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Umgehende ZivilschutzmalRnahme
erforderlich
Ungeborene werden nachweislich einem
zelltétenden Gift ausgesetzt

Bevolkerungsreduktion im Gange

Die schlimmsten Befiirchtungen bestatigten sich:
die sog: Covid-19-A,PSIVWRIIH3 EB4dis

XQG GLH A,PSIVWRB&BIS gbnérellP &
reichen innerhalb kirzester Zeit nach Injektion den
Fo6tus und setzen das ungeborene Kind der unkon-
trollierten Produktion des schéadlichen Spikepro-
teins, einem Toxin, aus.

Eine peer-reviewedte Studie bestétigt, was Exper-
ten von Beginn an erklart haben: die mit den sog.
Covid-19-A,PSVWRIIHQ3 DXI P51%$ %
ten Nanolipide, in welche die modifizierte RNA
verpackt ist, Uberwinden problemlos die Pla-
zentabarriere und treffen im Tierversuch inner-
halb einer Stunde auf den Fotus, reichern sich

in dessen Organen an, entwickeln in allen Zel-
len des Fotus unkontrolliert das toxische
Spikeprotein, das zur Zelltétung flhrt.

Die schlimmsten Befiirchtungen bestéatigen sich
damit.

https://www.cell.com/molecular-therapy-family/nu-
cleic-acids/pdf/S2162-2531(25)00043-5.pdf

(Dok. 1.1 Studie in englischer Originalversion, Dok.
1.2 Studie in deutscher Ubersetzung).

EMENDAMENTO SOSTITUTIVO
MOZIONE

N. 230/25

Necessita di immediate misure
di protezione civile
E dimostrato che i nascituri sono esposti a
una sostanza tossica che uccide le cellule

E in atto una riduzione della popolazione

| peggiori timori sono stati confermati: i cosiddetti
"vaccini" Covid-19 a base di mRNA (e i "vaccini" a
base di mRNA in generale) raggiungono il feto in
brevissimo tempo dopo l'iniezione ed espongono il
nascituro alla produzione incontrollata della pro-
teina spike, una tossina dannosa.

Uno studio peer-reviewed conferma cio che gli
esperti hanno affermato fin dall'inizio: i nanolipidi
iniettati con i cosiddetti "vaccini" Covid-19 a
base di mRNA, in cui e racchiuso I'RNA modifi-
cato, superano facilmente la barriera placentare

e, negli esperimenti sugli animali, raggiungono

il feto entro un'ora, si accumulano nei suoi or-
gani e sviluppano in modo incontrollato in tutte

le cellule del feto la tossica proteina  spike che
porta alla morte cellulare.

Si confermano cosi i peggiori timori.

https://www.cell.com/molecular-therapy-family/nu-
cleic-acids/pdf/S2162-2531(25)00043-5.pdf

(doc. 1.1 Studio in versione originale inglese, doc.
1.3 Studio tradotto in lingua italiana).
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Das erklart auch die seit 2021 in LaAndern mit hoher
Codvid-19-A'XUFKLPSIXQJVUDWH?3
Anzahl an ungewollten Aborten, Totgeburten, Fehl-
bildungen und Infertilitat.

Dennoch wird den Schwangeren und den stillen-
den Mittern vom italienischen Gesundheitsministe-
rium und den lokalen Gesundheitsamtern, auch
vom Sudtiroler Sanitatsbetrieb, nach wie vor die
s0g. Covid-19-A ,PSIXQJ3 HPSIRKOHQ

https://assets-eu-01.kc-usercon-
tent.com/4f9976d6-18d1-018a-8c6e-
05612fd6b893/21033ce9-3a6f-4a6a-a593-
23178365357d/risikogruppen-covid-19.pdf

(Dok. 2)

Hier haben wir es mit einem Zivilschutznotstand
zu tun, der eine umgehende Aussetzung der An-
wendung dieser experimentellen Substanzen
insbesondere auf Schwangere und Stillende er-
fordert !

Sudtirol hat primare Kompetenz fir den Zivil-
schutz.

Und Sudetirol ist verantwortlich fur die Auswabhl
und gesetzeskonforme Anwendung von Impf-
stoffen bzw. was als solches  +wenn auch ent-
gegen der Zusammensetzung und Wirkungs-
weise z*deklariert wird.

Diese experimentellen Substanzen sind, wie di-
rekt aus der Zulassungsdokumentation hervorgeht,
u.a. niemals auf ihre Genotoxizitat, Karzinoge-
nitdt und Mutagenitét vor ihrer Zulassung ge-
prift worden, und Schwangere waren aus den
auerst sparlichen und letztendlich abgebro-
chenen klinischen Studien von vornherein aus-
geschlossen.
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Cio spiega anche il forte aumento, registrato dal
2021 nei paesi con un alto "tasso di copertura vac-
cinale" contro il Covid-19, del numero di aborti in-
desiderati, mortalita neonatale, malformazioni e in-
fertilita.

Ciononostante, il Ministero della Salute italiano e le
autorita sanitarie locali, compreso I'Azienda Sanita-
ria dell'Alto Adige, continuano a raccomandare la
cosiddetta "vaccinazione" Covid-19 alle donne in-
cinte e alle madri che allattano.

https://assets-eu-01.kc-usercon-
tent.com/4f9976d6-18d1-018a-8c6e-
05612fd6b893/d71c8595-21d6-4€68-82b3-
706967dbedc8/gruppi-a-rischio-covid-19.pdf

(doc. 2.2)

Ci troviamo di fronte a una situazione di emer-
genza civile che richiede l'immediata sospen-
sione dell'uso di queste sostanze sperimentali ,
in particolare sulle donne in gravidanza e in al-
lattamento !

Il Sudtirolo/Alto Adige ha la competenza prima-
ria in materia di protezione civile.

E il Sudtirolo/Alto Adige & responsabile della
selezione e dell'applicazione conforme alla
legge dei vaccini o di cio che in contrasto con

la composizione e il modo di azione viene di-
chiarato come tale.

Come risulta direttamente dalla documentazione di
rizzazione, queste sostanze sperimentali prima
loro autorizzazione non sono mai state testate, tr
tro, in punto genotossicita, carcinogenicita e mu
nicita, e le donne in gravidanza sono state escluse
priori dagli studi clinici in generale estremam
scarsi e infine interrotti.
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Nunmehr mehren sich auch Veroffentlichungen
von an italienischen Universitaten tatigen Wis-
senschaftlern und Lehrbeauftragten, die im Zu-
sammenhang mit den sog. Covid- 19-A ,PSIV
IHQ® YRQ H[SHULPHQWHOOHQ
chen, die ohne eingehende mehrjahrige Stu-
dien niemals héatten auf die breite Bevolkerung
angewandt werden sollen . Siehe hier z.B. der
wissenschaftliche Artikel des an der Biologiefakul-
tat der Universitat Bologna tatigen Lehrbeauftrag-
ten Lorenzo Alibardi (Dok. 3.1 in der englischen
Originalfassung und Dok 3.2. Ubersetzung ins
Deutsche):

https://www.macrothink.org/journal/in-
dex.phpl/jbls/article/view/22643/17430.

Die wissenschaftlichen Artikel des Leiters des
Zentrums fir Globale Gesundheit am Istituto Supe-
riore di Sanitd, sowie dessen Ausfiihrungen im
Rahmen der am 4. Dezember 2024 im Reprasen-
tationssaal dieses Landtags abgehaltenen Presse-
konferenz, mit denen Dott. M. Federico auf die
mangelnde Wirksamkeit aber hohe Risikobehaftet-
heit der auf mMRNA basierten Covid-19-A ,P SV
hingewiesen hat, sind diesem Landtag bereits be-
kannt.

Anfang August 2025 hat nun der US-Gesund-
heitsminister Robert Kennedy Jr. 6ffentlich ge-
macht, dass die USA fiir die Vermeidung von In-
fektionen mit respiratorischen Viren nicht mehr
auf die  mRNA-Technologie setzen, weil sie
mehr Risiken als Nutzen birgt.

Daher wurden die Vertrdge mit Produzenten
von auf MRNA-Technologie basierten Covid-  19-
und Grippeimpfstoffen gekiindigt.

Siehe hier die offizielle Erklarung von US-Gesund-
heitsminister Robert Kennedy Jr. auf dem X-Kanal
des US-Gesundheitsminister

https://x.com/seckennedy/sta-
tus/1952851097019633766?s=12&t=2WLHt-
MNPGoerBalr6tR77w

und fir alle die nicht auf X sind, hier

https://drive.qgoogle.com/file/d/1UOhzb-
fUWiursc LLdj7hSRCjgq29q rmM/view?usp=drive
sdk

Ora si moltiplicano anche le pubblicazioni di
scienziati e docenti universitari italiani che in
relazione ai cosiddetti "vaccini" Covid-19 par-
lano di sostanze sperimentali che non avreb-
bero mai dovuto essere somministrate alla po-
polazione senza studi approfonditi pluriennali
Siveda ad esempio l'articolo scientifico del docente
Lorenzo Alibardi, docente presso la Facolta di Bio-
logia dell'Universita di Bologna (doc. 3.1 nella ver-
sione originale inglese e doc. 3.3 nella traduzione
in italiano):

https://www.macrothink.org/journal/in-

dex.phpl/jbls/article/view/22643/17430.

Gli articoli scientifici del direttore del Centro per la
Salute Globale dell'lstituto Superiore di Sanita,
nonché le sue dichiarazioni rese nel corso della
conferenza stampa tenutasi il 4 dicembre 2024
nella sala di rappresentanza di questo Consiglio
Provinciale, con cui il dott. M. Federico ha sottoli-
neato la scarsa efficacia ma l'alto rischio dei "vac-
cini" Covid-19 a base di mRNA, sono gia noti a que-
sto Consiglio Provinciale.

All'inizio di agosto 2025, il Segretario/Ministro
della Salute statunitense Robert Kennedy Jr. ha
reso pubblico che gli Stati Uniti hon intendono
piu_affidarsi alla tecnologia mMRNA per preve-
nire le infezioni_da virus respiratori, poiché
comporta piu rischi che benefici.

Di conseguenza, sono stati rescissi i contratti
con i produttori di vaccini contro il Covid-19 e
l'influenza basati sulla tecnologia mRNA.

