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ABSTRACT 

Obiettivo: Valutare le conseguenze sulla salute pubblica dei vaccini prodotti  con 

linee cellulari  fetali che contengono frammenti residuali di DNA umano fetale 

utilizzando approcci di laboratorio ed ecologici tra cui statistiche, biologia 

molecolare e genomica. 
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Metodo: I dati sulla a copertura per il trivalente MMR e la prevalenza dei 

disturbi autistici o disturbi dello spettro autistico per Norvegia, Svezia e Regno 

Unito sono stati ottenuti da siti governativi e pubblici così come da articoli 

revisionati pubblicati.  

Biologicamente, sono state misurate e quantificate, attraverso elettroforesi su 

gel, microscopia fluorescente e fluorimetria, la grandezza e la quantità di DNA 

fetale contaminante in Meruvax II® e Havrix® come anche la tendenza di 

svariate linee cellulari all’assorbimento cellulare e nucleare di frammenti di 

DNA umano primitivo.  Infine, l'analisi genomica ha identificato i siti specifici in 

cui è più probabile che si verifichi l’integrazione di frammenti di DNA fetale nel 

genoma di un bambino.  

Risultati: La copertura media di MMR per i tre paesi è caduta sotto il 90% 

dopo la famigerata pubblicazione nel 1998 del Dr. Wakefield ma ha iniziato a 

recuperare lentamente dopo il 2001 fino a raggiungere oltre il 90% di copertura 

entro il 2004. Durante lo stesso periodo, la prevalenza media dei disturbi da 

spettro autistico nel Regno Unito, Norvegia e Svezia sono diminuiti 

sostanzialmente negli anni di nascita 1998 ed è gradualmente aumentata di 

nuovo per gli anni di nascita dopo il 2000.  La quantità media di DNA a singolo 

filamento e di DNA a doppio filamento in Meruvax ®II era rispettivamente di 

142.05 ng/vial e 35.00 ng/vial, e in Havrix® era rispettivamente di 276.00 ng/vial 

e 35.74 ng/vial. La grandezza dei frammenti di DNA fetale in Meruvax®II era 

approssimativamente di 215 coppie di basi.  Si è registrato uno spontaneo 

assorbimento cellulare e nucleare di DNA all’interno delle cellule HFF1 E 

NCCIT. I geni che sono stati correlati con l’autismo (geni associati all’autismo; 

AAGs) presentano una suscettibilità più mirata verso insulti alla stabilità 

genomica rispetto al gruppo di tutti i geni contenuti nel genoma umano. Tra gli 

AAGs del cromosoma X, 15 su 19 hanno sequenze di rottura del doppio 

filamento a una distanza inferiore a 100 kilobasi dal centro dell’hotspot della 

ricombinazione meiotica situato all’interno dell’esone.  

Conclusioni: I vaccini prodotti in linee fetali umane contengono livelli 

inaccettabilmente alti di contaminanti a base di frammenti di DNA fetale. Il 

genoma umano contiene in modo naturale regioni che sono sensibili alla 

formazione di rotture del doppio filamento e a mutagenesi inserzionale di DNA.  

La "Paura di Wakefield" ha creato un esperimento naturale che può dimostrare 

la relazione causale tra vaccini prodotti in linee cellulari fetali e la prevalenza di 

ASD.  

Parole Chiave: Autismo, vaccino, hotspot della ricombinazione meiotica, 

assorbimento di DNA, linee cellulari fetali.  

 
Un’epidemia mondiale di autismo è abbondantemente accertata considerando il numero 

di articoli revisionati sull’argomento, tra cui le osservazioni provenienti da numerose 

istituzioni riguardo il fatto che le inserzioni genetiche de novo e le mutazioni sono smisurate 

nei bambini con autismo.
1
 Il disturbo Autistico (AD), un sottogruppo dei Disturbi dello 



Spettro Autistico (ASD), è un disordine neurologico e dello sviluppo i cui sintomi appaiano 

solitamente nei primi tre anni di vita.
2
 L’epidemia di autismo crea ovviamente degli oneri a 

carico della salute pubblica e richiede una valutazione critica dei fattori ambientali che 

possano scatenare questa epidemia. Una precedente pubblicazione del nostro gruppo si è 

focalizzata sui trascurati e universalmente adottati fattori ambientali, compresi i 

contaminanti fetali umani e retrovirali presenti nei vaccini infantili, l’età genitoriale 

avanzata e i cambiamenti nei criteri diagnostici. Come richiesto dall’Agenzia degli Stati 

Uniti per la Protezione Ambientale, la scoperta di potenziali fattori ambientali scatenanti 

l’autismo richiede una valutazione statistica per identificare gli anni di nascita come punti di 

svolta per la prevalenza del disturbo dello spettro autistico. Appropriati algoritmi iterativi 

hanno identificano gli anni 1980.8, 1988.4 e 1996.5 come anni di “punto di svolta” per 

quanto riguarda la prevalenza di AD negli Stati Uniti, a conferma di un rapporto da parte 

dell’Agenzia di Protezione Ambientale (EPA) che ha identificato un punto di svolta a livello 

mondiale nel 1988.
4 

In più, i punti di svolta per anno di nascita del AD per il Regno Unito, 

l’Australia Occidentale e la Danimarca sono stati calcolati essere il 1987, 1990.4, e 1987.5, 

rispettivamente 
3
. Questi punti di svolta per AD statisticamente calcolati non corrispondono 

ai punti di cambiamento che sarebbero stati previsti sulla base delle programmazioni di 

ristampa delle revisioni del Manuale di Diagnosi e Statistica (DSM) e quindi le revisioni del 

DSM non possono costituire il principale fattore scatenante ambientale o sociologico 

responsabile dell’attuale prevalenza di AD. L’età genitoriale avanzata è attualmente la 

spiegazione favorita dell’epidemia mondiale di autismo. Tuttavia, l’analisi di regressione 

lineare per i dati di Stati Uniti e Australia Occidentale non ha rilevato alcuna relazione tra 

età genitoriale e AD per alcun specifico anno di nascita
3
. 

Nel Regno Unito e in alcuni paesi Scandinavi va osservato che c’è stato un significativo 

declino nella copertura immunitaria per MMR durante degli anni ben delimitati, 

ipoteticamente scatenato dalla paura dopo la pubblicazione nel 1998 di Andrew Wakefield 

che aveva sostenuto che l’immunizzazione per MMR e la regressione autistica fossero 

collegati, ma ovviamente non a causa di una mancata segnalazione delle vaccinazioni.
6-8 

 Da 

quando abbiamo rilevato una relazione tra MMR e prevalenza di AD/ADS nei nostri studi 

precedenti, l’osservazione che la copertura di MMR era scesa acutamente nel Regno Unito e 

nei paesi Scandinavi durante degli anni delimitati solleva la questione se la copertura di 

MMR abbia avuto un impatto sulla prevalenza di AD/ADS in questi paesi nello stesso 

periodo di tempo.  

