 4-chloro-orto-fenylenodiamina

m 2-N, 6-N-Bis (2,3-dihydroksy
amid benzoilo) -L-lizyny

m 2-jodo-6-metoksyfenol

m Monokarboksylowy hydroksykwas

m Amid kwasu stearynowego

m Aminokwas

m Glucan. Badano by stosowac glukany jako adiuwanty szczepionkowe

m Lignan

m Alkaloid dihydrobenzofenantrydynowy
m Alkaloid
m Ryboflawina

m Alkaloid
m Pochodna D-glukozaminidu i monosacharydu.

m Antybiotyk bakteriobdjczy

m Cukier Dianhydrat

m Cukier Dianhydrat

m Pochodna benzodiazepiny

m Zwigzek fenantrenu

m Antybiotyk, ktéry mozna stosowac w potgczeniu ze szczepionka
sktadajacy sie z komorek hybrydowych do leczenia raka

m Zwigzek heterotetracykliczny

m Leki stosowane w leczeniu malarii

m Antybiotyk

m Antybiotyk, ktéry zmniejsza skutecznosé¢ szczepionek
m Antybiotyk cefalosporynowy

m Eter aromatyczny

m Metabolit roslin
m Metabolit roslin
m Zwigzek z rodziny benzamiddéw

m Alkilobenzen

m Zwigzek z rodziny monochlorobenzendw

m Zwigzek z rodziny fenoli



m Wolframian m Zwigzek zawierajacy anion wolframowy

m 2-amino-5-chloromukonian-6 m Potprzewodnik

-semialdehyd

m 2,5-dichloro-4-oksoheks-2-enedian m zwigzek z rodziny Srednio tancuchowych kwaséw ketonowych
m 1-Palmitoyl-2-(5-hydroksy-8-okso m 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfocolina

-6-oktenoil) -sn-glicero-3-fosfatydylocholina

Tabela 3 - partia nr 1 (A21CD072D)

Zwigzek kandydat Wzér chemiczny
m Mréwczan sodu CHNaO2
m Hepta-2,3,4,5,6-pentanonitryl C7H3N

m (Metanosulfonyl) (diokso) -lambda-5-azan CH3NO4S
m Kwas oksazyrydyno-2-sulfonowy

m 3,4-Dihydro-3-tiokso-1,2,4-triazyn-5 (2H) -on  C3H3N30S
m 5-tiokso-4,5-dihydro-1,2,4-triazyn-3 (2H) -on

m 1,2,4-oksadiazolo-3-karbotioamid

m 1,2,3-tiadiazolo-4-karboksyamid

m 5-amino-1,3,4-tiadiazolo-2-karbaldehyd

m 1,1-Difluoro-1-izocyjanianetan

m 1,1-Difluoro-2-izocyjanianetan

m 3- (metylosulfonylo) -1H-1,2,4-triazol C3H3F2NO
m 1H-imidazolo-2-sulfonamid

m N- (4,5-dihydro-1,3-tiazol-2-ilo) nitramid

m 1H-imidazolo-5-sulfonamid

m 1H-pirazolo-4-sulfonamid

m Undeca-2,4,6,8,10-pentaynenitrile

m 2-aminobenzenotiolu C6H7NS
m 4-metylo-5-winylotiazol

m 2-pirydynometanotiol

m 2-izopropenylotiazol

m 5,6-dihydro-4H-cyklopenta [d] [1,3] tiazol

m 4-aminotiofenol 3-pirydynometanotiol

m pirydyna, 2- (metylotio)

m pirydyna, 3- (metylotio) -

m Fentiazamina CO9H8N2S

m 4-chloro-N-hydroksybenzeno-1-sulfonamid C6H6CINO3S

m Kwas karbamoditiowy, (4-hydroksyfenyl) C7H7NOS2