Si veda qui la dichiarazione ufficiale del Segreta-
rio/Ministro della Salute statunitense Robert Ken-
nedy Jr. sul canale X del Ministro della Salute sta-
tunitense

https://x.com/seckennedy/sta-
tus/1952851097019633766?s=12&amp;t=2WLHt-
MNPGoerBalr6tR77w

e per tutti coloro che non sono su X, qui:

https://drive.qgoogle.com/file/d/1UOhzb-
fUWiursc LLdj7hSRCjq29q rmM/view?usp=drive
sdk
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Diesem Entschluss vorausgegangen war die welt-
weit an die Regierungen gerichtete Aufforderung
von Seiten einer grol3ne Anzahl von internationalen
Top-Wissenschaftlern und Arzten, die sog. Covid-
19-A9DN]LQH?3 D BhsB vdn$ Markt zu neh-
men.

Siehe hierzu die wissenschaftliche peer-revie-
wedte Publikation des international bekannten US-
Top-Kardiologen (hat in seinem Bereich weltweit
am meisten publiziert) Peter A. McCullogh, des US-
Epidemiologen Nicolas Hulscher sowie der US-
Arztin Mary T.Bowden (Dok. 4.1. in der engllischen
Originalfassung, Dok. 4.2. in der deutschen Uber-
setzung).

https://www.researchgate.net/publica-
tion/388452414 Review Calls for Market Re-
moval of COVID-19 Vaccines Inten-

sify _as Risks Far Outweigh Theoretical Bene-
fits

Die Wissenschaftler weisen in ihrer Gesamtschau
ternationaler Studien nach, dass der Einsatz der
Covid- 19-Impfstoffe zu einer Ubersterblichkeit
fuhrt hat, dass diese experimentellen auf Gentec
beruhenden Substanzen eine negative Wirksa
haben, hohe DNA-Kontaminationen bzw. Ricks
aufweisen und die Risiken weitaus den theoretisc
Nutzen Uberwiegen.

Questa decisione ¢ stata preceduta da un appello
rivolto ai governi di tutto il mondo da parte di un
gran numero di scienziati e medici di fama interna-
zionale, che hanno chiesto il ritiro dal mercato dei
cosiddetti "vaccini" Covid-19 a base di mRNA.

Si veda a questo proposito la pubblicazione scien-
tifica peer-reviewed del cardiologo statunitense di
fama internazionale Peter A. McCullogh (il piu pro-
lifico autore al mondo nel suo campo), dell'epide-
miologo statunitense Nicolas Hulscher e della dot-
toressa statunitense Mary T. Bowden (doc. 4.1.
nella versione originale inglese, doc. 4.3. nella tra-
duzione italiana).

https://www.researchgate.net/publica-
tion/388452414 Review Calls for Market Re-
moval of COVID-19 Vaccines Inten-

sify _as Risks Far Outweigh Theoretical Bene-
fits

Nella loro panoramica degli studi internaziona
scienziati dimostrano che l'uso dei cosiddetti va
Covid-19 ha portato a un aumento della mortalita,
gueste sostanze sperimentali basate sull'ingegn
genetica hanno un'efficacia negativa, presentano
vate contaminazioni o residui di DNA e che i rischi
perano di gran lunga i benefici teorici.

Fur Schwangere (und Kinder) haben die USA un-
ter der neuen Administration die Empfehlung
der Covid- 19-Impfung bereits im Mai 2025 wi-
derrufen, wahrend in Sudtirol und Italien gene-
rell den Schwangeren weiterhin die sog. Covid-
19-A,PISXQJ3 HPSIRKOHQ ZLUG

Per le donne incinte (e i bambini), gli Stati Uniti
sotto la nuova amministrazione hanno gia revo-
cato la raccomandazione della vaccinazione
Covid-19 nel maggio 2025, mentre in Sudti-
rolo/Alto Adige, e in Italia in generale, continua

a essere raccomandata alle donne incinte la co-
siddetta "vaccinazione" Covid- 19.

Siehe hier die Erklarung des US-Gesundheitsmi-
nisters Uber den Widerruf der Empfehlung fur
Schwangere der sog. Covid-19-A,PSIXQJ
27.05.2025 auf X

https://x.com/seckennedy/sta-
tus/1927368440811008138?s=12&t=2WLHt-
MNPGoerBalr6tR77w

und fir jene die nicht auf X sind, hier das entspre-
chende Video

https://drive.google.com/file/d/1gV-blfO-
JeiOpz2Aaol tUOgeoRzAGO-
B/view?usp=drivesdk

Siveda qui la dichiarazione del Segretario/Ministro
della Salute degli Stati Uniti sulla revoca della rac-
comandazione per le donne incinte relativa al co-
siddetto "vaccino” Covid-19 il 27.05.2025 su X

https://x.com/seckennedy/sta-
tus/1927368440811008138?s=12&amp;t=2WLHt-
MNPGoerBalr6tR77w

e per chi non é su X, ecco il video corrispondente:

https://drive.google.com/file/d/1gV-blfO-
JeiOpz2Aaol tUO0geoRzAG6O-
B/view?usp=drivesdk
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Die Ergebnisse einer neuen von israelischen
und US-Top-Wissenschaftlern der US For-
schungsstatten BRI und MIT, der Universitaten von
Tel Aviv und Jerusalem (darunter Retsef Levi, Mit-
glied des neuen Advisory Boards der FDA - Food &
Drug Administration - USA) veréffentlichte (noch
im peer-review-Stadium) befindliche Studie
(Dok. 5.1. Originalversion in Englisch, Dok. 5.2.
Ubersetzung ins Deutsche) liefern besorgniserre-
gende Hinweise auf eine hodher als erwartete
Rate an ungewollten Aborten im Zusammen-
hang mit mRNA-COVID- 19-A,PSIXQJHQ
wahrend der frihen Schwangerschaft (Schwan-
gerschaftswoche 8-13) verabreicht wurden.

Die Studie bezieht sich auf 226.000 Schwanger-
schaften im Zeitraum von 2016 bis 2022. Dabei hat-
ten 94.251 Schwangere im Zeitraum vom 1. Marz
2020 bis zum 28.02.2022 eine sogenannte Covid-
19-Imfpung auf MRNA-Basis zwischen der 8. Und
13. Schwangerschaftswoche erhalten. Die Anzahl
der beobachteten Aborte war um 50% hoéher als die
erwarteten Aborte und lag bei 13 ungewollte Aborte
je 100 Schwangerschaften. Dabei haben in Giber 90
Prozent der Falle die Frauen den sog. Covid-19-
A,PSIVWRII3 &RPLUQDWech &rigalt&n
(der in Sudtirol auch aktuell zur Anwendung kommt)
und der Rest Spikevax von Moderna.

In der Studie weisen die Wissenschaftler auch
darauf hin, dass die Schwangeren von den an
sich schon dirftigen und vorzeitig abgebroche-
nen klinischen Studien vor der Zulassung der
sog. Covid- 19-Studien ausgeschlossen waren.
Das Spikeprotein wurde in der Nabelschnur ge-
funden.

Die Foten werden also gemeinsam mit den
Schwangeren dem zelltétenden Toxin ausge-
setzt.

In der Tat weist die Europaische Kommission in der
Zulassungsdokumentation darauf hin, dass speziell
fur die Anwendung auf Schwangere und Stillende In-
formationen fehlen und man sich allein auf Tierstu-
dien basiert. Im RISK MANAGMENT PLAN wird
ausdricklich darauf hingewiesen, dass die Informa-
tionen zur Anwendung in der Schwangerschaft und
auf stillende Mitter fehlen (siehe Seite 187 des RMP
in seiner aktuellen Version in Dok. 6).

https://www.ema.europa.eu/en/documents/rmp/co-
mirnaty-epar-risk-management-plan_en.pdf

| risultati di un nuovo studio  (ancora in fase di
peer-review ) pubblicato da eminenti scienziati
israeliani e statunitensi  dei centri di ricerca BRI e
MIT, delle universita di Tel Aviv e Gerusalemme
(tra cui Retsef Levi, membro del nuovo comitato
consultivo della FDA - Food & Drug Administration
- USA) (doc. 5.1. versione originale in inglese, doc.
5.3. traduzione in italiano) forniscono indicazioni
preoccupanti su un tasso piu elevato del previ-

sto di aborti involontari in relazione alle "vacci-
nazioni* MRNA-COVID-19 somministrate du-
rante la fase iniziale della gravidanza (settimane
8-13).

Lo studio si riferisce a 226.000 gravidanze nel pe-
riodo dal 2016 al 2022. Nel periodo compreso tra il
1° marzo 2020 e il 28 febbraio 2022, 94.251 donne
incinte hanno ricevuto una cosiddetta vaccinazione
Covid-19 a base di mRNA tra l'ottava e la tredice-
sima settimana di gravidanza. Il numero di aborti os-
servati € stato superiore del 50% rispetto agli aborti
previsti e si & attestato a 13 aborti indesiderati ogni
100 gravidanze. In oltre il 90% dei casi, le donne
hanno ricevuto il cosiddetto "vaccino" Covid-19 Co-
mirnaty di Pfizer/BioNTech (attualmente in uso an-
che in Sudtirolo/Alto Adige) e il resto Spikevax di Mo-
derna.

Nello studio, gli scienziati sottolineano anche
che le donne incinte sono state escluse dagli
studi clinici, gia di per sé scarsi e interrotti pre-
maturamente, prima dell'approvazione dei co-
siddetti studi Covid-19.

La proteina_spike €& stata trovata nel cordone
ombelicale.

| feti sono quindi esposti alla tossina citotossica
insieme alle donne incinte.

Infatti, nella documentazione di autorizzazione, la
Commissione Europea sottolinea che mancano in-
formazioni specifiche per I'uso su donne in gravi-
danza e in allattamento e che ci si basa esclusiva-
mente su studi condotti su animali. Nel RISK MA-
NAGMENT PLAN si sottolinea espressamente che
mancano informazioni sull'uso in gravidanza e nelle
donne che allattano (vedi pagina 187 del'lRMP nella
sua versione attuale nel doc. 6).

https://www.ema.europa.eu/en/documents/rmp/co-
mirnaty-epar-risk-management-plan_en.pdf



https://www.ema.europa.eu/en/documents/rmp/comirnaty-epar-risk-management-plan_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/rmp/comirnaty-epar-risk-management-plan_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/rmp/comirnaty-epar-risk-management-plan_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/rmp/comirnaty-epar-risk-management-plan_en.pdf

Nachdem in Italien die Veroffentlichung von der Dete
ten durch das ISS und AIFA aufRerst zu winschen |
lasst, und die USA unter der vorherigen Administri
eine der in ltalien praktizierte analoge aggressive Ci
19-A,PSISROLWLN3 YHUIROJWH
tige offizielle Daten und Auswertungen des CDC hi
wiesen.

