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Krétka prezentacja wynikéw

W lipcu 2018 r. opublikowalikowane zostaty analizy: ,Szczepionka: 5 z 7 analizowanych
szczepionek nie nie jest zgodnych” (https://goo.gl/ANHozN i https://go0.gl/n6tQDn), ale nie
skonczylismy. W skrécie podsumowujgc poprzednie analizy, mutacje w genomie wirusow i
absurdalne ilosci DNA to tylko niektére z problemow, ktdre wykrylismy. Jak zawsze,
ograniczyliSmy sie do ujawnienia danych, bez spekulacji na temat rzeczywistych implikacji,
kazdy dokument zostat wystany do EMA, AIFA, ISS i grup politycznych, aby poprosic¢ o jasnosé.

Kontynuowali$my badania, zarébwno chemiczne, jak i biologiczne, na Priorix Tetra,
czterowalentnym przeciwko odrze, rozyczce, swince i ospie wietrznej. Rozszerzenie analiz
chemicznych / biatkowych jest dostepne tutaj: ,Szczepionka: pierwsze wyniki dotyczgce profilu
sktadu chemicznego PriorixTetra”, w ktérych potwierdzono obecnos¢ wielu sygnatow, sladow
zwigzkoéw (zanieczyszczeh nie bedacych pozostatosciami), ktére w przyblizeniu zostaty
dopasowane przez laboratoria. Méwimy o $ladach, ktére prawdopodobnie byly zwigzane z
wigabatryng przeciwpadaczkowg, eksperymentalnym lekiem przeciw HIV, antybiotykami,
herbicydami, akarycydami, metabolitami morfiny, stynnym Sildenafilem (Viagra), Gabapentyng
przeciwpadaczkows i przeciwmalarycznym Atovaquone i innymi. Byto oczywiste, Ze istniaty
znaczne roznice miedzy dwiema analizowanymi partiami.

W celu uzupetnienia, donosimy réwniez, ze poprzednie ustalenia z badan biologicznych /
metagenomicznych z lipca (pierwszy krok) wykazaty, ze analizowane prébki szczepionki ,Priorix
Tetra” przedstawiajg zmutowang populacje wirusa dla kazdego atenuowanego wirusa zwanego
quasispecies. warianty antygenoéw szczepionkowych mogg znaczgco zmieni¢ zaréwno
bezpieczenstwo szczepionki, jak i jej skutecznosc.

Dzisiaj publikujemy raport drugiej analizy biologicznej / metagenomicznej na Priorix Tetra; jak
zobaczysz, wyniki stanowig powazny dylemat nie tylko medyczny i naukowy, ale takze etyczny.
Ponizej znajduje sie lista punktéw, ktére sg dla nas najbardziej istotne:

Potwierdzono (jak ujawniono w poprzedniej fazie) obecnos$¢ ptodowego DNA w duzych
ilosciach, 1,7 ug w pierwszej partii i 3,7 yg w drugiej partii, okoto 325 razy wiecej niz
maksymalna granica 10 nanograméw i 325 000 razy wyzsza niz minimalny limit 10 pikograméw,
ograniczenia, ktore jak poinformowata Nas Ema odnoszg sie tylko do komorek, ktére sg znane
ze swojej aktywnosci rakotworczej. Zgodnie z tym, co napisali, komorki ptodowe z lat 60,
uzywane do produkcji tych szczepionek, nie bytyby rakotwoércze, poniewaz ,uzywane przez
dziesieciolecia”. Uwazamy, ze w tej kwestii potrzebne sg dalsze badania, rzeczywiscie istniejg
badania, ktére powaznie kwestionujg brak rakotwdrczosci tych linii.

Nastepnie doktadniej ustalilismy wymiary molekularne wykrytego DNA w poréwnaniu z
poprzednimi analizami. Stwierdzono, ze zawarty DNA ma mase czgsteczkowg 20 000/60 000
pz. Oznacza to zasadniczo, ze w tym leku nie ma fragmentéw DNA, ale cate tancuchy z catym
genomem.


https://goo.gl/ANHozN
https://goo.gl/n6tQDn

Potwierdzilismy réwniez, ze nie ma obecnosci genomu wirusa rozyczki w pierwszej partii iw
drugiej partii; uzywajac znacznie bardziej czutego wykrywania, znalezlismy go w 3 odczytach,
rownych 0,00008% wirusow catkowitego RNA.

Uwaga: odczyty sg kopiami wirusow. Na przyktad wirusy w tej szczepionce stanowig okoto 5%
catkowitego DNA, co odpowiada okoto 500 000 odczytéw. Wirus odry okoto 850 odczytow
wynosi 0,008%. Im bardziej schodzisz z odczytami i procentami, tym bardziej zmniejszajg sie
ilosci

Pamietaj o tym, poniewaz jest to niezbedne.

Czy 3 odczyty, rowne 0,00008% wirusow catkowitego RNA, tworzg immunizacje? Jesli
tak, to bardzo powazny problem pojawia sie po tym, co czytasz ponizej.

W tej samej szczepionce wykryto réwniez slady w jeszcze wiekszym, ale wcigz bardzo matym
stopniu, licznych przypadkowych wiruséw. Ale takze co$ innego.

W szczepionce GlaxoSmithKline Priorix Tetra, Proteobacteria, robaki Platyhelminthes i
Nematoda, 10 kolejnych wiruséw ssRNA, Microviridae (wirusy bakteryjne lub fagi) i liczne
retrowirusy, w tym endogenne ludzkie i ptasie retrowirusy, wirusy ptasie, ludzki wirus
niedoboru odpornosci i wirus niedoboru odpornosci matp (fragmenty, ktére okazato sie,
ze sa to fragmenty HIV i SIV), wirus mysi, wirus niedokrwistosci zakaznej koni, wirus
choroby limfoproliferacyjnej, wirus migsaka Rousa. Inne wirusy, takie jak
alfaendornavirus i wirus zapalenia watroby typu b, wirus drozdzy.

Powtarzamy, aby lepiej wyrazi¢ te koncepcje i btagamy was wszystkich, abyscie bardzo
ostroznie korzystali z naszych wynikow: w szczepionce Priorix Tetra nie wykryto obecnosci
wirusa roézyczki, z wyjatkiem jednej partii, ale ilos¢ byta tak mata, ze budzita watpliwosci moze
uodporni¢. Zamiast tego, jesli wezmiemy pod uwage, ze ta szczepionka jest skuteczna
przeciwko rézyczce, poniewaz 3 odczytane kolejno do 0,00008% catkowitej Rny sg
wystarczajgce do okreslenia reakcji w organizmie, to dotyczy to rowniez dtugiej serii wiruséw
nowotworowych, HIV, robakéw i bakterie obecne w ilosciach réwnych lub wiekszych niz wirus
rézyczki.

Zasadniczo musieliSmy dogtebnie przesledzi¢ wirus rézyczki (w celu udowodnienia obecnosci),
stosujgc metode wysokiej czutosci. Doprowadzito to nas na dziesigtki wirusow i retrowirusow,
niektére potencjalnie rakotwércze, grzyby, drozdze, bakterie. Niezaleznie od odpowiedzi na
temat ilosci, jest pewne, ze nie powinno by¢ zadnych; to znowu pokazuje, ze nie ma
odpowiedniej kontroli nad szczepionkami, w przeciwnym razie elementy te zostatyby wykryte.