L’utilizzo di linee cellulari fetali umane per produrre vaccini per l’infanzia lascia nei 

prodotti finali dei vaccini che noi iniettiamo nei nostri bambini dei residui di DNA umano 

come anche dei frammenti di retrovirus endogeno umano (HERVK). Le cellule mammifere 

assorbono frammenti di DNA extracellulare della stessa specie attraverso endocitosi 

recettore-mediata. La captazione è più efficiente a basse concentrazioni di DNA 

extracellulare
9
 e ha il picco 2 ore dopo l’aggiunta di frammenti di DNA alla cultura 

cellulare.
10

 Nell'intervallo di concentrazione extracellulare di 0,1 a 7 μM, gli oligonucleotidi 

(piccoli frammenti di acidi nucleici) entrano facilmente nelle cellule in coltura attraverso 

l'assorbimento mediato dai recettori, 
11-13

 raggiungendo concentrazioni intracellulari e 

nucleari 
11,14-16

 che eguagliano o superano quelle del mezzo extracellulare entro 2-4 ore.
17

 

Esperimenti empirici hanno dimostrato che l’aggiunta di frammenti di DNA placentare della 

lunghezza di 500 coppie di basi aveva contribuito all'incirca al 4% del contenuto genomico 

di una cellula per ora di incubazione, che circa il 40-50% del DNA frammentato aggiunto 



alla coltura cellulare sarà prelevato da una cellula e il 10-20% del DNA aggiunto sarà 

portato nel nucleo, dimostrando la rapidità con cui il DNA può entrare in una cellula.
9,18

 

L’attuale guida della FDA dice che il livello di DNA residuo del substrato cellulare 

dovrebbe essere inferiore ai 10ng per dose di vaccino con una mediana nella dimensione del 

DNA di 200 coppie di basi o inferiore.
19

 

Le analisi genetiche nei casi di ASD su base individuale hanno identificato centinaia di 

differenti mutazioni de novo, delezioni e duplicazioni presenti dal 48,4% al 63% dei casi di 

autismo nei quali solo un bambino in una famiglia risultava affetto, chiamato ASD 

simplex.
20

 I dati genomici analizzati nella maggioranza delle pubblicazioni su questo tema 

derivano dal Simplex Collection di Simon (SSC) in cui rientrano il 73% degli esomi. 

Pertanto, estrapolando dalla percentuale riportata di bambini con mutazioni dannose, da 

66% fino a 86% di ASD simplex dovrebbe avere una mutazione de novo se fosse 

sequenziato l’intero esoma. Poiché l'85% delle mutazioni che causano la malattia si 

verificano nell'esoma e il 15% sono state trovate nelle regioni regolatorie, possiamo quindi 

stimare che anche le regioni regolatorie siano state sequenziate e che dal 76% fino al 90% 

dei bambini affetti da ASD simplex avrebbero mutazioni deleterie de novo.
21

 I bambini non 

affetti e quelli con ASD multiplex, cioè la forma che colpisce più bambini nella stessa 

famiglia, presentano mutazioni de novo in modo nettamente inferiore e tuttavia la 

maggioranza dei bambini con ASD sono simplex (dal 75% al 90%),
22,23

 dimostrando il 

ruolo critico delle mutazioni genetiche de novo nell’epidemia mondiale di autismo. In altre 

parole, la suscettibilità per l’autismo nei casi simplex origina da una fonte de novo, 

indicando l’impatto ambientale come componente principale dell’ASD, piuttosto che 

l’ereditarietà.
24

 Infatti, pubblicazioni recenti hanno mostrato che molte malattie umane oltre 

al ASD sono associate a traslocazioni cromosomiali de novo, delezioni delle dimensioni di 

megabasi, inserzioni di DNA, e duplicazioni,
24

 Sebbene l’ASD sia altamente eterogeneo in 

termini di geni e mutazioni, è stato dimostrato che i geni affetti interagiscono con alcuni reti 

biologiche critiche, spiegando così il genotipo comune dell’ASD nonostante mutazioni 

differenti.
20,25

 Una domanda ancora più cruciale da farsi è: “Cosa causa l’aumento di queste 

centinaia di differenti mutazioni de novo?” 

Durante la meiosi avviene uno scambio di materiale genomico tra i cromosomi materni 

e paterni, un processo chiamato ricombinazione meiotica (MR). Gli Hotspot sono siti nel 

genoma di differenti lunghezze dove più frequentemente avviene la MR. Questo processo 

crea la diversità genetica nella nostra prole, ed è utile in tal senso. Il genoma umano 

contiene più di 25000 hostpot di ricombinazione noti.
26

 Curiosamente, è stato dimostrato 

che le regioni del genoma dove è avvenuta la ricombinazione meiotica (gli hotspots) sono 

altamente predisposti a successive rotture del doppio filamento delle cellule somatiche 

(DSB) e a mutazioni che causano malattie,
27-29

 incluse variazioni di singolo nucleotide, 

variazione del numero di copie, eventi di delezione del gene e inserimento / integrazione di 

DNA estraneo durante la riparazione del DSB.
30.31

 Le malattie note per essere influenzate da 

delezioni o inserzioni genomiche sono il cancro, la neuropatia ereditaria,
32

 le sindromi 

mitocondriali,
26

 l’ittiosi,
26,33

 la sindrome da rotture cromosomiche tipo Nijnegen (NBS),
34  

 i 

disturbi dello spettro autistico,
24,35

  la schizofrenia
36

 e altre. In questo studio ci siamo chiesti 

se gli hotspot della MR che predispongono a successive mutazioni somatiche siano correlati 

alle mutazioni genetiche che sono state collegate al ASD.  

Questo studio valuta le conseguenze sulla salute pubblica dei vaccini contaminati con 

frammenti di DNA fetale umano residuo utilizzando approcci di laboratorio ed ecologici, tra 



cui la statistica, la biologia molecolare e la genomica. Utilizzando dati disponibili da siti 

pubblici e governativi, abbiamo tracciato la copertura per MMR e la prevalenza di AD/ADS 

in Norvegia, Svezia e Regno Unito al fine di determinare se le riduzioni della compliance 

per MMR®II riportate durante il 1999-2002, dopo la “Paura di Wakefield” abbiano avuto 

un impatto sull’incidenza di AD/ASD nei bambini nati durante quegli anni. Riportiamo qui 

anche le dimensioni e le quantità del DNA fetale contaminante in Meruvax®II e Havrix® e 

la predisposizione di numerose linee cellulari all’assorbimento cellulare e nucleare di 

frammenti primitivi di DNA umano simili per dimensioni e qualità ai frammenti di DNA 

fetale contenuti in Meruvax®II. Infine, la nostra analisi genomica ha identificato i siti 

specifici dove è più probabile che avvenga l’integrazione dei frammenti di DNA fetali 

all’interno del genoma del bambino. Questo studio è uno dei primi studi di laboratorio ed 

ecologici condotti ad aver esaminato la relazione tra i vaccini prodotti in linee cellulari fetali 

umane, i danni del DNA cellulare e l’epidemia mondiale di autismo. 

Metodologia 

Fonti di dati per i tassi di Disturbo dello Spettro Autistico e copertura MMR  

La copertura nazionale con MMR in Norvegia è stata ottenuta dall’Istituto Norvegese di 

Sanità Pubblica 
37

, per la Svezia dal National Board of Health and Welfare (Consiglio 

Nazionale per la Salute e il Benessere)
38

 e per il Regno Unito dal Public Health England 

(Sanità Pubblica d’Inghilterra)
39

, la copertura con vaccino MMR è stata tracciata come 

percentuale della massima copertura in ciascun paese.  