Aus CDC-Daten geht die Erhéhung der S&ug-
lings-Sterblichkeit  +nach einem jahrzehntelan-
gen Riickgang (Verbesserung der Hygiene etc.)

ab Beginn der Covid- 19-A0DVVHQLPSIX!1
vor.

https://www.cdc.gov/nchs/data/nvsr/nvsr74/nvsr74-
07.pdf

(siehe Dok. 7)

,Q HLQHU 9HUJ|IITHQWOLFKXQJ C
(Dok. 8)

https://theethicalskeptic.com/2025/08/19/houston-
we-have-another-problem/

die unter Wissenschaftlern grol3es Interesse und Zu-
stimmung erzeugt hat, werden hierzu, auf der Basis
der offiziellen CDC-Daten folgende hdchst Besorg-
nis erregende Hinweise gegeben:

A'LHVH *UD L NN&ixdl \Gtéd Btatistics Re-
ports Volume 74, Number 7, 10. Juni 2025, Infant
Mortality in the United States, 2023, zeigt die Saug-
lingssterblichkeit pro 1.000 Lebendgeburten Uber
einen Zeitraum von fast drei Jahrzehnten. Bis 2021
waren die Sterberaten stetig ricklaufig, was auf
Fortschritte in der Gesundheitsversorgung von
Mttern, in der Neonatologie und auf soziobkono-
mische Verbesserungen zuriickzufihren war. Der
Zeitraum ab 2021 zeigt jedoch eine Unterbrechung
dieser 30-jahrigen Kontinuitat: Anstatt weiter zu
sinken, weichen die neonatalen und postneonata-
len Sterberaten abrupt von ihrem bisherigen Trend
ab und zeigen einen vollig neuen Verlauf.

Poiché in Italia la pubblicazione dei dati dettagliati da
parte dell'ISS e dell'AIFA lascia molto a desiderare,
e gli Stati Uniti, sotto la precedente amministrazione,
hanno perseguito una "politica vaccinale" contro il
Covid-19 aggressiva e analoga a quella praticata in
Italia, si fa qui riferimento a dati ufficiali e valutazioni
molto significativi del CDC.

| dati del CDC mostrano un aumento della mor-
talita neonatale dopo un decennio di calo (mi-
glioramento dell'igiene, ecc.) dallinizio della
"vaccinazione di massa" contro il Covid-19.

https://www.cdc.gov/nchs/data/nvsr/nvsr74/nvsr74-
07.pdf

(vedi doc. 7)

In una pubblicazione su "The Ethical Skept ic" (doc.
8)

https://theethicalskeptic.com/2025/08/19/houston-
we-have-another-problem/

che ha suscitato grande interesse e consenso tra gli
scienziati, sulla base dei dati ufficiali del CDC ven-
gono fornite le seguenti indicazioni estremamente
preoccupanti:

"Questo grafico tratto dal National Vital Statistics
Reports Volume 74, Numero 7, 10 giugno 2025, In-
fant Mortality in the United States, 2023, mostra la
mortalita infantile per 1.000 nati vivi in un periodo
di quasi tre decenni. Fino al 2021, i tassi di mortalita
erano in costante calo, grazie ai progressi nell'as-
sistenza sanitaria materna, nella neonatologia e ai
miglioramenti socioeconomici. Tuttavia, il periodo a
partire dal 2021 mostra un'interruzione di questa
continuita trentennale: invece di continuare a dimi-
nuire, i tassi di mortalita neonatale e post-neona-
tale si discostano bruscamente dalla tendenza pre-
cedente e mostrano un andamento completamente
nuovo.
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Figure 1. Infant, neonatal, and postneonatal mortality rates: United States, 1995-2023

8

1 yearold or before

Neonatal Mortality - Deaths of infants
occurring before 28 days of life (i.e., 0-27 days).

Postneonatal Mortality - Deaths of infants occ

Infant deaths per 1,000 live births

Postneonatal

| I ST S T S N T S SR — |

Infant Mortality - The death of a live-born infant
before completing the firstyear of life (i.e., under

from 28 days through 11 months (i.e., 28-364 da

.H"‘
AYsS).

their first birthday).

mRNA
Vaccination of
Mothers

I{\_ianl

urring

n

1995 2000 2005

SOURCE - National Cener for Health Statistics. National Vital Statistics System. inked birthvinfant death file

2010 2020 2023

Grafik 1 +Nationale Vitalstatistikberichte Band
74, Nummer 7, 10. Juni 2025 Sauglingssterb-
lichkeit in den Vereinigten Staaten +Der Zeit-
raum nach der Covid-19-mRNA-Impfung zeigt ei-
nen Bruch in einer 30-jahrigen Kontinuitéat: Anstatt
weiter zu sinken, weichen die neonatalen und post-
neonatalen Sterberaten abrupt von einem bisheri-
gen Trend ab und zeigen einen vollig neuen Trend.
(Hinweis: Die Begriffsdefinitionen, die Abgren-
zungslinie fur mRNA-Impfungen und die gepunkte-
ten Trendlinien wurden vom Autor dieses Artikels
hinzugefigt.)

Die vertikale Markierung kennzeichnet die Einfuh-
rung der mRNA-Impfung nicht nur bei werdenden
Muttern, sondern auch bei zukinftigen Mittern im
Zeitraum von Februar bis Juni 2021. Die Unterbre-
chung des Verlaufs féllt zeitlich mit dieser Mal3-
nahme zusammen, was auf mogliche teratogene
Einflisse hindeutet. Zwar ist ein zeitlicher Zusam-
menhang kein Beweis fir einen Mechanismus,
doch die Umkehrung jahrzehntelanger Fortschritte
rechtfertigt eine kritische Untersuchung.

Teratogenes Potenzial bedeutet die Moglichkeit,
bei Personen, die im Mutterleib exponiert waren,

Grafico 1 *Rapporti nazionali sulle statistiche
demografiche, volume 74, numero 7, 10 giugno
2025 Mortalita infantile negli Stati Uniti Il pe-
riodo successivo alla vaccinazione con mRNA con-
tro il Covid-19 mostra una rottura in una continuita
trentennale: invece di continuare a diminuire, i tassi
di mortalita neonatale e post-neonatale si disco-
stano bruscamente dalla tendenza precedente e
mostrano un andamento completamente nuovo.
(Nota: le definizioni dei termini, la linea di demarca-
zione per i vaccini a mMRNA e le linee di tendenza
tratteggiate sono state aggiunte dall'autore di que-
sto articolo).

Il segno verticale indica l'introduzione della vacci-
nazione a mRNA non solo alle donne in gravi-
danza, ma anche alle future mamme nel periodo
compreso tra febbraio e giugno 2021. L'interru-
zione del trend coincide con questa misura, il che
suggerisce possibili effetti teratogeni. Sebbene una
correlazione temporale non sia prova di un mecca-
nismo, l'inversione di decenni di progressi giustifica
un'indagine critica.

Il potenziale teratogeno indica la possibilita di
causare morbilita o mortalita congenita in soggetti
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angeborene Morbiditat oder Mortalitdt zu verursa-
chen. Bezieht sich auf alle Wirkstoffe oder Fakto-
ren, die wahrend der Schwangerschaft Fehlbildun-
gen, Entwicklungsstérungen oder Funktionsdefizite
bei einem Embryo oder Fotus verursachen kénnen.
Im Zusammenhang mit mMRNA-Impfungen konzent-
rieren sich die Bedenken auf die Ubertragung syn-
thetischer mRNA-Anweisungen und deren biologi-
sche Folgen durch die Plazentaschranke, wo sol-
che Expositionen in die embryonale und fetale Ent-
wicklung kodiert werden kénnen.

Transgenerationales/epigenetisches Potenzial
(Impfgeneration) bedeutet die Mdglichkeit, biolo-
gische Veranderungen in Bezug auf Gesundheit,
Entwicklung oder Krankheitsrisiko bei Generatio-
nen hervorzurufen, die nie direkt dem urspringli-
chen Wirkstoff ausgesetzt waren. Im Gegensatz zu
genetischen Mutationen entstehen diese Effekte
durch vererbbare epigenetische Mechanismen #
wie DNA-Methylierung, Histonmodifikation oder
nicht-kodierende RNA % die die Genexpression
Uber Generationen hinweg verandern. Im Zusam-
menhang mit mRNA-Impfungen konzentrieren sich
die Bedenken auf die Passage synthetischer
MRNA-Anweisungen und deren biologische Fol-
gen durch den Zyklus von Eierstock, Eizelle und
Zygote der Frau, wo Expositionen, die Keimzellen
betreffen, in die Embryonalentwicklung kodiert und
an Nachkommen weitergegeben werden kénnen.

Diagramm 2 und 3: Alle naturlichen Todesursa-
chen in der Impfgeneration (Alter 0  # Jahre)

Hier sind die Abweichungen der Sterblichkeit von
der erwarteten Basislinie fur Kinder dargestellt, die
nach der Impfung der Mutter und der Mutterkandi-
datin geboren wurden. Das Fortbestehen dieser
Abweichung bis weit in einen Zeitraum hinein, in
dem mehr als 90 % der US-Bevdélkerung keine wei-
teren mMRNA-Impfungen mehr erhielten, deutet da-
rauf hin, dass der Effekt nicht auf die Exposition
wahrend der Schwangerschaft beschrankt ist.
Vielmehr weist dies auf eine Auswirkung friiherer
Impfungen bei Frauen hin, die spater schwan-
ger wurden *was darauf hindeutet, dass das
Risiko Uber die Exposition wahrend der
Schwangerschaft hinausgeht und auch diejeni-
gen umfasst, die lediglich eine Schwanger-
schaft planen.

Die Daten stammen aus CDC WONDER und
schlieRen alle Todesfalle aus, die direkt auf Covid-
19 zurickzufiihren sind. Der kurze Anstieg Ende

esposti in utero. Si riferisce a tutti i principi attivi o
fattori che durante la gravidanza possono causare
malformazioni, disturbi dello sviluppo o deficit fun-
zionali in un embrione o feto. Nel contesto dei vac-
cini a mRNA, le preoccupazioni si concentrano sul
trasferimento di istruzioni sintetiche di mRNA e
sulle loro conseguenze biologiche attraverso la
barriera placentare, dove tali esposizioni possono
essere codificate nello sviluppo embrionale e fe-
tale.