Ponizej znajdujg sie wytyczne EMA, ktore stwierdzajg, ze ,obcy” odczyt wirusa musi by¢
NIEOBECNY, co oznacza, ze nie jest dozwolona nawet pojedyncza jednostka.

e https://www.ema.europa.eu/documents/scientific-guideline/ich-g-5-r1-viral-safety-evaluation-
biotechnology-products-derived-cell-lines -human-animal-origin_en.pdf

e https://www.ema.europa.eu/documents/scientific-guideline/guideline-virus-safety-evaluation-
biotechnological-investigational-medicinalproducts_en.pdf

e https://www.ema.europa.eu/documents/scientific-guideline/ich-g-6-b-test-procedures-
acceptance-criteria-biotechnological/biological-pr oducts-step-5_en.pdf



Raport z analizy metagenomicznej na Priorix Tetra

Wprowadzenie

Jak wiadomo, szczepionki sg lekami biologicznymi stosowanymi w celu zapobiegania niektorym
chorobom zakaznym. Sktadajg sie z kilku sktadnikéw: antygendw (wirusy, bakterie inaktywowane lub
atenuowane, toksyny inaktywowane, biatka lub ztozone czgsteczki pochodzgce z wiruséw i bakterii,
zdolnych do stymulowania odpowiedzi immunologicznej), adiuwanty (substancje, ktére zwiekszajg
zdolnos¢ antygendw szczepionkowych do wywotywania odpowiedzi immunologicznej przeciwciat),
substancje pomocnicze (substancje potrzebne do sformutowania szczepionki lub w celu ochrony przed
zanieczyszczeniem bakteryjnym) i zanieczyszczenia (slady substancji pochodzgcych z surowcow, np. linii
komodrkowych na rozwdj bakterii i wiruséw lub z procesu produkcyjnego, np. formaldehyd, antybiotyki).
Podczas fazy rejestracji leku biologicznego szczepionka podlega kontroli przewidzianej w wytycznych
EMA i uzgodnionej z odpowiednig instytucjg zgodnie z konkretnym rodzajem szczepionki. Kontrole te sg
nastepnie przeprowadzane na reprezentatywnej liczbie probek w kazdej partii przed wprowadzeniem do
obrotu.

Odpowiedzialni za zgodnos¢ sprzedawanego produktu sg zatem producent i agencje odpowiedzialne za

kontrole.

Poniewaz bezpieczenstwo szczepionki zalezy od jej zgodnosci z kryteriami jakosci, zwtaszcza tymi
dotyczacymi braku toksycznych lub potencjalnie toksycznych zanieczyszczen (ij. Dla ktérych nie sg
znane skutki u ludzi), bardzo wazne jest, aby taka zgodnos¢ byla scisle przestrzegana. Kilka badan w
literaturze stawia kwestie obecnosci réznego rodzaju zanieczyszczen, zarébwno chemicznych, jak i
mikrobiologicznych, otwierajgc w ten sposdéb pytanie, czy szczepionki rzeczywiscie odpowiadajg
dyrektywom narzuconym przez organy regulacyjne, jesli z kolei agencje regulacyjne zastosujg kontrole za
przestrzeganie tych dyrektyw i jesli agencje regulacyjne zdefiniowaty przy pomocy skutecznych
wytycznych kryteria kontroli i ograniczania takich zanieczyszczen. Aby odpowiedzieé na te pytania,
Corvelva zlecita analize zanieczyszczeh biologicznych - ktére nigdy nie powinny byé obecne w
szczepionkach - w wysoko wykwalifikowanym centrum ustug specjalizujgcym sie w sekwencjonowaniu
genomowym DNA i RNA.

Badanie przeprowadzone przez Corvelva oparte byto o 2 typy analizy:

1. Testowanie obecnosci kwaséw nukleinowych (DNA / RNA) pochodzenia ludzkiego i zwierzecego
oraz mikroorganizméw (wiruséw, bakterii) przy uzyciu metody sekwencjonowania nastepnej
generacji, ktéra umozliwita ilosciowe okreslenie w wysoce specyficznej i doktadnej sekwenciji
materiatu genetycznego zawartego w szczepionkach badany

2. Weryfikacja zgodnosci sekwencji genomu zywych atenuowanych lub inaktywowanych bakterii i
wiruséw obecnych w szczepionkach (obecnosé wariantow genetycznych)

Opis metody uzytej do analizy
Sekwencjonowanie nastepnej generacji, znane rowniez jako gtebokie sekwencjonowanie, generuje
pojedynczg sekwencje z kazdego fragmentu DNA lub cDNA obecnego w prébce. Analiza
bioinformatyczna downstream pozwala nastepnie na rozréznienie miedzy pochodzeniem fragmentow
sekwenciji, na przyktad cztowieka, gatunku bakterii lub konkretnego wirusa. Oznacza to, ze mieszane
prébki biologiczne mozna tatwo rozwigza¢ za pomocg tej technologii, ktéra weszta obecnie w rutyne
badan genomicznych i diagnostyki. Ponadto z danych NGS mozna zrekonstruowaé catg sekwencje
wirusowych genomoéw DNA i RNA oraz genomow bakteryjnych obecnych w prébce i poréwnac je z
genomami referencyjnymi obecnymi w publicznych bazach danych. Badane probki przedstawiono ponizej
wraz z uzyskanymi wynikami pogrupowanymi wedtug klas podobnych szczepionek:

*ssRNA: jednoniciowy RNA, jednoniciowy RNA; dsDNA: dwuniciowy DNA, dwuniciowy DNA. Podkreslone
terminy skfadajg sie lub zawierajg materiat genetyczny (DNA i / lub RNA)



Analizowane prébki

Batch #1 - A71CB205A and Batch #2 - A71CB256A

Nazwa produktu: Priorix Tetra

Typ produktu: Szczepionka czterowartosciowa odra, swinka, rozyczka, ospa wietrzna
Producent: GlaxoSmithKline, Belgia

Sktad:' zywe atenuowane wirusy: Odra (ssRNA) Szczep kwarcowy, hodowany w

hodowlach komadrek kurzych zarodkéw; Szczep swinki (ssRNA) RIT 4385, pochodzacy ze szczepu Jeryl
Linn, hodowany w hodowlach komérek kurzych zarodkéw; Szczep rozyczki (ssRNA) Wistar RA 27/3,
hodowany w ludzkich komoérkach diploidalnych (MRC-5); Szczep OKA z Varicella (dsDNA), hodowany w
ludzkich komérkach diploidalnych (MRC-5)

Wymagana analiza
Sprawdzi¢ obecnosé kwaséw nukleinowych (DNA / RNA) pochodzenia ludzkiego i zwierzecego oraz
mikroorganizméw (wiruséw, bakterii), stosujgc podejscie metagenomiczne / metatranskryptyczne na
platformie lllumina sekwencjonowania nastepnej generacji.

Z poréwnania trzech szczepionek mozna wyréznié¢ nastepujace kwestie krytyczne:

Priorix Tetra jest szczepionka o najwiekszej iloSci zanieczyszczajgcego obcego DNA (catkowity DNA
ekstrahowany od 3,7 ug do 1,7 ug, z czego 88% to ludzki, a nastepnie pochodzacy z komérek MRC-5, a
pozostate 12% pochodzi z przypadkowych mikroorganizméw, takich jak wirusy, bakterie, robaki). Ludzki
genomowy DNA ma wysokg mase czgsteczkowg powyzej 60 000 pz, a catkowite sekwencyjne pokrycie
catego ludzkiego genomu odniesienia (HG-19) pokazuje, ze obecny jest caty genom komorek ptodowych
wykorzystywanych do hodowli wiruséw krowianki, a nie tylko jego czesci .