I tassi di Disturbo dello Spettro Autistico per la Norvegia sono stati raccolti usando i dati 

di tre documenti: il primo era una pubblicazione del 2012 di Isaksen et al. 
40

]; il secondo e il 

terzo erano entrambi articoli del 2012 e del 2013 di Suren et al. 
41,42

. I dati della popolazione 

norvegese sono stati ottenuti dal sito ufficiale di Statistiska Centralbyran - Statistics Norway 
43

]. In Svezia, il tasso di AD è stato ottenuto da uno studio pubblicato nel 2012 "La 

prevalenza dei disturbi dello spettro autistico nei bambini: uno studio su popolazione di 

bambini svedesi di 2 anni" di Nygren et al. 
44

]. I dati sulla popolazione svedese sono stati 

ottenuti dal sito ufficiale di Statistiska Centralbyran - Statistics Sweden 
45

]. Nel Regno 

Unito, il tasso di ASD è stato raccolto da due studi: il primo pubblicato da Lingam et al. 

(2003) 
46

] e il secondo da Latif et al. (2007) 
47

]. I dati sulla popolazione del Regno Unito 

sono stati ottenuti dal sito Web dell’Ufficio di Statistica Nazionale
48

]. 

Quantificazione del DNA residuo nel Meruvax®II (vaccino contro la rosolia) e 

Havrix® (vaccino contro l’epatite A)  

Il vaccino contro la rosolia a virus vivo Meruvax®II (Merck & Co. Inc) è stato sciolto in 

30 μl di 1X Tris EDTA (TE, pH8) e incubato a 60° C per due ore per inattivare il virus vivo. 

Anche l’ Havrix® (GlaxoSmithKline Biologicals) in soluzione è stato inattivato a 60° C per 

due ore. In particolare, il virus con RNA a singolo filamento (ssRNA) nel Meruvax®II è 

incapsulato e il virus ssRNA nel Havrix® viene incapsulato dopo l’ingresso nell’ospite, 
49

] 

quindi è estremamente improbabile che ci saranno livelli significativi di RNA virale a 

singolo filamento libero nel vaccini. Infatti, per rintracciare l’RNA del virus della rosolia da 

campioni orali che si sa essere positivi alla rosolia, l’RNA deve essere estratto dal virus 

incapsulato utilizzando i kit di estrazione dell'RNA virale di Qiagen, 
50,51

] che richiede la lisi 

delle capsule in condizioni altamente denaturanti. Inoltre, anche se fosse presente un RNA 



virale libero, la specificità del test di quantificazione del DNA PicoGreen® per il dsDNA è 

9 volte maggiore di quello per l’ssDNA e 31 volte maggiore di quello per l’RNA. 

È stato utilizzato Primer M13 (Life Technologies) per realizzare soluzioni standard con 

DNA a filamento singolo (ssDNA) e DNA umano (Paragon Dx, USA) è stato utilizzato per 

realizzare soluzioni standard con DNA a doppio filamento (dsDNA) per l’analisi 

fluorimetrica. E’ stato utilizzato Quant-iT™ OliGreen® (Life Technologies) per identificare 

il ssDNA e Quant-iT™ PicoGreen® (Life Technologies) è stato utilizzato per identificare il 

dsDNA. Il limite di rilevazione di PicoGreen® per il dsDNA è di 100 pg/ml. Le diluizioni 

seriali OliGreen® della soluzione standard di DNA sono state ottenute miscelando con 

Quant-iT™ OliGreen® o Quant-iT™ PicoGreen® per concentrazioni finali di 0,1 ng/ml, 

0,5 ng/ml, 1 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml e 100 ng/ml. 200 μl di ciascuna soluzione di 

diluizione seriale sono stati pipettati in una piastra a 96 pozzetti. I vaccini sono stati diluiti 

di 1, 2, 10 e 100 volte in miscele di 1X TE con Quant-iT™ OliGreen® o Quant-iT™ 

PicoGreen® e 200 μl pipettati in piastre da 96 pozzetti. L’intensità della fluorescenza è stata 

analizzata utilizzando il lettore di micropiastre Gemini EM (dispositivo molecolare). Il 

contenuto di DNA in ciascun vaccino è stato calcolato in base alle curve standard. 

Caratterizzazione della dimensione del frammento di DNA residuale nel 

Meruvax®II e Havrix® mediante elettroforesi su gel  

5 ng di DNA residuale umano da ciascun vaccino, quantificato in precedenza, sono stati 

miscelati con colorante (Lonza) e 1X TE in volume totale inferiore a 40 μl. Campioni di 

DNA residuale fetale umano e soluzione ladder di DNA (20 coppie di basi Extended Range 

DNA Ladder (Lonza) in colorante e 1X TE per una concentrazione finale di 200 ng/μl in un 

volume totale di 15 μl) sono stati caricati su gel di agarosio al 4% e trattato il gel a 210 V 

per 4 ore. Dopo l’elettroforesi, il gel è stato incubato con soluzione colorante SYBR Gold 

diluita di 1:10.000 con 1X TE durante la notte a 4° C. Le bande di DNA sono state riprese 

sotto l’esposizione alla luce UV. 

Il DNA fetale residuo di Havrix® non è migrato dal pozzetto, neanche dopo un’ora di 

trattamento a 50° C con proteinasi K, dimostrando che i frammenti di DNA fetale in 

Havrix® sono almeno superiori a 1000 paia di basi di lunghezza. Un ulteriore confronto dei 

frammenti di DNA fetale di Havrix® con DNA di fago lambda indica che i frammenti di 

DNA fetale sono persino maggiori di 48.502 coppie di basi di lunghezza. 

Assorbimento del DNA e incorporazione nel genoma ospite in varie linee cellulari.  

Il DNA Cot1 umano (Invitrogen) è stato marcato usando il kit di marcatura CyTM3 di 

Mirus Label (Mirus) e conservato a - 20° C fino al suo utilizzo. Il DNA Cot1 è stato 

utilizzato per rilevare l’assorbimento di frammenti di DNA cellulare e nucleare perché la 

dimensione del frammento del prodotto DNA Cot1 umano Invitrogen è simile alla 

dimensione del frammento di DNA fetale trovato nel Meruvax®II, e perché come linea 

cellulare cancerogena è tornato epigeneticamente verso le cellule di tipo fetale primitivo 

indifferenziato 
52

].   

Le cellule U937 (linfoma istocitico) sono state coltivate nel terreno di coltura Eagle 

Modificato di Dulbecco (DMEM) integrato con il 15% di siero bovino fetale (FBS) e 1% di 

soluzione antibiotico-antimicotica  a 37° C in atmosfera umidificata contenente il 5% 

CO2/95% di aria. 



Le cellule HL-60 (mieloblasto) sono state coltivate in Terreno Iscove Modificato 

Dulbecco (IMDM) con aggiunta di 20% di FBS e 1% di soluzione antibiotico-antimicotica a 

37° C nelle stesse condizioni. Le cellule NCCIT (teratocarcinoma) debolmente aderenti 

sono state coltivate in RPMI-1640 supplementato con il 10% di FBS e l’1% di soluzione 

antibiotico-antimicotica con una densità cellulare di 3×104 per pozzetto di una piastra da 24 

pozzetti in ciascuno dei quali è stato collocato un vetrino di copertura trattato con coltura 

tissutale a 37° C in atmosfera umidificata contenente il 5% di CO2/95% di aria. Cellule di 

Fibroblasti di Prepuzio Umano 1 (HFF1) sono state coltivate in terreno DMEM 

supplementato con 15% di siero bovino fetale (FBS) e 1% di soluzione antibiotico-

antimicotica. Le cellule BE (2)-C (neuroblastoma) sono state coltivate in una miscela 1:1 di 

Terreno minimo essenziale di Eagle (EMEM) e terreno F12 supplementato con 10% di FBS 

e 1% di soluzione antibiotico-antimicotica. Anche M059K (Glioblastoma-Doppio filamento 

riparatore competente) e M059J (Glioblastoma-Doppio filamento riparatore deficiente) sono 

stati coltivati in una miscela 1:1 di terreno DMEM e Ham’s F12 integrata con 10% di FBS, 

0,05 mM amminoacidi non essenziali, e 1% di soluzione antibiotico-antimicotica. 