Potenziale transgenerazionale/epigenetico (ge-
nerazione vaccinale) indica la possibilita di provo-
care cambiamenti biologici in termini di salute, svi-
luppo o rischio di malattia in generazioni che non
sSono mai state esposte direttamente all'agente ori-
ginale. A differenza delle mutazioni genetiche, que-
sti effetti sono causati da meccanismi epigenetici
ereditari, come la metilazione del DNA, la modifica-
zione degli istoni o I'RNA non codificante, che alte-
rano l'espressione genica attraverso le genera-
zioni. Nel contesto dei vaccinia mRNA, le preoccu-
pazioni si concentrano sul passaggio delle istru-
zioni sintetiche dellmRNA e sulle loro conse-
guenze biologiche attraverso il ciclo ovarico, ovoci-
tario e zigotico della donna, dove le esposizioni che
interessano le cellule germinali possono essere co-
dificate nello sviluppo embrionale e trasmesse alla
prole.

Grafici 2 e 3: Tutte le cause naturali di morte
nella generazione vaccinata (eta 0-4 anni)

Qui sono riportate le deviazioni della mortalita ri-
spetto alla linea di base prevista per i bambini nati
dopo la vaccinazione della madre e della candidata
madre. |l persistere di questa deviazione fino a un
periodo in cui oltre il 90% della popolazione statu-
nitense non ha ricevuto ulteriori vaccinazioni a
MRNA indica che I'effetto non ¢ limitato all'espo-
sizione durante la gravidanza . Cio indica piutto-
sto un effetto delle vaccinazioni precedenti nelle
donne che sono rimaste incinte in un secondo
momento, suggerendo che il rischio va oltre I'e-
sposizione durante la gravidanza e include an-
che coloro che stanno semplicemente pianifi-
cando una gravidanza.

| dati provengono dal CDC WONDER ed escludono
tutti i decessi direttamente attribuibili al Covid-19. Il
breve aumento alla fine del 2019 e all'inizio del



2019 und Anfang 2020 spiegelt einen Trocken-
Zundstoff-Effekt wider *einen Anstieg der Sterb-
lichkeit in bereits gefahrdeten Bevdlkerungsgrup-
pen % derin einer Zeit auftrat, als das Virus entwe-
der noch nicht offiziell nachgewiesen oder noch
nicht als in den USA angekommen erkannt worden
war. Darauf folgt ein subtiler Pull-Forward-Effekt
(PFE), der in den Varianz-Daten der folgenden acht
Monate sichtbar ist. Keines dieser beiden Artefakte
aus dem Jahr 2020 ist in die Basis-Trendausrich-
tung des Diagramms eingeflossen, die, wie der Le-
ser feststellen wird, weiterhin an den stabileren
Zeitraum 2018 2019 gekoppelt ist.
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2020 riflette un effetto "dry-fuel* (esplosivo a
secco), ovvero un aumento della mortalita in gruppi
di popolazione gia a rischio, che si € verificato in un
momento in cui il virus non era ancora stato ufficial-
mente rilevato o riconosciuto come arrivato negli
Stati Uniti. A cid segue un sottile effetto pull forward
(PFE), visibile nei dati di varianza degli otto mesi
successivi. Nessuno di questi due artefatti del 2020
e stato incorporato nell'orientamento di base del
grafico, che, come il lettore notera, rimane ancorato
al periodo piu stabile del 2018-2019.

All Non-Covid Natural Causes of Death Ages 0-4 - UCoD Mortality Deviation From Trend 2018-2025 (Wk 20)
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Diagramm 2 zAlle natlrlichen Todesursachen
im Alter von 0 bis 4 Jahren (geboren von Mt-
tern, die zu irgendeinem Zeitpunkt geimpft wa-
ren) zIn dieser Kohorte sind insgesamt 18.565 zu-
satzliche Todesfalle aufgetreten, was einer Abwei-
chung von 76,7 % vom bisherigen Trend in dieser
Sterblichkeitsklasse entspricht. Im Gegensatz zu
den enger gefassten Sauglingskategorien in Dia-
gramm 1 erfasst dieses Diagramm alle Geburten,
die nach der Einfuihrung der mRNA-Impfung statt-
fanden.

Bemerkenswert in der Sensitivitatsanalyse: Wenr
Kohorte um ein weiteres Jahr (Alter 5) erweitert
bleibt das Diagramm im Wesentlichen unverdnde
was zeigt, dass der Effekt speziell auf die Gener:
beschrankt ist, deren Mutter zuvor dem mRNA-Impi
ausgesetzt waren. Mit anderen Worten: Es handelt
nicht um einen Alt-Effekt von Covid-19.

2022 2023 2024 o 2025

Grafico 2 - Tutte le cause naturali di morte tra O

e 4 anni (nati da madri vaccinate in qualsiasi
momento) - In questa coorte si sono verificati com-
plessivamente 18.565 decessi in pill, con uno sco-
stamento del 76,7% rispetto alla tendenza prece-
dente in questa classe di mortalita. A differenza
delle categorie piu ristrette di neonati nel grafico 1,
guesto grafico include tutte le nascite avvenute
dopo l'introduzione del vaccino a mRNA.

Da notare nell'analisi di sensibilith: se la coorte
viene estesa di un altro anno (eta 5), il grafico ri-
mane sostanzialmente invariato, dimostrando che
l'effetto & specificamente limitato alla generazione
le cui madri sono state precedentemente esposte
al vaccino a mRNA. In altre parole, non si tratta di
un effetto residuo del Covid-19.



Methoden und Datenliberlegungen

Das wichtigste Signal: ein  Wendepunkt in Woch
des Jahres 2021, unmittelbar nach der Massenim
fung von Erwachsenen im gebarfahigen Alter.
diesem Zeitpunkt steigt die Gesamtsterblichkeit

0- bis 4-Jahrigen kontinuierlich an und erreicht ei
$EZHLFKXQJVJIU|%H YRQ 1 E
che Todesfélle (76,7 % uber dem Ausgangsw
Der Anstieg ist kein zufélliges Rauschen, sond
systemisch und betrifft mehrere Morbiditatskatego
rien. Von besonderer Bedeutung und beunruhigen
ist, dass bei einer differenzierten Zusammenf
sung der Wonder-Daten nach Zeitréumen die Dyn
mik der ICD-Gruppen dieselbe Dynamik widerspi
gelt wie die Auswirkungen der mRNA-Impfung
erwachsenen Erstimpflingen:

Uberschiissige Sterblichkeit nach breiter ICD-G
pierung (paralleler Anstieg der Sterblichkeit bei
impften Erwachsenen):

. Nierenfunktion (+135 %)

. Meningitis (+112 %)

. Anfélligkeit fir Viren und Sepsis (+90 %)
. Leber-/Verdauungsstérungen (+82 %)

. Atemwegsheschwerden (+54 %)

. Angeborene Fehlbildungen (+51 %)

. Herz-Lungen-Erkrankungen (+38 %)

. Nervoses/epileptisches Syndrom (+37 %)

O ~NO OTh WNBE

Mortality Group

Respiratory Diseases and Failure

Congenital Malformations

Cardiopulmonary Disorders

Increase in Susceptibility to Narcotics

Virus and Septicaemia Susceptibility

Other ill-defined and unspecified causes of mortality
Epilepsy and Nervous Related

Increase in Susceptibility to Non-fatal Submersion Eve
Disorders of Liver and Digestive Tract

Renal Function Related

Asphyxia and Respiratory Arrest

Menengitis (various)

1994
1296
1585
147
517
465
1154
883
251
135
304
25

Diagramm 3 + Ubersterblichkeit nach breiter
ICD-Gruppierung  * geordnet nach den Unter-
schieden in der rohen Sterblichkeitsrate vor und
nach Einfihrung der Impfung.

Die hier vorgestellten Zahlen fiir 2023/24 sind aus r
UHUHQ *UseQGHQ YRUOIXILJ 'l
Sterblichkeit wurde noch nicht bericksichtigt, und
RO0 #R99 (Sonstige nicht ndher bezeichnete und |
spezifizierte Todesursachen) wurde einbezogen
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Metodi e considerazioni sui dati

Il segnale piu importante: un  punto di svolta
nella settimana 14 del 2021, subito dopo la vac-
cinazione di massa degli adulti in eta fertile. Da
guel momento in poi, la mortalita totale tra i
bambini di eta compresa tra 0 e 4 anni aumenta
costantemente, raggiungendo una deviazione
VWDQGDUG Guveto 18.565Rlecessi in pil
(76,7% in piu rispetto al valore iniziale). L'au-
mento non & un rumore casuale, ma é sistemico
e riguarda diverse categorie di morbilita. Di par-
ticolare importanza e preoccupante ¢ il fatto
che, in una sintesi differenziata dei dati Wonder
per periodo di tempo, la dinamica dei gruppi
ICD riflette la stessa dinamica degli effetti della
vaccinazione con mRNA nei soggetti adulti che
ricevono la prima dose:

Mortalita in eccesso secondo un ampio rag-
gruppamento ICD (aumento parallelo della mor-
talita negli adulti vaccinati):

Funzionalita renale (+135%)

Meningite (+112%)

Suscettibilita ai virus e alla sepsi (+90%)
Disturbi epatici/digestivi (+82%)

Disturbi respiratori (+54%)
Malformazioni congenite (+51%)
Malattie cardiache e polmonari (+38%)
Sindrome nervosa/epilettica (+37%)

© N O~ WDN R

%Diff
54%
51%
38%

334%
90%
93%
37%
37%
82%

135%
24%

112%

Diff

Parallels the same excess
mortality breakout as is
currently observed in
mRNA-vaccinated adults

465
434
431
323
207
182

73

28

Diagramma 3 + Mortalitd in eccesso secondo
un‘ampia classificazione ICD  tordinata in base
alle differenze nel tasso di mortalita grezzo prima e
dopo l'introduzione della vaccinazione.

| dati qui presentati per il 2023/24 sono provvisori
per diversi motivi. Non é stata ancora presa in con-
siderazione la mortalita "999" a sei mesi e sono
stati inclusi i codici ICD R00-R99 (altre cause di
morte non specificate e non meglio definite), poiché
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etwa die Halfte dieser Kategorie noch auf die Zuordr
zu spezifischen ICD-Codes fur 2023/24 wartet. Dar
hinaus stltzt sich diese Analyse auf die Kodierunc
zugrunde liegenden Todesursache (UCoD) und 1
auf die Kodierung der multiplen Todesursac
(MCoD), um doppelte Datensatze zu vermeiden.