Z odpowiedzi EMA na nasze pytanie® dotyczace ograniczen nalozonych na pozostato$ci obcego
materiatu genetycznego w szczepionkach, wydaje sie, ze w rzeczywistosci nie ma ograniczen dla kazdej
szczepionki, ale tylko dla niektorych, zgtoszonych w monografiach produktu; maksymalny dozwolony limit
waha sie od 10 do 10 ng, w oparciu o teoretyczne obliczenie mozliwosci obcej genomowego DNA na
wywotanie mutacji onkogennych.

Warto zauwazy¢, ze organy regulacyjne nie wymagajg testowania tych zanieczyszczen w produkcie
koncowym, ale tylko w poczgtkowej fazie przygotowania, a dla atenuowanych szczepionek wirusowych
oczyszczenie tych zanieczyszczen jest krytycznym krokiem®. EMA nie dostarczyta konkretnych badan na
temat zagrozenh zwigzanych z resztkowym DNA ptodu, ktére pozwalajg ocenié ryzyko tych
zanieczyszczenh dla zdrowia ludzkiego, wiec ten limit pozostaje arbitralny dzisiaj.

Wynika z tego, ze dla tych dwoch partii Priorix Tetra jest to okoto 325 razy wiecej niz maksymalny limit 10
ng i 325 000 razy wyzszy niz minimalny limit 10 pg.

1https://farmaci.agenziafarmaco.gov.it/aifa/servIet/PdeownIoadServIet?pdfFiIeName=footer_000200_038200_R
CP.pdf&retry=0&sys=m0b1I3

2Quesito EMA: https://www.ivancatalano.eu/wp-content/uploads/2018/05/Letter.pdf

3http://www.ema.eu ropa.eu/docs/en_GB/document_library/Scientific_guideline/2009/09/WC500003322.pdf
http://www.who.int/biologicals/Cell_Substrates_clean_version_18_April.pdf
http://www.who.int/biologicals/Molecular%20Methods%20Final%20Mtg%20Report%20April2005.pdf?ua=1
https://pdfs.semanticscholar.org/presentation/0be5/9fbe9c69baa35c0f24086936bc541809ebc6. pdf


https://www.ivancatalano.eu/wp-content/uploads/2018/05/Letter.pdf

W kwestii skazenia ludzkiego DNA Swiatowy Instytut Zdrowia w oficjalnym dokumencie z 2011 r.
Zatytutowanym ,Zalecenia dotyczgce oceny hodowli komoérek zwierzecych jako substratu do wytwarzania
produktéw medycyny biologicznej i do charakteryzowania bankéw komérkowych” przekonuije, ze co
nalezy wzigc pod uwage, w odniesieniu do rcDNA (resztkowe DNA komérkowe), w szczepionkach to:

A. zmniejszenie ilo$ci zanieczyszczajgcego DNA podczas procesu wytwarzania;

B. zmniejszenie rozmiaru zanieczyszczajgcego DNA podczas procesu produkcyjnego;

C. inaktywacja chemiczna aktywno$ci biologicznej DNA wystgpita podczas procesu wytwarzania

Biorgc pod uwage trzy opisane powyzej wnioski, produkt jest uznawany przez ich organy regulacyjne
(NRA) i laboratoria kontrolne (NCL) za produkty bedacy na dopuszczalnym poziomie ryzyka w
odniesieniu do obecnosci DNA z substratu komoérkowego, w oparciu o (a) i/ lub (b) i/ lub (c), gdy dane
pokazuja, ze osiggnieto odpowiedni poziom bezpieczenstwa

W szczegdlnosci w 2 partiach szczepionki Priorix Tetra przetestowanej do tej pory, punkt A. nie
wystepuje, poniewaz ilos¢ jest okoto 140 razy wyzsza niz zalecana przez FDA (w dokumencie
podsumowujgcym 19 wrzesnia 2012 r .: spotkanie komitetu doradczego ds. szczepionek i powigzanych
produktéw biologicznych) oraz EMA, tj. < 10 ng na dawke; punkt B. nie wystepuje, poniewaz DNA ma
wysokg mase czasteczkowg (wiekszos¢> 10 000 pz, skan mozna fatwo zweryfikowa¢ za pomoca
prostego zelu agarozowego w celu kontroli jakosci DNA ekstrahowanego ze szczepionki), tj. 50 razy
wiekszy niz zalecany rozmiar przez FDA (200 pb lub mniej). Wreszcie, w tej samej szczepionce punkt C.
nie wystepuje, poniewaz zawiera atenuowane wirusy, mozliwa chemiczna inaktywacja DNA réwniez

dezaktywuje wirusy.

Poréwnanie dwéch probek Priorix Tetra

Probka #1 - A71CB205A

Probka#2 - A71CB256A

Analiza DNA

Analiza DNA

Catkowity wyekstrahowany DNA: tgcznie 1,7 ug na
dawke 0,5 ml

Catkowity wyekstrahowany DNA: tgcznie 3,7 ug na
dawke 0,5 ml

Analiza sekwencjonowania DNA przeprowadzona
przy uzyciu metody metagenomicznej, z catkowitej
liczby wyprodukowanych sekwencji 3.830.074

Analiza sekwencjonowania DNA przeprowadzona
przy uzyciu metody metagenomicznej, z catkowitej
liczby wyprodukowanych sekwencji 5.836.297

Obecnos¢ genomowego DNA

Obecnos¢ genomowego DNA

aricella 14%
Kurczak 4%

Ludzki (MRC-5) 74%
proteobakterii 1%
wirus RNA 0,01%
nie przypisany 5%

Varicella 14%

Human (MRC-5) 88%

(okoto 3,3 pg, co odpowiada okoto 300 000
komaérek ptodowych)

Wirus RNA 0,0003%

nie przypisany 0,5%

Analiza RNA

Analiza RNA

Wyekstrahowany catkowity RNA: niewymierny za
pomoca standardowych metod fluorymetrycznych

Analiza seq RNA przeprowadzona przy uzyciu
metatranskryptycznego podejscia z catkowitej
liczby 10.445.038 wytworzonych sekwenciji.

Odra 0,004%

Swinka 0,008%
Rézyczka 0,00007%
Varicella 5%

inne wirusy okoto 0,002%

Catkowity wyekstrahowany RNA: 200 ng na dawke
0,5 mi

Analiza seq RNA przeprowadzona przy uzyciu
metatranskryptycznego podejscia, z tgcznej liczby
wyprodukowanych 6.171.266 sekwenciji.