Dopo che le cellule sono state coltivate in ciascuna condizione per 2-3 giorni, 500-750 

ng di DNA Cot1 umano marcato con Cy3 sono stati aggiunti ogni 1,0 × 107 cellule e 

incubati a 37° C in atmosfera umidificata contenente il 5% di CO2/95% di aria agitando 

delicatamente da 24 a 48 ore. I nuclei sono stati quindi colorati con la colorazione Hoechst, i 

vetrini di copertura tedeschi sono stati collocati sui vetrini e l’assorbimento del DNA 

cellulare e nucleare è stato analizzato mediante microscopia a fluorescenza.  

Per le cellule U937 e NCCIT, il DNA genomico è stato purificato mediante 

precipitazione di etanolo che elimina gli acidi nucleici a frammento breve incluso il DNA 

Cot1 umano marcato con Cy3 non incorporato. Le relative unità fluorescenti (RFU) del 

DNA Cot1 umano marcato con Cy3 incorporato nei cromosomi di U937 o NCCIT sono 

state misurate utilizzando il lettore di micropiastre Gemini EM e la quantità di DNA Cot1 

umano incorporato è stata calcolata sulla base della curva standard del DNA Cot1 umano 

marcato con Cy3. 

Per simulare l’infiammazione, tutte le linee cellulari aderenti sono state attivate con 

lipopolisaccaride (LPS) a 1, 10 e 100 ng per 104 cellule per 24-48 ore in presenza di 

frammenti di DNA Cot1 marcati con Cy3. I nuclei sono stati colorati con la colorazione 

Hoechst e quindi l’assorbimento cellulare e nucleare del DNA è stato determinato mediante 

microscopia a fluorescenza. Inoltre, l’assorbimento del DNA da parte delle cellule HFF1 è 

stato determinato anche dopo permeabilizzazione con saponina. Le cellule HFF1 sono state 

incubate in saponina allo 0,02%, 300 ng/ml di DAPI e 500 ng di DNA Cot1 umano marcato 

con Cy3 per 24, 48 e 72 ore. 

Raccolta di dati genomici  

Tutti i geni associati all’autismo (AAG) attualmente pubblicati sono stati raccolti in un 

singolo file combinando i database AutDB e ACGMap.
53,54

 Le sequenze di nucleotidi 

genomici umani sono state raccolte interamente per cromosoma dal sito FTP di UCSC e le 

posizioni degli esoni per ogni gene sono stati ottenuti dalla tavola dei genomi del browser 

UCSC 
55

. Le posizioni hotspot di ricombinazione meiotica sono state recuperate 

dall’International HapMap Project 
56

 e le loro coordinate sono state modificate dalla build 

35 alla build 37 con lo strumento UCSC LiftOver (https://genome.ucsc.edu/cgi-

https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgLiftOver


bin/hgLiftOver). È stato scritto un algoritmo per generare tutte le 1024 sequenze 13-mer 

specifiche vincolate e i loro complementi inversi. 

Determinazione dello schema e delle posizioni hotspot  

Lo strumento BLAST indipendente di NCBI, versione 2.2.24, è stato utilizzato per 

individuare le posizioni di tutte le sequenze di hotspot di 13-mer vincolati e dei loro 

complementi inversi su ciascun cromosoma. Sono stati scritti programmi multipli di 

sovrapposizione per abbinare le posizioni dei 13-mer dal BLAST con le posizioni degli 

hotspot MR su tutti i geni e sul sottoinsieme degli AAG sia a livello cromosomico che 

dell’esone specifico. Questi sono stati ulteriormente utilizzati per abbinare le posizioni di 

hotspot e poi le posizioni dei 13-mer separatamente all’interno di tutti i geni e all’interno del 

sottoinsieme degli AAG. 

Risultati 

Rapporto tra copertura MMR e prevalenza di autismo nel Regno Unito, Norvegia e 

Svezia dopo la “Paura (Allarme) di Wakefield" 

La copertura di MMR media per i tre paesi è scesa al di sotto del 90% dopo la 

pubblicazione di Wakefield nel 1998 ma ha iniziato a risalire lentamente dopo il 2001 fino a 

raggiungere nuovamente una copertura sopra il 90% nel 2004. La copertura di MMR è 

indicata per anno di nascita, non per anno di vaccinazione, spiegando perché le diminuzioni 

di copertura per anno di nascita precedono la pubblicazione di Wakefield poiché i bambini 

ricevevano in genere la vaccinazione MMR tra i 12 mesi e i 3 anni di età. Durante lo stesso 

periodo di tempo, la prevalenza media del disturbo autistico nel Regno Unito, Norvegia e 

Svezia è diminuita sostanzialmente per l’anno di nascita 1998 e gradualmente riaumentata  

dopo l’ anno di nascita, 2000. Entro il 2007, la prevalenza di ASD era doppia rispetto alla 

prevalenza nel 1998 (Fig. 1). La prevalenza dell’autismo e i dati sulla copertura MMR sono 

mostrati nella Tabella 1 e 2. Mentre i dati sulla prevalenza dell’autismo disponibili 

pubblicamente per questi tre paesi sono deludentemente scarsi per questo periodo di tempo, 

l’apparente relazione causa-effetto richiede ulteriori studi e indagini. 

Quantificazione del DNA residuale del feto umano e dimensione del frammento nel 

Meruvax®II e nell'Havrix®  

Mediamente il ssDNA e il dsDNA nel Meruvax®II erano rispettivamente di 142,05 

ng/flacone e 35,00 ng/flacone e rispettivamente 276,00 ng/flacone e 35,74 ng/flacone nell’ 

Havrix® ( Tabella 3). Queste quantità sono significativamente più elevate del limite di 

DNA residuale < 10 ng/dose indicato nella Guida per l’Industria della FDA 
19

]. La 

dimensione dei frammenti di DNA fetale nel Meruvax® II era di circa 215 coppie di basi 

mediante elettroforesi (Figura 2A). Il DNA nell’ Havrix® non è migrato attraverso il gel e si 

è mantenuto nel pozzetto originale, anche se eseguito con DNA di fago lambda che indica 

che i frammenti di DNA fetale sono probabilmente più lunghi di 48.000 coppie di basi 

(Figura 2B). 

Assorbimento del DNA umano e incorporazione in varie linee cellulari  

L’assorbimento spontaneo cellulare e nucleare di DNA era evidente nell’HFF1 (Figura 

3), nel NCCIT (Figura 5) e nel U937 (Figura 9 e Figura 10). Al contrario, l’assorbimento 



spontaneo del Cy3 non era evidente nelle cellule HL-60. L’assorbimento del DNA nel BE 

(2)-C e M059K non era misurabile a causa dell’elevata autofluorescenza di queste cellule 

(dati non mostrati). L’assorbimento cellulare di DNA stimolato da LPS è stato osservato 

nell’HFF1 (Fig. 4), NCCIT (Fig. 6) e M059J (Fig. 7 e 8). L’assorbimento cellulare 

spontaneo e infiammatorio-potenziato e di DNA è definito dalla quantificazione dell’entità 

dell’incorporazione genomica effettiva dei frammenti di DNA internalizzati.  