Zusammengenommen bedeuten diese Faktoren,
die Gesamtzahlen fiir 2023/24 mit ziemlicher Siche
das tatséchliche AusmaR der Ubersterblichkeit in
sem Zeitraum unterschatzen = doch selbst in di
konservativen Form bleiben die Zahlen im Vergl
zum Referenzwert 2018/19 alarmierend hoch, in
sondere in einer Sterblichkeitskohorte, die zuvo
Jahre lang einen deutlichen Rickgang verzeic
hatte. Die Rangfolge selbst bleibt jedoch vorlaufig gt
da sie die relativen Auswirkungen Uber die verschi
nen Todesursachenkategorien hinweg widerspiege

Diese ICD-Gruppierungen machen 7.600 Todes
aus *41 % der in Abbildung 2 oben ausgewiese
Ubersterblichkeit. Die Auswirkungen auf die noch |
geborenen Kinder sind daher nicht gering, sondern
reichend und erstrecken sich Gber mehrere physio
sche Bereiche. Ein solches Muster steht eher im
klang mit vererbbaren oder wéahrend der Schwar
schaft eingepragten Anfélligkeiten als mit isolierten ,
malien, was auf epigenetische Stérungen oder K
bahnveranderungen hindeutet. Es handelt sich hie
nicht einfach um eine teratogene Wirkung auf
einzelnes Kind, sondern um ein generationeni
greifendes Echo, das bei Tausenden nachhallt.

Die Tatsache, dass diese Daten mit erhéhten Sterk
keitsraten bei mMRNA-geimpften Erwachsenen einhe
hen, ist besonders alarmierend.

Diagramm 4: Was ist eine Inflexion (DFT-
gramm)?

Eine Inflexion ist eine deutliche (ein diskreter Bei
der abrupt, begrenzt, ausgeprégt und eindeutig ist),
tistisch signifikante und anhaltende Veranderung
zugrunde liegenden Dynamik einer Datenreihe A
beispielsweise ihrer Richtung, Rate oder Variabilit
die in zeitlichem Zusammenhang mit einem marka
Datum, Mechanismus oder Ereignis auftritt. Die St
lichkeitstrends waren lange Zeit ricklaufig; n
2021 kehrte sich der Trend dann plétzlich um.

Die Deviation-from-Trend-Analyse (DFT) filtert si
nale Schwankungen und Hintergrundvariationen
aus, um das zugrunde liegende Signal sichtba
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circa la meta di questa categoria € ancora in attesa
di essere assegnata a codici ICD specifici per il
2023/24. Inoltre, questa analisi si basa sulla codi-
fica della causa di morte sottostante (UCoD) e non
sulla codifica delle cause multiple di morte (MCoD)
per evitare duplicazioni dei dati.

Nel loro insieme, questi fattori indicano che i dati
complessivi per il 2023/24 sottostimano quasi cer-
tamente l'entita effettiva dell'eccesso di mortalita in
guel periodo, ma anche in questa forma conserva-
tiva i dati rimangono allarmanti rispetto al valore di
riferimento del 2018/19, soprattutto in una coorte di
mortalitd che aveva registrato un calo significativo
nei 30 anni precedenti. Tuttavia, la classifica stessa
rimane provvisoriamente valida, poiché riflette I'im-
patto relativo tra le diverse categorie di cause di
morte.

Questi raggruppamenti ICD rappresentano 7.600
decessi, pari al 41% della mortalita in eccesso ri-
portata nella figura 2 sopra. L'impatto sui bambini
non ancora nati non & quindi trascurabile, ma piut-
tosto ampio e si estende a diversi ambiti fisiologici.
Un tale modello & piu coerente con vulnerabilita
ereditarie o impresse durante la gravidanza che
con anomalie isolate, il che suggerisce disturbi epi-
genetici o alterazioni della linea germinale. Non si
tratta semplicemente di un effetto teratogeno

su un singolo bambino, ma di un‘eco transge-

nerazionale che risuona in migliaia di persone.

Il fatto che questi dati siano associati ad un _au-
mento dei tassi di mortalita negli adulti vaccinati
con mRNA ¢ particolarmente allarmante.

Grafico 4: Che cos'e un'inflessione (grafico
DFT)?

Un'inflessione € un cambiamento significativo (un
contributo discreto, improvviso, limitato, pronun-
ciato e chiaro), statisticamente significativo e persi-
stente nella dinamica sottostante di una serie di
dati - come la direzione, il tasso o la variabilita - che
si verifica in relazione temporale con una data, un
meccanismo o0 un evento significativo . | trend di
mortalita sono stati in calo per molto tempo, ma
dopo il 2021 la tendenza si & improvvisamente
invertita.

L'analisi della deviazione dalla tendenza (DFT) fil-
tra le fluttuazioni stagionali e le variazioni di fondo
per rendere visibile il segnale sottostante. Questo
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machen. Diese Methode wird haufig in Bereicher
starker Saisonalitat angewendet, beispielsweise be
Prognose von Konsumgitern, wo sie dazu dient, p
liche Nachfrageschwankungen zu erkennen, die
hinter vorhersehbaren Feiertags- oder Schulanfa
zyklen verbergen. Hier zeigt sie den Beginn des
VWLHJV GHU 6WHUEOLFKNHLW
Abweichung von friheren Mustern auf. Ohne DFT
nen solche Anomalien durch Mittelwertbildung, lin
Regression oder Annualisierung verschleiert werd
Techniken, die Signale glatten und dazu verleiten
DOV A]XIIOOLJHV 5DXVFKHQ D
den agenda-getriebenen Verfechtern der pharmaz
schen Narrative nur allzu oft angewendet wird.
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metodo & spesso utilizzato in settori con una forte
stagionalita, ad esempio nella previsione dei beni
di consumo, dove serve a identificare improwvvisi
picchi di domanda che si nascondono dietro cicli
prevedibili legati alle festivita o all'inizio dell'anno
scolastico. In questo caso, mostra l'inizio dell'au-
mento della mortalita della "generazione vaccinale"
come una chiara deviazione dai modelli precedenti.
Senza la DFT, tali anomalie possono essere ma-
scherate dalla media, dalla regressione lineare o
dall'annualizzazione, tecniche che livellano i se-
gnali e inducono a considerarli "rumore casuale",
una tattica fin troppo spesso utilizzata dai sosteni-
tori della narrativa farmaceutica guidati da un'a-
genda.

Inflection: A distinct, statistically significant, and sustained change inthe
underlying dynamics of a data series — such as its direction, rate, or variability —
occuring in temporal association with a salient date, mechanism, or event.

Emergi’”ttrend

Grafik 4 +Wendepunkt bei allen natirlichen To-
desursachen im Alter von 0 bis 4 Jahren  (gebo-
ren von Mittern, die zu irgendeinem Zeitpunkt ge-
impft wurden) *zeigt eine klare Abgrenzung in Wo-
che 14 des Jahres 2021, ebenso wie Hunderte an-
derer Abweichungsdiagramme (DFT), die wir ver-
offentlicht haben.

Fazit

Solche Morbiditats- und Mortalitatsereignisse
EOHLEHQ VHOWHQ DXI AVHOWH
schrankt; im Laufe der Zeit manifestieren sie
sich in der gesamten Empfangerpopulation,
wenn auch in unterschiedlichem Schweregrad.
So fuhrte beispielsweise die Asbestexposition nicht
bei jedem Arbeitnehmer zu Mesotheliomen, doch

Il grafico 4 - punto di svolta per tutte le cause
naturali di mortetra0 e 4 anni  (nati da madri vac-
cinate in gqualsiasi momento) - mostra una chiara
demarcazione nella settimana 14 del 2021, cosi
come centinaia di altri grafici di deviazione (DFT)
che abbiamo pubblicato.

Conclusione

Tali eventi di morbilita e mortalita raramente ri-
mangono limitati a "casi rari"; nel corso del
tempo si manifestano nell'intera popolazione
dei destinatari, anche se con gravita variabile.
Ad esempio, l'esposizione all'amianto non ha cau-
sato mesotelioma in tutti i lavoratori, ma nessuna
esposizione € rimasta senza conseguenze: alcuni



keine Exposition blieb ohne Folgen z*einige litten
unter Atemwegsbeschwerden, andere unter chro-
nischen Entziindungen und wieder andere an un-
heilbaren Krankheiten. Es ist nur unsere Neigung
]X HLQHU-SABHRUHLQJHQRPPH
frihe Opfer als entbehrlich oder anomal abzu-
tun % die es uns erlaubt, die Dissonanz solcher
Signale zu ignorieren oder zu marginalisieren.

Unverwundbarkeitsvoreingenommenheit oder
A5 HShirt- , UUWXP3

Wenn eine Person falschlicherweise davon aus-
geht, dass Verletzungen nur einer begrenzten
Gruppe von Personen (denjenigen, die die sprich-
ZIUWOLFKHQ AURWHQ +HPGHQ:
und nicht ihr selbst passieren kénnen.

In gleicher Weise werfen die hier vorgelegten Be-
weise zwei Probleme von historischer Tragweite
auf:

Teratogenitdt + Die Sterblichkeitskurven bei
Sauglingen, Neugeborenen und Kindern, von
denen keiner Covid-19 oder dem mRNA-Impf-
stoff ausgesetzt war, sind nach Jahrzehnten
des stetigen Rickgangs nach oben geklettert,
was mit der massenhaften Einfuhrung der
MRNA-Impfung bei werdenden und zuklnftigen
Muttern zusammenfallt.

Generationubergreifender Effekt  + Kinder, die
nach der EinfUihrung geboren wurden, weisen

in mehreren physiologischen Bereichen eine
anhaltende Ubersterblichkeit auf, ein Muster,
das mit einer systemischen biologischen Sto-
rung Ubereinstimmt. Alarmierend ist, dass
diese Effekte genau den Stdérungen entspre-
chen, die bei Erwachsenen dokumentiert wur-
den, die direkt mit dem Covid- 19-mRNA-Impf-
stoff geimpft wurden.