Odra 0,004%
Swinka 0,008%
Rézyczka nd% *
Varicella 7%




robaki 0,6% inne wirusy okoto 0,001%

Kurczak 0,2% nicienie 1,50%
Ludzie 87% Proteobakterie 5,5%
nie przypisane 5% Ludzie 68%

nie przypisane 6%

*sekwencjonowanie przy 260.343.42 odczytach:
114 odczytéw réwnych 0.00004%

Metody i wyniki

Ekstrakcja DNA i RNA Partia Priorix Tetra A71CB205A
Partia A71CB205A zostata poddana obrébce w czerwcu 2018 r.
Ekstrakcje genomowego DNA przeprowadzono za pomocg zestawu Maxwell® 16 Blood DNA Purification
Kit sprzedawanego przez Promega oraz za pomocg automatycznego ekstraktora Maxwell® 161VD
(Promega), zgodnie z zaleceniami producenta. Ekstrakcje RNA przeprowadzono za pomocg zestawu
PureLink TM Viral RNA / DNA Kit Mini Kit (Invitrogen) zgodnie z protokotem producenta. Wyjsciowa ilos¢
uzyta do ekstrakgji jest nastepujgca (poczawszy od pojedynczej fiolki produktu):

¢ DNA do ekstrakcji: 125 pl 500 pl zawiesiny do wstrzykiwan

o RNA do ekstrakcji: 125 pl 500 pl zawiesiny do wstrzykiwan

Oznaczenie ilosciowe i kontrola jakosci wyekstrahowanego DNA przeprowadzono za pomocg fluorometru
Qubit 2.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA) oraz jednoczesnie za pomocg spektrofotometru NanoDrop 1000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Ponizej przedstawiono iloSciowe oznaczenia DNA (NanoDrop
ND =1000; QB = 2,0 Qubit; HS = dsDNA HS Assay Kit)

ND ND
Sample 1D A260/280 | A260/230 | QB_HS_ng/uL | volume_ul Tot_lmoum_qJ
DNA lotA71CB205A 1.54 1.31 9.41 45 423.45
RNA lotA71CB205A* n.d. n.d. Outofrange 50 0

*Quantith di RNA sotto il limite di quantificazione del fluorimetro QBit.

Pomiar stezenia DNA za pomocg fluorometru QuBit wykazat, ze partia A71CB205A zawiera ilo§¢ gDNA
wynoszaca 1,7 ug na dawke 0,5 ml, obliczong w nastepujgcy sposob:

9,41 ng / ul (stezenie okreslone przez QuBit) x 45 (koricowa objetos¢ zawiesiny DNA po ekstrakgji,
wyrazonej w mikrolitrach) x4 (poczatkowe objetosci dopuszczone do procedury ekstrakgji, ktora stanowi
1/4 objetosci dawki zawartej w catej fiolce réwnej 0,5 ml).

DNA e ekstrakcja RNA Seria Priorix Tetra A71CB256A

Partia A71CB206A zostata poddana obrébce w grudniu 2018 r. Dokonano pewnych usprawnien w
procedurze, takich jak:

1. Zastosowanie wiekszej objetosci roztworu do wstrzykiwania poczgtkowego w celu zwiekszenia ilosci
ekstrahowanego RNA (w ekstrakcji z poprzedniej partii ilos¢ uzyskanego RNA byta ponizej progu detekgc;ji
z fluorymetrem);

2. Przeprowadzilismy elektroforeze w polu pulsacyjnym, aby uzyskaé wiecej szczegétéw na temat
wielkosci catego genomowego DNA obecnego w prébce;

3. Zastosowalismy najbardziej czuty tryb pomiaru dla RNA (Agilent RNA 6000 Pico Kit na Bioanalyzer
Agilent).

Ekstrakcje DNA przeprowadzono za pomocg Maxwell® 16 Blood DNA Purification Kit odsprzedanego
przez firme Promega i za pomoca automatycznej ekstrakcji (Maxwell® 16 IVD- (Promega) zgodnie z
protokotem producenta. Ekstrakcje RNA przeprowadzono PureLinkTM Viral RNA / DNA Mini Kit
(Invitrogen) zgodnie z protokotem producenta llos¢ poczgtkowa uzyta do ekstrakcji jest nastepujaca,
poczgwszy od dwadch fiolek produktu z tej samej partii:




o Ekstrakcja DNA: 300 pl 500 pl zawiesiny do wstrzykiwan (fiolka 1)

o Ekstrakcja RNA: cata objeto$¢ proszku z fiolki zostata ponownie zawieszona w 200 pl zamiast
500 pl fizjologicznego roztworu soli dostarczonego w opakowaniu, a cata objeto$¢ wynosita
uzywany do ekstrakcji RNA (fiolka 2).

Ocene ilosciowg i kontrole jakosci ekstrahowanego DNA przeprowadzono za pomocg fluorometru Qubit
2.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA) i odpowiednio spektrofotometru NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA). Ponizej przedstawiono iloSciowe oznaczenia DNA (NanoDrop ND = 1000; QB = 2,0
Qubit; HS = dsDNA HS Assay Kit)

ND ND
Sample ID A260/280 | A260/230 | QB_HS_ng/ul | volume_ul Tog_--“_J
DNA lotA71CB256A 195 212 408 55 2224

Pomiar stezenia DNA za pomocg fluorymetru QuBit wykazat, ze partia A71CB256A zawiera ilos¢ gDNA
wynoszaca 3,7 catkowitej na dawke 0,5 ml, obliczong w nastepujacy sposob:

40,8 ng / ul (stezenie okreslone przez QuBit) x 55 (koricowa objetos¢ zawiesiny DNA po ekstrakcji
wyrazone w mikrolitrach) x5 / 3 (poczgtkowa objetos¢ poddana procedurze ekstrakcji, czyli 300 pl 500 pli
zawiesiny). Wyekstrahowane DNA za pomocg elektroforezy w polu pulsacyjnym (PFGE, 5-80Kb,
runtime14hinTBE 0,5x, 80V) z partii A71CB256A, byto widoczne dzieki fluorescencyjnej miedzywarstwie
SybrGreen, ktéra wykazata obecnos$¢ paska gidowego GenomicDNA, ktéry osigga bardzo wysokie masy
czgsteczkowe, ale ze znaczngzawartoscig DNA w zakresie 20-60Kbp. W szczegdlnosci na zdjeciu
ponizej, ID1205_PT _rawa prébka jest szczepionkg zawierajgcg lizat materiatu przed oczyszczeniem
DNA, podczas gdy PT_gDNA jest genomowym DNA po ekstrakciji; Srednie, niskie i lambda sg 3
handlowymi markerami masy czgsteczkowe;.