La quantità di incorporazione di DNA Cot1 umano marcato con Cy3 nel DNA 

genomico U937 era 0,0111 ± 0,0034 pg (n = 12) per cellula entro 24 ore, circa lo 0,167% 

del DNA genomico U937 totale per cellula. L’incorporazione del DNA nelle cellule NCCIT 

era di 0,0026 pg/cellula dopo 24 ore e 0,04 pg/cellula dopo 48 ore, un tasso di 

incorporazione dello 0,6% del DNA genomico totale di NCCIT (Tabella 4). 

Indicazioni delle specifiche di rottura del doppio filamento nell’intero genoma  

La mappatura genomica degli hotspot MR ha portato all’identificazione di schemi di 

sequenza del DNA che sono sovrarappresentati negli hotspot, incluso una sequenza 

degenerata 13-mer 
29

]. Abbiamo trovato 280.000 occorrenze dello schema di hotspot di 

DNA degenerato 13-mer identificato nel genoma umano, e di questi, le sequenze vincolate 

più abbondanti erano CCACCTTGGCCTC e il suo complemento inverso 

GAGGCCAAGGTGG. Entrambi avevano tassi di ricombinazione entro i 30 più alti di tutti i 

possibili 2048 13-mer vincolati. Questa sequenza di hotspot di 13-mer è stata associata al 

41% degli hotspot MR e agli hotspot di ricombinazione omologa non allelica che provocano 

patologia e comuni hotspot di soppressione mitocondriale 
29

]. 

Per ragioni non chiare in questo momento, gli hotspot sono concentrati nel sottogruppo 

di geni associati all’autismo (AAG) e gli AAG hanno anche alcuni dei più alti tassi di 

ricombinazione meiotica, in confronto all’insieme di tutti i geni del genoma umano. 

Rispetto a tutti i geni, un numero maggiore di AAG contiene hotspot MR, gli AAG 

contengono più Hotspot MR per gene, e lo schema dell’hotspot del MR 13-mer degenerato 

è prevalente negli hotspot di AAG rispetto ad altri geni. Mentre il sottogruppo di AAG 

rispetto a tutti i geni del genoma umano ha una quantità simile di 13-mer degenerati per 

gene, i 13-mer si trovano in modo schiacciante più all’interno degli hotspot MR nel 

sottoinsieme degli AAG rispetto a tutti i geni. Nello specifico, una percentuale maggiore di 

AAG contiene hotspot e gli AAG hanno più hotspot per gene, rispetto a tutti i geni del 

genoma umano (Tabella 5 e 6). In sintesi, gli AAG hanno una suscettibilità più concentrata 

agli attacchi alla stabilità genomica rispetto al gruppo di tutti i geni contenuti nel genoma 

umano. Questi risultati supportano ulteriormente un’associazione di malattie tra MR, schemi 

specifici di hotspot di 13-mer vincolati e ASD. 

Di particolare rilevanza per la tendenza di genere maschile di ASD è l’analisi delle 

indicazioni delle specifiche di rottura del doppio filamento sul cromosoma X. Ci sono 19 

geni associati all’autismo sul cromosoma X che contengono hotspot di ricombinazione 

all’interno delle regioni trascritte. Come illustrato nella Tabella 7, 15 di questi geni del 

cromosoma X presentano schemi di 13-mer a meno di 100 kilobasi lontano dal centro 

dell’hotspot situato all’interno di un esone. Ciò suggerisce che questi particolari geni del 

cromosoma X possono essere particolarmente suscettibili alle rotture del doppio filamento, 

alla mutagenesi del DNA inserzionale e alla malattia sintomatica perché 13-mer associati 

alla malattia sono stati trovati vicino al centro di un hotspot contenuto in un esone 
29

]. 



Discussione 

I vaccini e la loro sicurezza sono temi cruciali per il pubblico in generale, e in 

particolare per gli operatori del sistema sanitario ai quali è chiesto in genere di essere 

pienamente conformi ad essi, così come per i genitori che devono prendere decisioni 

informate circa le vaccinazioni dei loro figli.  

La derivazione, la coltura o la produzione di vaccini che utilizzano tessuto fetale umano 

abortito elettivamente pone dilemmi etici e filosofici. Inoltre, l'uso di linee cellulari fetali 

umane per la produzione di vaccini crea prodotti finali che contengono residui di DNA 

fetale, inclusi detriti cellulari e frammenti di DNA fetale. Ciò pone ulteriori dilemmi etici e 

filosofici poiché questi contaminanti verranno iniettati nel ricevente del vaccino insieme 

all'antigene del virus. E infine, il pubblico non è stato informato della produzione di vaccini 

di linea cellulare fetale, introdotta per la prima volta negli Stati Uniti nel 1979, ostacolando 

qualsiasi argomentazione pubblica riguardante le questioni etiche e filosofiche associate a 

questo cambiamento di produzione. 

Oltre ai detriti cellulari fetali e ai frammenti di DNA fetale, i vaccini che sono stati 

coltivati o prodotti utilizzando la linea cellulare fetale WI-38 come Meruvax II, MMR II e 

Varivax sono contaminati da frammenti di retrovirus umano endogeno HERVK
57

. Recenti 

prove hanno dimostrato che i trascritti retrovirali endogeni umani sono elevati nel cervello 

di pazienti con schizofrenia o disturbo bipolare
58,59

, nei leucociti mononucleati del sangue 

periferico di pazienti con spettro autistico 
60

 e associati a diverse malattie autoimmuni 
61, 63

. 

Le conseguenze sulla salute pubblica dei residui di frammenti di DNA fetale umano e dei 

contaminanti retrovirali HERVK non sono mai state adeguatamente studiate. In precedenza 

abbiamo riportato una correlazione ecologica tra l'introduzione di vaccini fetali e il disturbo 

autistico, il primo studio a considerare le conseguenze sulla salute pubblica dei vaccini 

prodotti su linee cellulari fetali umane
3
. 

In questo articolo abbiamo esaminato le conseguenze molecolari e genomiche del 

frammento di DNA fetale contenente vaccini e, cosa più importante, abbiamo presentato 

ulteriori dati ecologici che indicano un potenziale nesso causale tra vaccini fabbricati da feti 

e l'epidemia mondiale di autismo 
3
]. Dopo che lo studio di Andrew Wakefield è stato 

pubblicato sulla prestigiosa rivista The Lancet nel 1998, suggerendo che MMR II, un 

vaccino prodotto da feto umano, potesse essere associato ad anomalie dell'intestino nei 

bambini autistici, il dibattito noto come "Wakefield Scare" si diffuse rapidamente attraverso 

il Regno Unito e Punti di informazione scandinavi, portando alcuni genitori a scegliere di 

non vaccinare i propri bambini con il vaccino MMR. Il primo paese colpito dal "Wakefield 

Scare" è stato il Regno Unito secondo un documento di Nagaraj del 2006 
8
], che ha 

dichiarato che "l'utilizzo ha iniziato a calare quando è stato pubblicato lo studio controverso 

che collega il vaccino MMR all'autismo" portando a un livello molto basso di copertura 

vaccinale MMR fino al 50% in alcune aree, creando una seria minaccia di epidemie di 

morbillo. In Svezia, un calo della copertura MMR nei bambini nati dopo il 1999 è stato 

riportato da Dannetun et al. (2004) 
6
] perché "nel 1999 e nel 2000 in Svezia si diffuse una 

discussione pubblica sugli eventi avversi legati al vaccino contro il morbillo".  