Diese Signale erfordern eine sofortige, transpa-
rente und unerschrockene Untersuchung. Sie zu
ignorieren bedeutet nicht nur, die Daten zu leug-
nen, sondern auch, rucksichtslos mit der Gesund-
heit der Lebenden und der Ungeborenen zu spie-
OHQ 3

Abgesehen davon, dass in den USA die Empfeh-
lung der sog. Covid- 19-A,PSIXQJ3 XQ\
neuen Administration im Mai 2025 fur Schwan-
gere widerrufen wurde, hat nun eine Arbeits-
gruppe des ACIP_( Advisory Committee on
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hanno sofferto di disturbi respiratori, altri di infiam-
mazioni croniche e altri ancora di malattie incura-
bili. E solo la nostra tendenza al "pregiudizio
della maglietta rossa" *ovvero considerare le
prime vittime come sacrificabili o anomale +
che ci permette di ignorare o marginalizzare la
dissonanza di tali segnali.

Pregiudizio di invulnerabilita o "errore della ma-
glietta rossa"

Quando una persona presume erroneamente che
le lesioni possano verificarsi solo a un gruppo limi-
tato di persone (quelle che indossano le proverbiali
"magliette rosse” di Star Trek) e non a se stessa.

Allo stesso modo, le prove qui presentate sollevano
due problemi di portata storica:

Teratogenicita _: i tassi di mortalita tra neonati,
lattanti e bambini, nessuno dei quali & stato
esposto al Covid-19 o al vaccino a mRNA, sono
aumentati dopo decenni di costante declino, in
coincidenza con lintroduzione di massa della
vaccinazione a mRNA nelle donne in gr
danza e nelle future madri.

avi-

Effetto intergenerazionale : i bambini nati dopo
l'introduzione mostrano una mortalitd ecces-
siva persistente in diverse aree fisiologiche, un
modello che corrisponde a un disturbo biolo-
gico sistemico. E allarmante che questi effetti
corrispondano esattamente ai disturbi docu-
mentati negli adulti vaccinati direttamente con

il vaccino mRNA Covid-19.

Questi segnali richiedono un'indagine immediata,
trasparente e coraggiosa. Ignorarli significa non
solo negare i dati, ma anche giocare incautamente
FRQ OD VDOXWH GHL YLYL H Gt

Oltre al fatto che negli Stati Uniti la raccomanda-
zione della cosiddetta "vaccinazione" Covid- 19¢é
stata revocata sotto la nuova amministrazione
nel maggio 2025 per le donne in gravidanza , un
gruppo di lavoro delllACIP (__Advisory Committee




Immunization Practices ) unter dem Vorsitz des
US-MIT-Wissenschaftlers Resef Levi (siehe
oben) den Auftrag des US-Gesundheitsministe-
riums (HHS) erhalten, eine umfassende Gesamt-
bewertung/Gesamtrevision der Covid-
IXQJ3 YRUIXQHKPHQ

Die Investition der US-Regierung in die mRNA-
Technologie fir respiratorische virale Krankhei-
ten (Covid-19 und Grippe) wurde bereits mit dem
Hinweis darauf, dass diese Technologie mehr
Risiken als Nutzen in diesem Bereich birgt ein-
gestellt (siehe oben).

Es steht aller Voraussicht nach in den USA die ge-
nerelle Einstellung der mRNA-Impfkampagne fir re-
spiratorische Viruskrankheiten (Covid-19, Grippe
etc.) bevor.

Auch in Italien/Sudtirol ist bekanntlich ein be-

sonders starker Geburtenriickgang seit 2022 (in
Italien/Sudtirol begann die Massenimpfung der
fortpflanzungsfahigen Generation erst im Som-
mer 2021) sichtbar. Das kann nicht allein mit
wirtschaftlichen und soziologischen Proble-

men (die bereits in den Jahren zuvor bestanden
haben) erklart werden.

Detailauswertungen zu Fehlgeburten liegen fur
Italien/Sudtirol leider nicht vor.

Aufgrund der katastrophalen Auswirkungen die-

ser experimentellen Substanzen auf unsere Ge-
burtenrate und damit auf die Entwicklung der
Bevolkerung, gilt es auf lokaler Ebene im Rah-
men der gebotenen Moglichkeiten sofort insbe-

sondere in Auslibung der uns von unserer Auto-

nomie gegebenen Mdglichkeiten zu handeln.

Deshalb mein Beschlussantrag:

Aus diesen Grunden verpflichtet der Sudtiroler
Landtag die Landesregierung, aufgrund der
neuesten wissenschaftlichen Erkenntnisse und
des offenkundig bestehenden Zivilschutznot-
standes

1) im Rahmen der priméren Zustandigkeit im Zi-
vilschutz vorsorglich umgehend die Empfe-
hlung der Covid- 19-A,PSIXQJ3 |U 6
gere und Stillende auszusetzen

19-A, P
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on_Immunization Practices ) presieduto dallo
scienziato_statunitense del MIT Resef Levi __ (vedi
sopra), ha ricevuto dal Dipartimento della Salute
degli Stati Uniti (HHS) l'incarico di effettuare una
valutazione complessiva/revisione generale dei
"vaccini" Covid-19.

L'investimento del governo statunitense nella
tecnologia a mRNA per le malattie virali respira-
torie (Covid-19 e influenza) & gia stato sospeso
con la motivazione che questa tecnologia com-
porta piu rischi che benefici in questo campo
(vedi sopra).

E molto probabile che negli Stati Uniti sia imminente
la sospensione generale della campagna di vaccina-
zione con mRNA per le malattie virali respiratorie
(Covid-19, influenza, ecc.).

Anche in ltalia/Alto Adige é noto che dal 2022 si
registra un calo particolarmente forte delle na-

scite (in ltalia/Alto Adige la vaccinazione di
massa della generazione in eta fertile € iniziata
solo nell'estate del 2021). Cid non pud essere
spiegato solo con problemi economici e socio-

logici (che esistevano gid negli anni prece-
denti).

Purtroppo non sono disponibili analisi detta-
gliate sugli aborti spontanei in Italia/Alto Adige.

A causa degli effetti disastrosi di queste so-
stanze sperimentali sul nostro tasso di natalita e
quindi sullo sviluppo della popolazione, € neces-
sario agire immediatamente a livello locale,
nell'ambito delle possibilita offerte, in particolare
esercitando le possibilita che ci sono concesse
dalla nostra autonomia.

Da qui la mia proposta di delibera:

Per questi motivi, il Consiglio della Provincia
Autonoma di Bolzano obbliga la Giunta provin-
ciale, sulla base delle piu recenti conoscenze
scientifiche e dell'evidente stato di emergenza
civile

1) nell'ambito della competenza primaria in ma-
teria di protezione civile, a sospendere im-
mediatamente in via precauzionale la racco-
mandazione della "vaccinazione" Covid- 19
per le donne in gravidanza e in allattamento



2) im Rahmen der priméaren Zustandigkeit im Zi-

vilschutz vorsorglich umgehend die Covid-

19-A,PSIXQJ3 GHU %HY|ONHUX

zungsfahigen Alter auszusetzen

3) in der Person des Landeshauptmannes so-

fort die Regierungsprasidentin aufzufordern,
umgehend im Sinne von Art. 12 Gesetz Nr.
400 vom 23.08.1988 die Standige Konferenz
fur die Beziehungen zwischen Staat, Regio-
nen und autonomen Provinzen zum Zwecke
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2)

3)

nell'ambito della sua competenza primaria in
materia di protezione civile, a sospendere
immediatamente in via precauzionale la
"vaccinazione" Covid-19 della popolazione
in eta fertile

in persona del Presidente della Provincia, a
chiedere subito alla Presidente del Governo
ai sensi dell'art. 12 della legge n. 400 del
23.08.1988 di voler convocare con urgenza la
Conferenza permanente per le relazioni tra lo
Stato, le regioni e le province autonome al
fine di

3.1.der dringend notwendigen Be- 3.1. deliberare con urgenza la necessaria
schlussfassung tber den Widerruf der revoca della raccomandazione della
Empfehlung der sog. Covid- 19-A,P! cosiddetta "vaccinazione" Covid-19
IXQJ3 IU GLH 6FKZDQJHU per le donne in gravidanza

3.2. der dringend notwendigen Beschluss- 3.2.decidere urgentemente la sospen-

fassung Uber die generelle Ausset-

zung der Covid- 19-A,PISXQJ3 |-

Bevolkerung
gen Alter
3.3. der dringend notwendigen Detailaus-
wertung und Veréffentlichung der Da-
ten zu den Fehlgeburten
nach Schwangerschaftstrimester bzw.

im fortpflanzungsféahi-

+ getrennt

sione generale della "vaccinazione"
Covid-19 per la popolazione in eta fer-
tile

3.3. provvedere allurgente e necessaria
valutazione dettagliata e alla pubblica-
zione dei dati relativi agli aborti spon-
tanei - suddivisi per trimestre di gravi-
danza o settimana nel rispettivo anno

Woche im betreffenden Jahr seit 2021
und getrennt nach mit Covid- 19-A, P S
VWRII? %HKDQGHOWHQ >
delten

dal 2021 e separatamente per donne
trattate con il "vaccino” Co vid-19 e
quelle non trattate

einzuberufen.

f.to consigliera provinciale
Renate Holzeisen

gez. Landtagsabgeordnete
Renate Holzeisen

Pervenuto alla segreteria generale del Consiglio
della Provincia autonoma di Bolzano in data
22/8/2025, n. prot. 4859/bb