Oceng ilosciows i kontrole jakosci ekstrahowanego RNA przeprowadzono za pomocg Agilent 2100
Bioanalyzer przy uzyciu Agilent RNA 6000 PicoKit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Ponizej
znajdujg sie wartosci stezenia, RNA (numer integralnosci) zmierzony w Bionalyzer:



Sample 1D Bioanalyzer_pico_totale_ng/uL

volume_ul

V&M'IJ

RNA lotA71CB256A 5

37

200.688

Stwierdzono, ze ilos¢ RNA zawarta w partii fiolki ze szczepionkg A71CB256A wynosi okoto 200 ng.
RIN réwny 8 wskazuje na doskonatej jakosci RNA i nienaruszony eukariotyczny RNA, bedac
jednoczesnie pikami 18S i 28S typowymi dla eukariotycznego RNA:
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Przygotowanie biblioteki DNA-seq z technologig lllumina

Zestaw Ovation® Ultralow System V4 1-96 (Nugen, San Carlos, CA) zostat wykorzystany do
przygotowania bibliotek zgodnie z instrukcjami producenta, poczgwszy od 10 ng genomowego DNA.
Koncowe biblioteki oznaczono ilosciowo za pomocg fluorymetru Qubit 2.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA) i
testowano jakos¢ za pomoca systemu Caliper GX (PerkinElmer, Waltham, MA) dla partii A71CB205A i
Agilent 2100 Bioanalyzer, zestaw do analizy DNA o wysokiej czutosci (Agilent technologies, Santa Clara,
CA) dla partii A71CB256A. Ponizej znajduje sie Sledzenie dwdch uzyskanych bibliotek:
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Przygotowanie biblioteki RNA-seq z zestawem technologicznym Illumina

Ovation® ma przettoczone sekwencje RNA i sekwencje RNA-SeqSystem V2 (Nugen, San Carlos, CA) w
celu przygotowania cDNA i zestawu Ovation® Ultralow System V4 1-96 w celu przygotowania biblioteki
od 10ngcDNA . Finallibraries fluorymetr Qubit 2.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA) i test jakosSci przez system
Caliper GX (PerkinElmer, Waltham, MA) dla partii A71CB205A i Agilent 2100 Bioanalyzer, zestaw do
analizy DNA o wysokiej czutosci (Agilent technologies, Santa Clara, CA) dla partii A71CB256A . Ponizej
znajdujg sie wykresy dwoch uzyskanych bibliotek:
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Lotto A71CB205A, libreria RNA-seq diluita 1:40 Lotto A71CB256A, libreria RNA-seq
corsa Caliper GX corsa Bionalyzer

W celu walidacji procesu przygotowania biblioteki do analizy danych, Standard ATCC (mieszanka
genomowego DNA o znanym sktadzie, 20 Strain Staggered Mix GenomicMaterial, ATCC®MSA-1003TM)
zatwierdzita zestaw kalibracyjny z zestawem Ovation® Ultralow System V4 1-96 od 10ngDNA. uzyskana
biblioteka:

w O D
"

Sekwencjonowanie

Biblioteki zostaty zsekwencjonowane na instrumencie lllumina HiSeq2500 w trybie ,sparowanego konca
125 bp”, zgodnie ze standardowymi instrukcjami llluminy. Pipeline lllumina CASAVA w wersji 1.8.2
zostata uzyta do przetwarzania surowych sekwenciji.

Analiza bioinformatyczna

Przycinanie sekwencji

Sekwencje adapteréw (mianowicie ,sztuczne” sekwencje oligonukleotyddéw, ktére sg wprowadzane
podczas przygotowania biblioteki iluminacyjnej) i zasad DNA o niskiej jakosci odczytu zostaly usuniete za
pomoca oprogramowania ERNE1 i Cutadapt?2.

Identyfikacja sekwencji DNA i cDNA Pierwotne organizmy
Analize metagenomiczng przeprowadzono za pomocg oprogramowania Kraken3 w bazie danych
~,Human-Virus-Bacteria_25mer”(https://ccb.jhu.edu/software/kraken/).



Kraken jest klasyfikatorem, ktory przypisuje tagi taksonomiczne do odczytow krétkiego DNA. Testuje k-
mery wewnatrz odczytu i odpytuje baze danych, ktéra zawiera te k-mery.

odniesieniaBibliograficzne:

1. Del Fabbro, C et al. 2013 An extensive evaluation of read trimming effects on lllumina NGS data

analysis. Del Fabbro C, ScalabrinS, Morgante M, Giorgi FM. PLoS One. 2013 Dec

23;8(12):€85024. doi: 10.1371/journal.pone.0085024. eCollection 2013

2. Martin, M. Cutadapt removes adapter sequences from high-throughput sequencing reads.
EMBnet.journal, [S.l.], 17 (1): 10-12 (2011). ISSN 2226-6089. Date accessed: 02 Apr.
2015. doi:http://dx.doi.org/10.14806/ej.17.1.200 paper

3. Wood and Salzberg. Kraken: ultrafastmetagenomicsequence classification using exact
alignments Genome Biology 2014, 15:R46

Wyniki analizy DNA-seq i RNA-seq przeprowadzone na dwéch partiach za pomoca
oprogramowania Kraken
Obecnos¢ DNA i RNA jest wyrazona jako liczba odczytéw i procent odczytéw w stosunku do sumy
wszystkich uzyskanych odczytéw, przypisanych przez publiczne bazy danych ré6znym organizmom.

Analiza DNA Prébka #1 A71CB205A (Czerwiec 2018)

Calkowita liczba odczytow Sekwencjonowanego DNA Seq 3.830.074

Klasyfikacja

Liczba odczytow

% odczytow

Czlowiek 2,853,788 74%
Wirusy 538,112 14%
Aves (Gallus gallus) 152,256 4%
Proteobakteria 43,2684 1%

(Bradyrhizobium)*
Nieprzypisane 193,248 5%

*Klasyfikacjawiruséw

Liczba odczytow

% odczytow

=\Wirusy dsDNA 538,112 3 14%
Ludzki wirus alfaherpes | 537,849 14%
=wirusyssRNA 34 0,01%
Swinkarubulavirus 19 0.0005%
Odra morbillivirus 12 0.0003%
WirusRoézyczki 3 0.00008%
sMicroviridae® 131 0.003%
=Retroviridae 26 0.0007%
Ptasi endogenny 7 0.0002%
retrowirus EAV- HP
Wirus ptasiej 1 0.00003%
erytroblastozy
Wirus ptasiej biataczki 5 0.0001%
Ludzki retrowirus 1 0.00003%

endogenny HERV-K(II)

*https://it.wikipedia.org/wiki/Proteobacteria
5https://en.wikipedia.org/wiki/Microviridae




Ludzki retrowirus 6 0.0002%
endogenny K
Ludzki retrowirus 0.00008%
endogenny

mnjesklasyfikowane 0,0001%

wirusy bakteryjne i
srodowiskowe

Analiza RNA prébka #1 A71CB205A

Catkowita liczba odczytéw sekwencji DNA 10.445.038

Klasyfikacja L(i)czba odczytow | % odczytow
n

sHomininae (Czlowiek) 9,036,993 87%

=s\Wirusy 499,098 5%

. 57,805 0,6%

Platyhelminthes (Spirometraerinaceieuropaei)

= Aves (Gallus gallus) 16,361 0,2%

sNieprzypisane 45,660 5%

Klasyfikacja wiruséw

Liczba odczytéw n°

% odczytéow

mwirusy dsDNA 497,498 5%
Ludzki wirus alfaherpes | 497,465 5%

mwirusy ssRNA 1.324 0,01%
Rubulavirus swinki 874 0,008%
Morbilliwirus odry 441 0,004%
Wirus roézyczki 7 0,00007%

= Microviridae 247 0.002%

= Retroviridae 23 0,0002%
HERV-H / env60 9 0,0002%
HERV-H / env62 2 0,00003%
Ludzki endogenny 6 0,0001%
retrowirus K
Ludzki retrowirus 2 0,00003%
endogenny
Ludzki wirus niedoboru | 3 0,0002%
odpornosci 1
Alpharetrovirus (wirusy | 1 0,00008%
ptasie)

" 5 0,0001%




niesklasyfikowanewirusy
bakteryjne i
srodowiskowe

® wirus zapalenia
watroby typu B

0,00001%

AnalizaDNA Probka #2 A71CB256A

Catkowita liczba odczytéw sekwencji DNA 5.836.297

Klasyfikacja

Liczba odczytéw n’