Nel 2002 e 2003, Trogstad et al. hanno riportato un calo simile nell'uso del vaccino 

MMR in Norvegia (2012) 
7
]. Simile alla riduzione in Svezia, Trogstad et al. (2012) hanno 

affermato che "questa caduta coincise con il dibattito che seguì le false affermazioni sul 

legame tra vaccino MMR e autismo proposto da Wakefield et al.".  In questa pubblicazione 

illustriamo il brusco calo della copertura media MMR nel Regno Unito, in Norvegia e 



Svezia dopo la pubblicazione di Wakefield e una altrettanto brusca ripresa dopo il 2001, 

quando Wakefield fu pubblicamente screditato. 

La brusca caduta e il recupero della compliance MMR offrono un'opportunità unica per 

indagare su qualsiasi relazione causale tra l'MMR prodotto fetale, che è stato introdotto nel 

Regno Unito, Norvegia e Svezia rispettivamente nel 1988, 1983 e 1982 e  prevalenza di 

ASD (Disturbi dello Spettro Autistico). Al fine di dimostrare causa ed effetto, o una 

relazione causale, piuttosto che una correlazione: 1) la causa deve verificarsi prima 

dell'effetto 2) la rimozione della causa deve comportare la rimozione dell'effetto, e 3) la 

reintroduzione della causa deve reintrodurre l'effetto. Il brusco calo e la ripresa della 

copertura MMR fornisce un esperimento naturale nel mondo reale per esaminare l'uso del 

vaccino fabbricato per via fetale e la prevalenza di ASD. Durante il periodo di sospensione e 

recupero della vaccinazione MMR, la prevalenza di ASD ha mostrato un calo dopo le 

nascite del 1998, seguito da una ripresa iniziata con i bambini nati negli anni 2001 e 

successivi. In particolare, esiste un'affascinante associazione tra le riduzioni della copertura 

MMR e i tassi più bassi di AD / ASD in Norvegia, Svezia e Regno Unito dopo la 

pubblicazione su Lancet di Wakefield nel 1998. 
5
 Mentre i dati sulla prevalenza dell'ASD 

pubblicamente disponibili per questi tre paesi sono deludentemente scarsi durante questo 

periodo di tempo, l'apparente relazione di causa ed effetto illustrata qui richiede ulteriori 

studi e indagini. 

Quali  processi biologici noti potrebbero spiegare questa apparente relazione causale tra 

vaccini fabbricati da feti e prevalenza ASD? Suggeriamo che i frammenti cellulari fetali 

contaminanti e i frammenti di DNA così come i frammenti retrovirali di HERVK possano 

portare a un attacco autoimmune e / o mutagenesi inserzionale nei bambini. Questo 

documento si concentra sul potenziale di mutagenesi inserzionale. 

In questo articolo riportiamo la presenza di frammenti di DNA nel Meruvax II e Havrix. 

Come mostrato in Figura 2, i residui nel Meruvax II sono lunghi circa 215 coppie di basi. La 

dimensione del contenuto di DNA residuo in Havrix non era misurabile. I nostri risultati 

dimostrano gli eccessivi livelli di ssDNA e dsDNA in Meruvax II e Havrix che sono 

significativamente più alti del limite suggerito dalla FDA. 
19

 Questi residui eccessivi 

possono essere assorbiti da una cellula e trasferiti al nucleo. La possibilità per il DNA 

esogeno di entrare nel nucleo di una cellula e di inserirsi nel genoma di quella cellula è un 

processo biologico ben consolidato. Infatti, come accennato in precedenza, il trasferimento 

nucleare di frammenti di DNA mitocondriale è un processo continuo nei mammiferi, 

compresi gli esseri umani. 
64

 Gli sforzi per sviluppare la terapia genica hanno documentato 

che brevi frammenti di DNA possono e si inseriscono nel genoma del ricevente con 

un'efficienza fino al 20%. Yakubov et al. (2007) utilizzarono frammenti di DNA placentare 

umano di lunghezza da 200 a 3000 coppie di basi e dimostrarono l'assorbimento spontaneo e 

l'inserzione nel genoma della linea di cellule umane MCF-7  con efficienza dell'1-4% e 

dimostrarono anche la natura specifica di questa incorporazione genomica perché frammenti 

di DNA dello sperma di salmone non si integrarono nelle cellule umane MCF-7. 
18

 In questo 

studio riportiamo tassi di incorporazione genomica che vanno da 0,2 a 0,6% del genoma 

ricevente, da 24 a 48 ore dopo l'aggiunta di frammenti di DNA di circa 350 paia di basi di 

lunghezza, a mezzo di coltura di cellule U937 o NCCIT. L'assorbimento del frammento di 

DNA era spontaneo e non richiedeva permeabilizzazione o trasfezione cellulare. Gli stimoli 

infiammatori (LPS) sono stati in grado di migliorare l'interiorizzazione, indicando 

l'importanza della salute generale di un bambino al momento della vaccinazione per la 



suscettibilità di internalizzare i frammenti fetali e retrovirali iniettati. Inoltre, è stato 

dimostrato che piccoli frammenti di DNA si integrano efficacemente nel genoma in vivo. 

Jensen et al (2011) hanno portato e integrato con successo  piccoli frammenti di DNA nel 

fegato di topo utilizzando per la somministrazione iniezioni in vena di coda. 
65

 Gli studi di 

Colosimo nel 2001 e nel 2007 hanno anche dimostrato l'1-10% di integrazione genica in 

vivo di piccoli frammenti omologhi nel 4% delle cellule epiteliali umane mutanti CFTR. 
66,67

 

McNeer et al (2013) hanno portato frammenti di DNA fino a 60 coppie di basi di lunghezza 

a topi mediante iniezione in vena di coda e hanno dimostrato un'integrazione genomica da 

0,01 a 0,04% con solo DNA, percentuale aumentata fino all'1,2% con tripletta formante 

PNA. L'integrazione genomica era più alta nelle cellule del midollo osseo, della milza e del 

timo. 
68

 Inoltre, utilizzando queste stesse tecniche, McNeer et al (2013) hanno anche 

dimostrato efficienza di targeting del DNA in vivo, compresa tra 0.05% e 0.43% con 

un'iniezione endovenosa sistemica, utilizzando rispettivamente il sequenziamento del gene 

profondo del midollo osseo e della milza. McNeer et al (2013) hanno anche dimostrato la 

natura specie specifica dell'integrazione del DNA in quei topi chimerici per le cellule 

staminali umane CD34 + contenenti una mutazione CCR5 mostrando l'assorbimento del 

frammento iniettato solo nelle cellule staminali CD34 + umane ma non nelle cellule 

staminali CD34 + dei topi chimerici. 
68

  

Il DNA libero può essere assorbito da cellule sane attraverso l'assorbimento mediato dai 

recettori o può penetrare spontaneamente nelle membrane cellulari che hanno la 

permeabilità alterata, ad esempio durante le reazioni infiammatorie. Si ritiene che 

l'assorbimento nucleare di frammenti di DNA liberi da cellule fornisca una fonte per il 

mantenimento dell'integrità del DNA durante il salvataggio di forcelle di replicazione 

collassate o di riparazione di lesioni di base. L'assorbimento del DNA extracellulare 

spontaneo è stato anche sfruttato per la terapia genica e per la correzione genica cellulare. 
9,18,69-72

 Mentre l'assorbimento del DNA libero è stato usato vantaggiosamente, il processo è 

stato anche associato alla generazione di mutazioni e aberrazioni cromosomiche. 
73