Beim Generalsekretariat des Sidtiroler Landtages
am 22.8.2025 eingegangen, Prot. Nr. 4859/bb
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MRNA-1273 is placenta-permeable
and immunogenic in the fetus
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COVID-19 mRNA vaccines are generally recognized as safghe outset even though COVID-19 during pregnancy tended to
for gestational administration. However, their transplacental pose a higher risk for maternal or neonatal complicatibBince
pharmacokinetics remain obscure. In this study, mRNA- accumulated clinical data and observations supported the safety
1273 intramuscularly given to pregnant mice rapidly circu- of mRNA vaccines for the mother and fefusRNA-LNP vaccina-
lated in maternal blood and crossed the placenta within tion prior to® or during pregnancyhas been highly recommended.
1 h to spread in the fetal circulation. Although spike However, the pharmacokinetics of mMRNA-LNPs in gravid females
mRNA in fetal circulation faded away within 46 h, it could remains shrouded in clouds, especially as to their transplacental ca-
accumulate in fetal tissues, mainly the liver and get trans- pacity. Although LNPs were reported to enabievivo vascular
lated into spike protein. Transplacental MRNA-1273 proved endothelial growth factor mRNA delivery to the placenta accompa-
immunogenic in the fetuses, as postnatally equipped with nied by its vasodilatiofi,neither vaccine mRNA nor mRNA-de-
anti-spike immunoglobulin (Ig)M, paternal allotypic anti- coded spike protein could be detected in the placeata cord
spike 1gG, and heightened anti-spike cellular immunity. blood® sampled 2 days at least and mostly over weeks or even
Gestationally administered, mRNA-1273 had a dose-depen-months after nal maternal BNT-162b2 or mRNA-1273 vaccina-
dent effect on its transplacental transfer and immunoge- tion. It brought to the notion that the placenta acted as the natural
nicity in the fetuses, with higher mRNA-1273 doses leading barrier to mRNA-LNPs, providing additional reassurance about
to increased transplacental mMRNA-1273 passage and greatethe safety of mRNA vaccines during pregnancy. However, it was
serum titers of endogenous anti-spike IgM/IgG generated by reported that mRNA-LNPs were swiftly cleared from the circula-
the fetuses. Thus, gestationally maternal mMRNA-1273 vacci-tion during the rst 24 h with the time required for 50% decrement
nation might endow the newborns with not only passive of mRNA-LNP concentration (f,) in a range of 273.8 h'*
but also active anti-spike immunity. Our results pose new in- implicating that transplacental mRNA-LNP transfer, if any, would
sights into transplacental capacity of mRNA vaccines and most likely occur within 24 h after maternal vaccination. More-
their immunogenic potential in the fetuses, advancing our over, mMRNA-LNPs administered intravenously in fetalr adult
knowledge of mRNA medicine to protect the unborns animal$® underwent rapid systemic spread with preferential LNP
against pathogens in perinatal life and broaden our horizons accumulation and peak mRNA functionality in the liver within
of prenatal mMRNA molecular therapy. 4 h followed by decreasing protein levels at 24 h after injection
or translation ceasing on day 2. Taken together, it seemed prema-
ture to negate transplacental mMRNA-LNP transfer on the basis of
INTRODUCTION undetectable vaccine mRNA or its products in belatedly collected
The two next-generation vaccines of Moderna mRNA-1281  fetal blood or placenta that was even not favorable to harboring

BioNTech BNT162b2 based on SARS-CoV-2 spike protein-en-pnrNA-LNPs or spike proteins. We conducted this murine study
coding mRNA strands packaged in lipid nanoparticles (LNPs),

have been widely used during and after the COVID-19 pandemic.
They conferred over 90% efcy against COVID-19 with a favor-
. ’2 . . ._

able safety .prde in adultsl._ However, heightened pharmacowgl ttps-/idoi.org/10. 1016/; omtn. 2025, 102489
lance pertaining to potential or unexpected embryotoxic/fetotoxi ) ) .

. L. . orrespondence:Cheng-Hsun Chiu, Department of Pediatrics, Chang Gung
effects of brand-new medical products administered during pre@remorial Hospital, No. 5, Fu-Shin Street, Kweishan, Taoyuan 333, Taiwan.
nancy precluded gravid women from mRNA-LNP vaccination aE-mail: chchiu@adm.cgmh.org.tw

Received 6 September 2024; accepted 13 February 2025;

) Molecular Therapy: Nucleic Acids Vol. 36 March 2028 2025 The Author(s). 1
Published by Elsevier Inc. on behalf of The American Society of Gene and Cell Therapy.
This is an open access article under the CC BY licensen(tp://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

aaaaaaa



Molecular Therapy: Nucleic Acids

to reappraise the transplacental capacity of mMRNA-1273 and scriixamination of anti-spike IgG  1/19G », with their virus-blocking

tinize its immunogenicity in the fetuses. efbcacy

To elucidate the immunological consequences of transplacental
RESULTS mRNA-1273 transfer in the fetus, we scrutinize theuince of
Detection of transplacental polyethylene glycol lipid MRNA-1273 doses given intramuscularly to pregnant mice on serum

Following a single-dose intramuscular injection ofidmRNA-1273  anti-spike immunoglobulin levels of dams and pups. After maternal
into gestational day 14 (GD14) pregnant mice, the fetuses were delRNA-1273 vaccination at the same dose of 0.2, 1.0, 2.0, 0g4.0
ered and euthanized at selected time points to search fetal blood fsr GD14 and GD17, the dams and their pups were examined for
transplacental LNPs, using anti-polyethylene glycol (PEG) antserum anti-spike immunoglobulin (1g) levels 1 month after delivery.
bodies. PEGylated LNPs swiftly moved into the maternal bloodstreahtie vaccinated mothers sigoantly generated anti-spike 1@ G,

and ef ciently crossed the placenta to spread in fetal circulatioim the absence of a dose-responsive fashion, ranging respectively
within 30 min (Figure A). However, they faded away in maternal cir-around 108200 ng/mL and 2040ng/mL with relatively steady levels
culation within 3-24 h but lasted over time in the fetal circulation for over a postnatal period of 3 monthSigure A). However, mMRNA-

at least 7 days, indicating slower PEG breakdown in the fetuses th3 given to pregnant mice exerted a dose-dependent effect on off-
the dams. Further enzyme-linked immunosorbent assay (ELISAprings serum anti-spike IgfigG,, levels, which showed a dwin-
con rmed that PEG levels stayed steady in fetal sera within 3 h afteling trend over timeftigure B). Virus-blocking efcacy of maternal
maternal 41y mRNA-1273 vaccination, and dropped sigraintly at ~ sera was as high as 1024- to 2048-fold dilutions at least within post-
6-h and 1- to 3-day time points={gure B). PEG in the offspriig  natal 2-3.5 months, whereas the pagera at 2 months old had lower
sera was barely found on daysl1 post-maternal vaccination, and neutralization activity, which even vanished by 3.5 monthsfelgt (

no longer detectable by days-18. There was no detectable PEGure ZC). It was essentially consistent with the distinct durability of
in fetal placenta, liver, and soft tissues by ELISA at any of the tinserum anti-spike 1gG between the danisg(re 2) and their
points examined (data not shown). Notably, a reduction of maternaiffspring Eigure B). The discordance between thest month
MRNA-1273 doses caused a decline in serum PEG levels in the fetusgsspike 1gG/IgG,, levels of mothers and their offspring in

within 3 h after maternal vaccinatioirigure TC). response to mMRNA-1273 doses used to vaccinate the dams might
have relevance to transplacental MRNA-1273 transfer in a maternally
Detection of transplacental spike mMRNA dose-dependent manneFigures C and 1F;Tables S&and SJ). It

We then examined whether transplacental LNP transfer was coupledlled into question whether transplacental mRNA-1273 transfer
with vaccine active substance of SARS-CoV-2 spike mMRNA by revevggs not only maternally dose-dependent but also exerted a dose-
transcription PCR (RT-PCR)~(gure S). After maternal intramus- dependent effect on triggering the fetal immune system to generate
cular vaccination of 4y mMRNA-1273, spike mRNA entered the endogenous anti-spike IgG.

maternal circulation and crossed the placenta to fetal blood within

1 h, whereas transplacental spike MRNA shortly became undetectafahalyses of anti-spike IgG  ,, allotypes in offspring

in fetal circulation by 46 h (Table S). Thus, spike mMRNA was more Investigations proceeded to assess the derivation of the offspring
liable to degradation than PEG in fetal blood. Transplacental spilenti-spike 1gG, after maternal mRNA-1273 vaccination, using two
mRNA mainly accumulated in fetal livers, and also dwelt in fetal plaallelic forms (Igh-1a and Igh-1b) of the Igh-1 (lg§3)2a constant re-
centas and trunk soft tissueBidure D; Table S). Spike mMRNA gion). The mouse BALB/c strain possesses the,lgfGgh-1a haplo-
might persist in offspring liver and spleen at least until postnataltype, whereas the C57BL/6 strain belongs to the Igh-1b haplotype.
3 weeks Table S). Notably, immunouorescence staining demon- C57BL/6 females were mated to BALB/c males, and then girgn 4
strated the lodging of PEGylated LNPs and spike protein in fetal livenRNA-1273 vaccination respectively on GD14 and GD17. Postna-
cells Figure E). Taken together, transplacental mMRNA-1273 transfemlly, the offspring (BALB/c male C57BL/6 female, F1) co-ex-
came along with mRNA-decoded protein expression in the fetus. ressed both Igh-1a and Igh-1b haplotypes of anti-spike @G
dams vaccinated with 0.8g mRNA-1273, vaccine mRNA also the age of 4 weeks despite fading-out of the Igh-1a haplotype by
rapidly spread to the maternal circulation, accrued to the placent8 weeks oldKigures A and 3B;Table S} It provided the direct mo-

and distributed to the fetusT@ble SP Although levels of spike lecular evidence that the offspring were equipped with endogenous
mRNA in fetal placentas did not differ between 0.2 and mg0 anti-spike 19G, which could not originate from anything other
mMRNA-1273 administered to the dams, low-dose mRNA-1273 gatiean the offspringg B cell clones selectively expressing paternal
rise to less spike mRNA accumulation in fetal livers than high-dodgh-1 allotype. Clearly, the offspring born to dams with gestational
ones Figure F). Overall, transplacental mRNA-1273 transfer exmRNA-1273 vaccination had been immunized by spike protein and
hibited a maternally dose-dependent response, with higher materradditionally armed with endogenous anti-spike 1gG. Incidentally,
mMRNA-1273 doses resulting in greater levels of PEG in the circulatiserum anti-spike Igé&; of all C57BL/6 dams, mated to BALB/c males,
and spike mRNA in the liver of the fetus. However, comparable levelsas found to contain Igh-1a haplotype of fetal origiraifle SR

of spike mRNA in fetal placentas between high- and low-dosedicating a reverse direction of fetal-to-maternal anti-spike,igG
mRNA-1273 given to the dams might suggest placental trapping ttnsfer. Thus, transplacental 1gG transfer could be bidirectional.
mMRNA-1273 before reaching the fetus. When gestational C57BL/6 dams were vaccinated withn@.2
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(A) GD14 FVB/N mothers, intramuscularly (IM) vaccinated with a single-dose mMRNA-1273 of 41, were subjected to serum collection before vaccination (Pre), and at
indicated time points of 0.5-3 h and 1-7 days after injection. Their pups were delivered for serum sampling at the same time points. Immunodot blot assay demonstrated
transplacental PEGylated LNP transfer. (B) ELISA disclosed that fetal sera contained signi cantly higher PEG levels at the time points of 1 h, 3 h, and 6 h after maternal mRNA-
1273 vaccination than those with maternal saline injection (control, ANOVA with least signi cant difference (LSD) multiple comparison). A signi cant decrease of serum PEG
levels occurred between 3 h and 6 h. Although PEG remained measurable in certain pups of groups 1-3 d and 7-11 d, their mean levels did not differ from that of saline
controls. On days 14-18, PEG was completely absent in all neonatal sera, identical to saline controls. (C) At the time points of 1 h and 3 h following maternal vaccination,
4.0 mg mRNA-1273 led to higher PEG levels in fetal sera than a dose of Oryy. (D) Spike mMRNA in fetal placenta, liver, and soft tissue was quanti ed by RT-PCR after maternal