% odczytéw

=Homininae 5,150,674 88%
(Cztowiek)

=\Wirusy 643,575 11%
=Nieprzypisane 29,634 0,5%

Klasyfikacja Liczba odczytéow n° | % odczytow
wiruséw
mwirusy dsDNA 643,549 11%
Human alphaherpesvirus 3 643,542 11%
mRetroviridae 19 0.0003%
Avian endogenous retrovirus 13 0.0002%
EAV-HP
Mus musculus mobilized 2 0.00003%
endogenouspolytropic provirus
Murine type C retrovirus 1 0.00002%
Alpharetrovirus 1 0.00002%
mBullavirinae 5 0.00009%
® Saccharomyces 1 0.00002%
20S RNA
narnavirus
m Saccharomyces 1 0.00002%
cerevisiae virus L-
BC (La)

AnalizaRNA Probka #2 A71CB256A
Catkowita liczba odczytéw sekwencji DNA6.171.266

Klasyfikacja Liczba odczytéw % odczytéw
=sHomininae(Cztowiek) 4,210,032 68%
mProteobakteria 336,053 5.5%

= Nematoda 92,290 1.5%
(Elaeophoraelaphi)

=\Wirusy 419,863 7%

=Nie przypisane 389,837 6%

*Klasyfikacjawiruséw

Liczba odczytow

% odczytéw

=\Wirusy dsDNA

418,104

7%

Ludzki wirus alfaherpes 3

417,868

7%




=wirusyssRNA 0,01%
Swinkarubulavirus 508 0,008%
Odra morbillivirus 217 0,004%
WirusRézyczki
Wirusgrypy A 9 0.0001%
Cupiximammarenavirus | 30 0.0005%
Pneumoviridae 6 0.0001%
Wirus Jamestown 12 0.0002%
Canyon
Hepacivirus C 30 0.0005%
Kobuvirus 20 0.0003%
Enterovirus 2 0.00003%
Wirus zespoiu 3 0.00005%
rozrodczo-
oddechowego $win
Coronavirinae 5 0.00008%
Potyvirus 3 0.00005 %
=Retroviridae 99 0.002%
Ludzki wirus 36 0,0006%
niedoboru odpornosci
1
Ludzki endogenny 16 0,0003%
retrowirus K
Matpi wirus 1 0,00002%
niedoboru odpornosci
Wirus zakaznej 1 0,00002%
niedokrwistos$ci koni
Wirus choroby 25 0,0004%
limfoproliferacyjnej
Wirus ptasiej 1 0,00002%
biataczki
Wirus miesaka Rousa 1 0,00002%
HERV- H / env62 2 0,00003%
Wirus koniczyny 2 0,00003%
czerwonej
mniesklasyfikowane 88 0,001%
wirusy bakteryjne i
srodowiskowe
mwirusy dsRNA 14 0,0002%
=wirus zapalenia 2 0,00003%
watroby typ B
mniesklasyfikowane 9 0,0002%
wirusy RNA ShiM-2016
mMollivirus 1 0,0002%

sibericum




*Biblioteka sekwencji RNA sekwencjonowano na bardzo duzej gtebokosci (260.434.942 wytworzonych
odczytéw lllumina), tylko w celu podkreslenia obecnosci wirusa rézyczki. Znaleziono 114 odczytow
zwigzanych z genomem rézyczki, co odpowiada procentowi odczytow rownym 0,00004%.

Wyniki analizy DNA-seq przeprowadzonej za pomocg oprogramowania Kraken na genomowym
standardzie o znanym sktadzie (20 Stomijnie zmieszany materiat genomowy, ATCC® MSA-1003TM)

Catkowita liczba odczytéw DNA 4.969.245

Klasyfikacja Liczba % odczytow %zdeklarowany
odczytéw przez ATCC

= Acinetobacter baumannii 10,735 0.2% 0.18%

= Actinomyces odontolyticus 2 0.00004% 0.18%

= Bacillus cereus 176,327 3.5% 18%

= Bacteroides vulgatus 1,088 0.02% 0.02%

» Bifidobacterium adolescentis 489 0.01% 0.02%

= Clostridium beijerinckii 123,609 2.5% 1.8%

=Cutibacterium acnes 6,528 0.13% 0.18%

=Deinococcusradiodurans 745 0.02% 0.02%

= Enterococcus faecalis 704 0.01% 0.02%

= Escherichia coli 929,837 19% 18%

= Helicobacter pylori 4,738 0.1% 0.18%

= Lactobacillus gasseri 4,491 0.1% 0.18%

= Neisseria meningitidis 9,820 0.19% 0.18%

=Porphyromonasgingivalis 578,294 12% 18%

= Pseudomonas aeruginosa 152,307 | 3% 1.8%

»Rhodobactersphaeroides 1,135,927 | 23% 18%

» Staphylococcus aureus 72,598 1.5% 1.8%

» Staphylococcus epidermidis 634,940 13% 18%

= Streptococcus agalactiae 31,622 0.6% 1.8%

» Streptococcus mutans 526,420 11% 18%

= Unassigned 14,248 0.3% 0%




Na podstawie poréwnania tych dwéch szczepionek mozna podkresli¢
nastepujace krytyczne kwestie:

Priorix Tetra to szczepionka z duzg iloscig obcego DNA zanieczyszczajgcego, z ktérych srednio 80%
stanowi cztowiek, a zatem pochodzi z komérek MRC-5; w prébcei nr 1 znajduje sie réwniez 4% DNA
pochodzacego z zarodkowych komérek kurzych; pozostate 20% nalezy do wiruséw (retrowiruséw,
wirusow zakaznych i rakotworczych, fagow) i przypadkowych mikroorganizmow, takich jak bakterie i
robaki; w szczepionce Priorix Tetra ludzki genomowy DNA ma wysokg mase czgsteczkowg (> 10 000 pz)
i catkowiite pokrycie sekwencyjne catego referencyjnego ludzkiego genomu (HG-19).

Z odpowiedzi EMA na nasze pytanie6 dotyczace ograniczen natozonych na pozostatosci obcego
materiatu genetycznego w szczepionkach, wydaje sie, ze w rzeczywistos$ci nie ma ograniczen dla kazdej
szczepionki, ale tylko dla niektorych, zgloszonych w monografiach produktu; maksymalny
przewidywany limit miesci si¢ w zakresie od 10 pg’ do 10 ng, w oparciu o teoretyczne obliczenie
mozliwosci wywotania mutacji onkogennych przez obce genomowe DNA. Warto zauwazy¢, ze organy
regulacyjne nie wymagajg, aby te zanieczyszczenia byly testowane w produkcie koncowym, ale tylko w
poczatkowej fazie przygotowania, a dla atenuowanych szczepionek wirusowych oczyszczenie tych
zanieczyszczen jest krytycznym krokiem. EMA nie dostarczyta konkretnych badan na temat zagrozen
zwigzanych z resztkowym DNA ptodu, ktére pozwalajg ocenié¢ ryzyko tych zanieczyszczen dla zdrowia
ludzkiego, wiec ten limit pozostaje arbitralny dzisiaj.

W probce nr 2 Priorix Tetra DNA ptodu jest okoto 325 razy wieksze niz maksymalny limit 10 ng i
325 000 razy wiekszy niz minimalny limit 10 pg.