 La 

nostra incorporazione genomica (da 0,003 a 0,04 picogrammi) dello 0,2% - 0,6% dell'intero 

genoma in 24-48 ore sembra alta a prima vista. Tuttavia, i nostri numeri sono coerenti con 

precedenti rapporti che dimostrano che il DNA esogeno ha sostituito fino all'1% dell'intero 

genoma entro 30 minuti. 
9
 Sebbene le cellule HL-60 non abbiano assunto spontaneamente il 

DNA esogeno nei nostri esperimenti, la linea cellulare è stata utilizzata in passato come 

modello per l'assorbimento spontaneo del DNA 
72

. L'assorbimento del DNA cellulare e 

nucleare nelle cellule HFF1 e nelle cellule NCCIT suggerisce che le cellule embrionali e 

neonatali sono più suscettibili all'assorbimento del DNA rispetto alle cellule di una fonte più 

matura. Questi risultati indicano la necessità di ulteriori studi sull'incorporazione del DNA 

da fonti esogene per confrontare la suscettibilità di neonati e bambini piccoli rispetto a 

adolescenti e adulti. Inoltre, l'aumentata assunzione di DNA dopo l'attivazione di LPS 

suggerisce che l'infiammazione sistemica o le risposte immunitarie potrebbero aumentare la 

suscettibilità per l'assorbimento del DNA esogeno. I vaccini che sono fabbricati utilizzando 

linee cellulari umane fetali sono contaminati da DNA esogeno e frammenti retrovirali, 
57

 e i 

vaccini provocano l'infiammazione sistemica e l'attivazione immunitaria, una combinazione 

che può essere particolarmente suscettibile alla mutagenesi inserzionale nei destinatari del 

vaccino. 

Oltre a confermare precedenti rapporti sull'incorporazione del DNA in cellule umane, 

l'analisi genomica in questo documento indica che esistono regioni nel genotipo libero dalla 



malattia in cui è probabile che si verifichino mutazioni che potrebbero scatenare ASD 

(Tabelle 5 e 6) tenendo in considerazione la suscettibilità genomica a sviluppare ASD dal 

punto di vista delle sole firme specifiche per  DSB    Che cosa potrebbe giustificare il più 

alto tasso di 13 mers (le firme specifiche per DSB) in AAG? È stato dimostrato da altri 

ricercatori che gli AAG sono caratteristicamente ipermutabili 
74

, cosa che può essere il 

risultato dell'alta concentrazione di firme con specifiche DSB in questi geni. Per quanto 

riguarda il 'ASD sintomatico, alcuni fattori, oltre alla formazione programmata di DSB, 

come come i DSB indotti nelle cellule somatiche, potrebbero facilmente manifestarsi e 

portare a mutazioni de novo, e questo studio suggerisce che i frammenti di DNA fetale nei 

vaccini potrebbero essere un fattore ambientale di questo tipo. In uno scenario simile, come 

nel caso di vari linfomi, ad esempio, l'aggiunta di una tossina o di un DSB indotto da 

chemioterapici a DSB programmati per lo switching di classe, porta al cancro.
30

 In sintesi, i 

vaccini prodotti in linee cellulari fetali umane contengono livelli inaccettabili di 

contaminanti del frammento di DNA fetale. Frammenti di DNA umano di lunghezza simile 

e simile firma epigenetica si integrano spontaneamente nel genoma di linee cellulari 

primitive, un processo che può essere aumentato nel contesto dell'infiammazione. Il genoma 

umano contiene naturalmente regioni suscettibili di formazione di rottura a doppio 

filamento e mutagenesi inserzionale del DNA, regioni che sono particolarmente concentrate 

all'interno degli esoni di geni che sono stati dimostrati essere causativi o associati al 

fenotipo ASD. Lo “spavento di Wakefield” ha creato un esperimento naturale che indica 

una relazione causale tra i vaccini fabbricati da linee cellulari fetali e la prevalenza di ASD. 

Il nostro studio richiede ulteriori studi e indagini su questa potenziale relazione. Una 

soluzione a questo orribile problema di salute pubblica è prontamente disponibile: i vaccini 

possono essere fabbricati in modo sicuro ed efficace in linee cellulari di origine animale, o 

vegetale, o provenienti da insetti
75-77

 eliminando il pericolo di residui di DNA umano e 

contaminanti retro virali. 
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Figura 1 - prevalenza AD/ASD media e copertura MMR nel Regno Unito, Norvegia e Svezia. Sia i 

dati MMR che quelli AD/ASD sono normalizzati alla massima copertura/prevalenza durante il 

periodo di tempo di questa analisi. 
  



Tabella 1 

Prevalenza dell'autismo in Norvegia, Regno Unito e Svezia 

Birth Year  Prevalence (%)   

Norvegia 

1999 0.14  

2000 0.05 Isaksen et al. 2012 

2001 0.17 Suren 2012 & 2013 

2002 0.26  

2003 0.29   

Regno Unito 

1995.5 0.274  

1196.5 0.219 Latif et al. 2007 

1998.5 0.265 Lingam et al. 2003 

1999.5 0.11  

2000.5 0.061  

2001.4 0.082   

Svezia 

1998 0.12  

2003 0.038 Nygren et al. 2012 

2007 0.52  

 

 

Tabella 2 

Copertura MMR nel Regno Unito, Norvegia e Svezia 

 Anno di Nascita Copertura MMR (%)  

 1995 94.3  

 1996 93.7  

 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 93.1  

 

Tabella 3 



Livelli di DNA residuo umano a singolo filamento (saggio PicoGreen®) e DNA 

umano a doppio filamento (saggio OliGreen®) in vaccino Rosolia 

(Meruvax®II) e vaccino contro l'epatite A (Havrix®). 

MERUVAX®II (Vaccino per Rosolia) 
HAVRIX® (Vaccino per Epatite A 

) 

Merck & Co. Inc. GlaxoSmithKline Biologicals 

 
DNA a singolo 

filamento (ng/fiala) 

DNA a doppio 

filamento (ng/fiala) 

DNA a singolo 

filamento (ng/fiala) 

DNA a doppio 

filamento (ng/fiala) 

Fiala 1 135.66 59.34 844.58 112.69 

Fiala 2 145.82 24.54 104.88 10.69 

Fiala 3 - 36.052 213.6 15.32 

Fiala 4 - 20.064 213.6 15.32 

Fiala 5 118.54 - 213.6 15.32 

Fiala 6 164.40 - 165.43 73.33 

Fiala 7 145.82 - 176.31 7.49 

Media 142.05 35.00 276.00 35.74 

 

 

 

 

 

Figura 2 – La dimensione del frammento di DNA fetale umano in Meruvax® II era in media di 215 

paia di basi in lunghezza, ma variava da 700 paia di basi fino a 200 paia di basi in lunghezza (2A). 

Quando si opera nelle medesime condizioni di 2A, i frammenti di DNA fetale umano in Havrix® 

non migrano. Gel addizionali sono stati applicati per un lungo periodo di tempo dopo la migrazione 

del DNA lambda attraverso i gel e ancora frammenti di DNA fetale umano in Havrix® non sono 

migrati (2B). 
  



Tabella 4 

Assorbimento di DNA Cot1 umano marcato con Cy3 in varie linee cellulari. 