W kwestii skazenia ludzkiego DNA Swiatowy Instytut Zdrowia w oficjalnym dokumencie z 2011 r.
zatytutowanym ,Zalecenia dotyczgce oceny kultur komérek zwierzecych jako substratéw do wytwarzania
biologicznych produktéw leczniczych i do charakterystyki bankéw komérkowych” twierdzi, ze to, co nalezy
wzig¢ pod uwage w odniesieniu do rDNA (resztkowe DNA komorek) w szczepionkach to:

A. zmniejszenie ilosci zanieczyszczajgcego DNA podczas procesu wytwarzania;

B. zmniejszenie rozmiaru zanieczyszczajgcego DNA podczas procesu wytwarzania;

C. chemiczna inaktywacja aktywnosci biologicznej DNA wystgpita podczas procesu wytwarzania.

Biorgc pod uwage trzy powyzsze zgdania, produkt jest uznawany przez organy regulacyjne (NRA) i
laboratoria kontrolne (NLC) za bedacy na dopuszczalnym poziomie ryzyka w odniesieniu do obecnosci
DNA z substratu komdrkowego, w oparciu o (a) i/ lub (b) i/ lub (c), gdy dane pokazujg, ze osiggnieto
odpowiedni poziom bezpieczenstwa.

W szczegdlnosci w partiach szczepionki Priorix Tetra przetestowanej do tej pory, punkt A. nie wystepuje,
poniewaz ilos¢ jest okoto 140 razy wyzsza niz zalecana przez FDA (w dokumencie informacyjnym 19
wrzeénia 2012 r .: spotkanie komitetu doradczego ds. szczepionek i powigzanych produktéw
biologicznych oraz EMA, {j. < 10 ng na dawke; punkt B) nie wystepuje poniewaz DNA ma wysokg mase
czgsteczkowg (wiekszos$¢> 10 000 pz, skan mozna tatwo zweryfikowa¢ za pomocg prostego zelu
agarozowego w celu kontroli jakosci DNA ekstrahowanego ze szczepionki), tj. 50 razy wiekszy niz
rozmiar zalecany przez FDA (200 pz lub mnigj). Wreszcie, w tej samej szczepionce, punkt C) nie
wystepuje, poniewaz, poniewaz zawiera atenuowane wirusy, mozliwa chemiczna inaktywacja DNA
rowniez dezaktywuje wirusy.

Analiza genetycznych wariantéw

®QuesitoEMA: https://www.ivancatalano.eu/wp-content/uploads/2018/05/Letter.pdf
’10pg & la quantitaindicativa di DNA contenuta in una cellula; cidsignificachenelvaccino & contenuta una quantita
di DNA proveniente da ben 325.000 cellule fetali



Dzieki technologii sekwencjonowania nastepnej generacji mozliwe jest odtworzenie catej sekwenc;ji
wirusowych genomow DNA i RNA oraz genomow bakteryjnych obecnych w prébce i poréwnanie go z
genomami referencyjnymi obecnymi w publicznych bazach danych. dlatego technologia moze réwniez
umozliwi¢ monitorowanie w czasie, jak i czy sekwencja genomu wirusowego lub bakteryjnego zmienia sie
podczas procedury produkcji szczepionki.

Wynik wywotania wariantu (pojedynczy nukleotyd i mate insercje / delecje) w poréwnaniu ze szczepami
referencyjnymi dostepnymi w publicznych bazach danych (NCBI, National Center for Biotechnology
Information, https://www.ncbi.nim.nih.gov/ ) wykonane na probkach zawierajgcych zywe atenuowane
wirusy lub bakterie daty nastepujace wyniki:

Prébka 1 — Priorix Tetra

1. Genom wirusa odry zawarty w szczepionce jest identyczny z sekwencjg szczepu Edmonston
Swartz zdeponowang w bazach danych o numerze dostepu AF 266291.1.
Liczba wykrytych wariantow byta w rzeczywistosci réwna 0;
Genom wirusa $winki zawarty w szczepionce wykazat pojedynczg mutacje w poréwnaniu ze
szczepem wirusowym Jeryl-Lynn obecnym w publicznych bazach danych o numerze dostepu AF
338106,1;

4. Nie wykryto genomu wirusa rézyczki;

5. Genom wirusa ospy wietrznej zawarty w szczepionce wykazat cztery mutacje w poréwnaniu z

ludzkim herpeswirusem obecnym w publicznych bazach danych o numerze dostepu AB097932.1;

Sekwencja antygenéw wirusowych / genomow jest scisle poufnymi danymi, ktére nie sg dostarczane
przez EMA. Nie ma wytycznych, ktére regulujg analize mutacji genetycznych i badania wptywu na ludzkie
zdrowie.

w N

Wysoka czestotliwos¢ mutacji genetycznych w wirusach i bakteriach, jak rowniez w DNA linii
komérkowych w hodowli, jest problemem o duzym znaczeniu w odniesieniu do bezpieczenstwa,
poniewaz nie wiadomo, w jaki sposob znalezione warianty mogg modyfikowaé zdolno$¢ zakazng i
stymulacja uktadu odpornos$ciowego w kierunku reakcji autoimmunologicznych.

Na przyktad sugeruje sie, ze Efsa wymaga obecnie charakterystyki genomowej szczepdw probiotycznych
do stosowania u ludzi / zwierzat, a nastepnie wykazania zbieznosci w czasie sekwencji mikroorganizmu z
zadeklarowang, podczas gdy w przypadku szczepionek, jako Vivotif toleruje sie 154 warianty genetyczne
w poréwnaniu z tg podang w arkuszu danych i sg obecne w publicznych bazach danych jako szczep
szczepionki referencyjnej.

Obecnosc¢ wariantéw genetycznych w probkach szczepionek w poréwnaniu do deklarowanych
SszczepOw mozna uznac naszym zdaniem za niezgodnoSc lekow.

W niedawno opublikowanym artykule na temat badania F1000 ,,Czy mnie interesujesz? Wplyw redukc;ji
pokrycia na identyfikacje gatunkéw i rekonstrukcje genomu w ztozonych matrycach biologicznych przez
wysokowydajne sekwencjonowanie ,strzelby” metagenomowej” Technologia NGS zostata wykorzystana
do analizy matryc biologicznych réznych typow, w tym dwdch partii szczepionki przeciw odrze-$wince-
rézyczce-ospie wietrznej PRIORIX TETRA (GlaxoSmithKlineSpA), w celu wykazania, w jaki sposéb,
nawet z sekwencjonowania NGS o niskim zasiegu (1j. kilkuset tysiecy fragmentéw sekwencji do 1
miliona), mozliwe jest scharakteryzowanie biologicznego sktadnika w ztozonej
matrycy.Sekwencjonowanie nowej generacji byto juz stosowane w probkach szczepionek w publikacji
,Glebokie sekwencjonowanie ujawnia utrzymywanie sie zwigzanego z komdrkami wirusa szczepionki
przeciw swince w przewlektym zapaleniu mézgu”, aby wykazaé zbieznos¢ miedzy genomem wirusa
szczepionki $winki a wirusem znalezionym w tkanka mézgowa 18-miesiecznego dziecka z SCID, ktory
zmart na zapalenie mdzgu.

W szczegdlnosci w opublikowanym wczesniej artykule na temat badan F1000 zaobserwowano, ze okoto
80% sekwencji uzyskanych przy uzyciu technologii NGS na dwdch prébkach szczepionki sktada sie z
ludzkiego DNA, jako zanieczyszczenia wystepujacego w procesie roboczym; catkowita ilos¢ obcego DNA



wynosi okoto 2 mikrogramy, pochodzace z ludzkiej linii komérkowej ptodu MRC-5 uzywanej do hodowli
wirusow rézyczki i ospy wietrznej]. Analiza metagenomiczna przeprowadzona na tych dwoch probkach
uwydatnia potencjalng obecnos¢ ludzkiego DNA we wszystkich szczepionkach zawierajacych wirusy
hodowane w ludzkich ptodach, a ponadto zostata juz zweryfikowana za pomocg technologii innej niz NGS
rowniez przez dr Deishera w ,"Epidemiologic and Molecular Relationship Between Vaccine Manufacture
and Autism Spectrum Disorder Prevalence”

Grupa dr Theresy Deisher w artykule ,"Insertional mutagenesis and autoimmunity induced disease
caused by human fetal and retroviral residual toxins in vaccines"stwierdza, ze poziomy pozostatosci DNA
w szczepionkach: MPR, przeciw ospie wietrznej i wirusowemu zapaleniu watroby typu A dostepnych w
Stanach Zjednoczonych sg znacznie wieksze niz limit ustalony w wytycznych WHO DNA
uniesmiertelnionych linii komérkowych 10 ng na dawke szczepionki. Chociaz wytyczne EMA nie
przewidujg maksymalnych limitéw dla DNA ptodu pozostajacego w szczepionkach, grupa Prof.Deisher's i
tak wzieta pod uwage maksymalng dawke 10 ng w konsekwencji faktu, ze krotkie fragmenty DNA ptodu
obecne w szczepionkach majg zdolno$¢ do integracji z DNA gospodarza i mogg prowadzi¢ do
mutagenezy i / lub genomiki w stabilno$ci, jak rowniez odpowiedzi autoimmunologicznej. Ponadto w
niektorych szczepionkach przeciwko ospie wietrznej i MPR stwierdzono obecnos$¢ fragmentéw
endogennego ludzkiego retrowirusa K (HERVK), ktére mogg byé ponownie aktywowane i mogg utatwi¢
integracje wolnego DNA z genomem gospodarza.

Jak stwierdzita dr Deisher, niebezpieczehstwo fragmentow retrowirusowych i resztkowego ludzkiego
diploidalnego DNA nie zostato jeszcze zbadane u biorcow szczepionki, chociaz literatura naukowa
wyraznie wskazuje na wysokie prawdopodobienstwo niebezpieczehstwa autoimmunologicznej i/ lub
insercyjnej mutagenezy z powodu obecnosc¢ tych pozostatosci, a to stanowi zagrozenie dla zdrowia
ludzkiego, co niewatpliwie wymaga powaznych badan naukowych i epidemiologicznych.

Wyniki te sg zintegrowane z nowymi danymi na temat analizy nowej prébki Priorix Tetra i ponownej
analizy poprzednich, poniewaz pojawita sie niezgodnos¢ dotyczgca antygendw szczepionkowych, tj.
Watpliwej obecnosci antygenu rézyczki. Na podstawie dogtebnych analiz trzech partii potwierdzono, ze
antygen rézyczki nie wystepuje, poniewaz liczba kopii na probke jest catkowicie pomijalna, aby uzyskac
efekt immunostymulujgcy.

To bardziej dogtebne badanie umozliwito wykrycie obecnosci przypadkowego DNA i RNA, tj. Wiruséw,
bakterii, grzybdw i robakéw w ilodciach ponizej granicy wykrywalnosci instrumentu, a zatem w ilosciach
resztkowych. Nalezy jednak podkresli¢, ze srednia catkowita ilo§¢ obcego DNA waha sie od 1,9 do 3,7
mikrogramow, z czego okoto 80% pochodzi z ludzkiego ptodowego DNA, a pozostate 20% z
embrionalnego DNA z kurczaka i przypadkowego materiatu genetycznego, a wiec z nie-resztkowego
taczna ilo$¢. Nalezy zauwazyc¢, ze w roznych partiach odnotowano znaczng zmienno$c¢ przypadkowych
zanieczyszczen, ale ogdlnie stwierdzono nastepujgce kategorie drobnoustrojow:

= Bakteria = Proteobakterie
= Robak mP|atyhelminthes
= Nematoda
= wirusy dsDNA slirus Varicella
= Wirusy ssRNA mwirusrozyczki, éwinki I odry

mlnnewiruzyzawierajacewatrobetypA,
Cupiximammarenavirus, Pneumovir idae,
Jamestown Canyon, Hepacivirus G, Kobuvirus
Enterovirus, Porcine reproductive and
respiratory syndrome virus

= Retrowirus mEndogenne retrowirusy ludzkie i
ptasie

mWirus ptasi

" wirus ludzkiego niedoboru odpornosci
i maitpa

B wirus mysi




B wirus niedokrwistos$ci zakazZnej konia

® |nne wirusy mludzki wirus alfaherpes 3
sfpatyt b wirus
® Wirus drozdzy

References

e Qin J, Li R, Raes J, et al.: A human gut microbial gene catalogue established by metagenomic
sequencing.Nature. Nature Publishing Group; 2010; 464(7285): 59-65

e Posada-Cespedes S, Seifert D, BeerenwinkelN.Recentadvancesininferringviraldiversityfromhigh-
throughputsequencingdata.Virus Res. 2017 Jul 15;239:17-32. doi: 10.1016/j.virusres.2016.09.016. Epub
2016 Sep 28. Review. PubMed PMID: 27693290.

e Cattonaro F, Spadotto A, Radovic S and Marroni F. Do you cov me? Effect of coverage reduction on
species identificationandgenome reconstruction in complex biological matrices by metagenome shotgun
high-throughput sequencing [version 1; referees: awaiting peer review]. F1000Research 2018, 7:1767 (
https://doi.org/10.12688/f1000research.16804.1)

e Morfopoulou S, Mee ET, Connaughton SM, Brown JR, Gilmour K, Chong WK, Duprex WP, Ferguson D,
Hubank M, Hutchinson C, Kaliakatsos M, McQuaid S, Paine S, Plagnol V, Ruis C, Virasami A, Zhan H,
Jacques TS, Schepelmann S, Qasim W, Breuer J. Deep sequencing reveals persistence of cell-
associated mumps vaccine virus in chronic encephalitis. Acta Neuropathol. 2017 Jan;133(1):139-147. doi:
10.1007/s00401-016-1629-y. Epub 2016 Oct 21. PubMed PMID: 27770235; PubMed Central PMCID:
PMC5209397.

e Deisher TA, Doan NV, Koyama K, Bwabye S. Epidemiologic and Molecular Relationship Between
Vaccine Manufacture and Autism Spectrum Disorder Prevalence. Issues Law Med. 2015 Spring;30(1):47-
70. PubMed PMID: 26103708.

e Jarzyna P, Doan NV, Deisher TA. Insertional mutagenesis and autoimmunity induced disease caused
by human fetal and retroviralresidual toxins in vaccines. Issues Law Med. 2016 Fall;31(2):221-234.
PubMed PMID: 29108182.