  
Assorbimento 

Cellulare spontaneo 

Assorbimento 

Nucleare spontaneo 

Incorporazione nel DNA 

Genomico 

Assorbimento 

Cellulare/Nucleare con 

LPS o saponina 

HFF1 Sì Sì Non Eseguito Aumenta/Aumenta 

NCCIT Sì 
Sì 

(variabile) 

0.0026 pg per cellula 24 

0.04 pg per cellula 48 
Uguale/Uguale 

BE(2)-C No No Non Eseguito No/No 

M059K No No No No/No 

M059J No No Non Eseguito Sì/No 

U937 Sì Sì 0.011 ± 0.003 pg per cellula 24 Uguale/Uguale 

HL60 No No No No 

 

Tabella 4 -  Il DNA umano Cot1 acquistato da Invitrogen con una dimensione media del 

frammento di 350 paia di basi (dati non mostrati), è stato marcato con Cy3 e incubato con varie 

linee cellulari umane. L'assorbimento cellulare, nucleare e genomico è stato seguito mediante 

microscopia a fluorescenza e fluorometria. L'assorbimento è stato determinato sia in condizioni di 

riposo che attivate. 

  



Figure da 3 a 10 

Assorbimento del frammento di DNA Cot1 del DNA marcato con Cy3 in varie linee cellulari 

umane che rappresentano fasi embrionali, neonatali e di trasformazione del cancro. 

  
Figura 3 - Assorbimento spontaneo del DNA 

cellulare e nucleare dell'HFF1 (campo 

luminoso e sovraesposizione alla 

fluorescenza del rosso Cy3). 

Figura 4 - Assorbimento del DNA cellulare e 

nucleare HFF1 dopo permeabilizzazione con 

saponina. (Sovrapposizione di fluorescenza 

blu di Cy3 red e nucleo Hoechst) 

  
  



 

Figura 5 - Assorbimento del DNA cellulare 

spontaneo NCCIT (sovrapposizione di 

fluorescenza Cy3 rossa e nucleo blu) 

 

Figura 6 - Assorbimento del DNA cellulare 

NCCIT dopo l'attivazione del 

lipopolisaccaride (strato di fluorescenza blu 

di Cy3 red e nucleo Hoechst blu) 

 
 

Figura 7 - Assorbimento del DNA cellulare 

M059J dopo l'attivazione del 

lipopolisaccaride (10 ng / 104 cellule) 

(sovrapposizione di fluorescenza blu di Cy3 

red e nucleo Hoechst blu). 

Figura 8 - Assorbimento del DNA cellulare 

M059J dopo l'attivazione del 

lipopolisaccaride (100 ng / 104 cellule). 

(Sovrapposizione di fluorescenza blu di Cy3 

red e nucleo Hoechst). 

  
Figura 9 - Assorbimento spontaneo del DNA 

cellulare / nucleare U937 (Cy3 rosso) 

 

Figura 10 - Nuclei purificati U937 contenenti 

DNA marcato con Cy3 prima della 

purificazione del DNA (Cy3 Red) 

 
Tabella 5 

Confronto delle concentrazioni cromosomiche medie degli hot spots e dei 13 mer 

  Hotspots per Gene 13 mers per Gene 13 mers in Hotspot per Hotspot 

Tutti i geni 2.38 16.8 1.63 

AAGS 4.21 17.7 2.22 

 

  



Tabella 6 

Confronto della presenza di 13 mer all'interno di tutti i geni e dei geni associati all'autismo 

cromosoma 

% Geni 

Contenenti HS 

% Geni 

Contenenti 13 mer in HS 

% Geni 

Contenenti 13 mer 

Tutti i geni AAGS Tutti i geni AAGS Tutti i geni AAGS 

1 23.42% 50.00% 13.05% 27.78% 72.97% 72.22% 

2 16.97% 62.50% 16.97% 45.83% 78.14% 95.83% 

3 27.56% 60.87% 14.99% 52.17% 79.94% 86.96% 

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% 53.85% 16.42% 30.77% 74.70% 92.31% 

9 23.20% 75.00% 14.42% 62.50% 72.10% 75.00% 

10 31.63% 60.00% 17.28% 40.00% 79.78% 90.00% 

11 17.85% 36.00% 9.38% 24.00% 65.83% 92.00% 

12 20.12% 37.50% 12.59% 37.50% 77.40% 100.00% 

13 37.65% 77.78% 20.05% 66.67% 74.57% 88.89% 

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% 92.31% 

17 17.10% 26.67% 12.51% 20.00% 74.24% 100.00% 

18 32.53% 0.00% 19.88% 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% 39.00% 65.00% 95.00% 

Media 24.43% 47.10% 14.95% 37.91% 74.28% 90.75% 

 

 



 

Tabella 7 

AAGs del cromosoma X con 13 mers in esoni e la loro distanza dall'inizio del hotspot più vicino (HS) 

Gene Inizio Gene Fine Gene 
Inizio 

Schema 
Fine Schema Schema Filamento Inizio Esone Fine Esone Inizio HS Fine HS Distanza 

NLGN4X 5808082 6146706 5821352 5821364 gtggccacggcgg  -  5821117 5821907 5811910 5813910 7442 

AFF2  147582138 148082193 148048477 148048489 ccaccatcacctc  +  148048319 148048609 148036319 148040319 8158 

NLGN3  70364680 70391051 70386983 70386995 gtggatatggtgg  +  70386860 70387650 70371089 70377089 9894 

MECP2  153287263 153363188 153296166 153296178 gtggtgatggtgg  -  153295685 153296901 153306976 153308976 10798 

FRMPD4  12156584 12742642 12739916 12739928 ccaccatggccgc  +  12738647 12742642 12721454 12727454 12462 

PHF8  53963112 54071569 54012352 54012364 ccaccatgtcctc  -  54012339 54012382 54025089 54033089 12725 

RAB39B  154487525 154493852 154493567 154493579 cctccatggccgc  -  154493358 154493852 154478566 154480566 13001 

FRMPD4  12156584 12742642 12736309 12736321 ggggcaagggagg  +  12735619 12736909 12721454 12727454 14867 

GRPR  16141423 16171641 16170710 16170722 cctccgtggccac  +  16170378 16171641 16208454 16211454 37732 

AFF2  147582138 148082193 148079262 148079274 cccccgtcaccac  +  148072740 148082193 148036319 148040319 38943 

SH3KBP1  19552082 19905744 19564111 19564123 cctccttatcctc  -  19564039 19564168 19610454 19614454 46331 

PDZD4  153067622 153096003 153070331 153070343 cccccttctcctc  -  153067622 153070355 153013976 153018976 51355 

SLC6A8  152953751 152962048 152960611 152960623 ccaccctgacccc  +  152960528 152962048 153013976 153018976 53353 

FMR1  146993468 147032647 147026533 147026545 gaggacaaggagg  +  147026463 147026571 147083193 147085193 56648 

HNRNPH2  100663120 100669128 100668241 100668253 gtggttatggtgg  +  100666923 100669128 100725023 100727023 56770 

HNRNPH2  100663120 100669128 100668229 100668241 gtggttatggagg  +  100666923 100669128 100725023 100727023 56782 

HNRNPH2  100663120 100669128 100667689 100667701 gagggtatggagg  +  100666923 100669128 100725023 100727023 57322 

FMR1  146993468 147032647 146993528 146993540 gcggtgacggagg  +  146990948 146993748 147083193 147085193 89653 

CXCR3  70835765 70838367 70837189 70837201 gtgggcagggcgg  -  70835765 70837309 71057089 71064089 219888 

AR  66763873 66944119 66765398 66765410 ccgccgtggccgc  +  66763873 66766604 68319089 68321089 1553679 

 