4 ng mRNA-1273 vaccination (dams 234, 235, and 236 infable S1). Spike mRNA levels of “()” and “< 0.021” were input as “0” and “0.021,” respectively in building this
chart. Spike mRNA signi cantly dominated in fetal liver of groups 1, 4, and 6 h (ANOVA with LSD multiple comparison). (E) Immunostaining disclosed intracellular PEGylated
LNPs and spike protein in fetal liver 6 h after maternal 4.8y mRNA-1273 vaccination. DIC: differential interference contrast. ZI: zoom-in. (F) At the time points of 1, 4, and 6 h
after maternal mMRNA-1273 vaccination, levels of spike mRNA in fetal placentas did not differ between 4.0 and @@ mRNA-1273 used to vaccinate the dams (ables S1

and S2), whereas 4.0ng mRNA-1273 led to signi cantly greater spike mRNA accumulation in fetal livers than Or)y mMRNA-1273. Error bar charts display the boxed areas of

95% con dence intervals for the means as box-crossing horizontal lines.
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Figure 2. Anti-spike 1gG 1/1gG ,, with virus-blocking efbcacy in dams and their offspring after gestational MRNA-1273 administration

Pregnant FVB/N mice were intramuscularly vaccinated by the same doses of mMRNA-1273 (0.2, 1, 2, ond) on GD14 and GD17. (A) One month after delivery (M1), all four mRNA-
1273 doses elicited signi cant levels of serum anti-spike 1g@1gG,,in dams and (B) pups g < 0.001, ANOVA), as compared with their saline controls. There were dose-responsive
anti-spike 19G,/1gG,, levels in pups rather than dams (multiple comparisons by Fisher's LSD post hoc test). The dams<(6) kept steady anti-spike 1gG/1gG,, titers in sera within
postnatal 3 months (M1-M3) except for aninitial drop of anti-spike Igizlevels p = 0.010, pairwise comparison) at M2, whereas anti-spike 1g@8lgG,,in pups’ sera f = 18) gradually
faded away by M3-M4. The interconnected circles at different time points were the data of 1g@yG,, levels collected from an individual mouse. (C) Virus-blocking ef cacy of
maternal and offspring sera was evaluated by pseudovirus neutralization assays and shown in a represgive mother and its offspring. Postnatal 2- and 3.5-month maternal sera
had the neutralization titers of 2048- and 1024-fold dilutions, respectively, whereas neutralization adgivf offspring sera was 64-fold at 2 months old but vanished by 3.5 months
old. Error bar charts display the boxed areas of 95% con dence intervals for the means as box-cssing horizontal lines.

MRNA-1273 twice, their offspring barely generated anti-spike,lgGlymphocyte proliferationKigures A and 4B) with their respective

of Igh-1a haplotype despite high titers of Igh-1b allotypic anti-spikealine control counterparts. Additionally, spike-reactive interferon
1gG,,in sera Figure &; Table S}t These results pointed to a dose-(IFN)-g- and interleukin (IL)-2-secreting T cells were enumerated
responsive relationship between mRNA-1273 doses used to vaccirtateenzyme-linked immunospot assay (ELISpot), proving at signi
the dams and serum titers of endogenous anti-spike IgG in the fetuseantly heightened frequencies as opposed to their saline controls
As a consequence, MRNA-1273 had a maternally dose-dependent(Efgures € and 4D). Altogether, maternal mMRNA-1273 vaccination
fect on not only its transplacental capacity but also its immunogeduring pregnancy might trigger adaptive immunity against spike pro-
nicity as to the productivity of endogenous anti-spike 1gG in theein in dams and their pups.

fetuses.

Assessment of anti-spike IgM and cellular immunity Immunological outcome of direct fetal exposure to mRNA-1273

Being placenta-impermeable, anti-spike IgM in offspring wa%o further validate the immunogenic effects of mMRNA-1273 on pre-
measured to recomm fetal immunization by transplacental immune fetuses, we directly subjected GD14 murine fetuses to
mRNA-1273. Maternal vaccination with either 0.2 or 4r§ intraperitoneal mMRNA-1273 injection. Postnatally, fetal recipients ex-
MRNA-1273 gave rise to heightened anti-spike IgM levels in offsprirfgbited heightened titers of serum anti-spike 1§GG,, (Figures A

by the age of 4 week§&ifure ). High-dose mRNA-1273 led to and 5B), which decreased gradually within the postnatal 3 months.
higher serum titers of fetal anti-spike IgM than low-dose ones. Vacclrheir lymphocytes also proliferated spesilly in response to
nated dams and their offspring were further examined for cellular imSARS-CoV-2 spike proteifrigure €) in association with a height-
munity to spike protein by the readout of incorporated tritium into ened frequency of spike-reactive IgNand IL-2-secreting T cells
lymphocytes. Both compared favorably in spike protein-speci (Figure ®). These results sigred fetal immunoreactivity to
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(legend on next page)
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MmRNA-1273 administeredin utero even before full T cell whether the two extra trophoblast layers in murine placentas ex-

development. erted negative or positive impacts on materno-fetal exchange of
bio-substances, let alone mRNA-1273. This murine study demon-
DISCUSSION strated that mMRNA-1273 possessed the dose-dependent transpla-

Maternal mMRNA COVID-19 vaccination during pregnancy offered aental capacity in gravid dams and exhibited immunogenic poten-
“two-for-on¢ deal to protect mothers as well as their infdnfhis  tial in the fetuses. Thesendings urge the need to reappraise
added infant protection has long since been attributed to transplacentednsplacental capacity of mMRNA-LNPs and clarify the status of
transfer of vaccine-elicited maternal anti-spike antibotliéikenedto  immunoreactivity to spike protein in human fetuses or infants
maternal vaccination against imenza, tetanus, diphtheria, and with gestational maternal mMRNA COVID-19 vaccination. The in-
pertussis’ In this study, murine placentas proved permeable tdormation obtained will have a profound inence on the
mRNA-1273 along with mRNA-decoded spike protein translation irCOVID-19 vaccination strategy in infants born to gestationally
GD14 murine fetuses, which lacked functionally competent T cells saccinated mothers.
murine T cell receptors were not expressed until GBHawever, ver-
tical MRNA-1273 transmission made maternal mRNA-1273 vaccinsaRNA vaccines exhibited good safety pes in humans® and
tion immunogenic rather than tolerogenic in developing fetuses. It isven pregnant individuaf$.>* However, the positive safety out-
in line with an immunization event arising after artial fetal exposure comes in the clinical arena could not alleviate the apprehensions
to foreign peptide$3'“wherein fetal macrophages sequestered endocgbout the potential genotoxicity such as genome integration, onco-
tosed antigens and differentiated toward dendritic cells to instruct welienesis, or germline transmission.’ which was fueled by
developed T cells later on in lif&Thus, the developing immune system enduring biodistribution of vaccine mRN&® or its product®**
of fetuses born to mothers with gestational mMRNA-1273 vaccinatidn post-marketing studies. These inconvenientings somewhat
still had an active role in protecting against pathogens. re ected the rapid marketing authorization of mRNA vaccines
with incomplete preclinical studies due to the urgent health needs
Mammalian placentas are categorized into epitheliochorial, endoy the face of a public health crisis caused by the COVID-19
theliochorial, and hemochorial types on the basis of the cell laygpandemic>® This murine study lled the void in transplacental
intervening between maternal and fetal circulatibigjown as in-  pharmacokinetics of mRNA vaccines, which has been missing in
terhemal barriers that iruence placental permeability of animal preclinical studies even though mRNA vaccines themselves involved
species. Both humans and mice possess hemochorial placersmgeral new biotechnologies. In this research, mRNA-1273 did not
with similar cell types of placental trophobld$ts to mediate ma- pose discernible safety issues in pregnant mice and their pups. How-
terno-fetal exchange. Hemochorial placentation lacks interhemaver, the proof of transplacental mMRNA-1273 transmission with
barriers of uterine endometrium (including its epithelia, stromaenduring mRNA retention in the offsprirg liver or spleen inevi-
and vascular endothelia), leading to direct immersion of fetdahbly aroused an interest in the genotoxic effects of mRNA vaccines
trophoblast layers in maternal blood. It bet® bio-substance ex- on the developing fetus, where heightened activities of cell multipli-
change between mothers and their fetuses by providing direct amation and specialization potentially created genomic instabifity
cess of fetal trophoblasts to maternal blgbth light of the iden-  to render the fetus vulnerable to the integration of exogenous ge-
tical interhemal barriers in the placenta, the mouse model shouhlietic element3**> Considering the occurrence of SARS-CoV-2
be appropriate for simulating placental exchange of bio-substand@BIA retro-integration into the human cell genorifethe risk of
in humans. However, one should exercise caution in extrapolatihgng-term genotoxicity in the offspring born to mRNA-vaccinated
the ndings of transplacental mMRNA-1273 transmission from thisnothers cannot be overlooked.
murine study to human subjects since there is a distinction in his-
toarchitectures between murine and human placentas, evidend8d/en the success of mRNA COVID-19 vaccines and teday
by three-layered trophoblasts (hemotrichorial) at the murine mabiotech landscape, there is a prospect of extending mRNA-LNP
terno-fetal interface in contrast to one-layered syncytiotrophoblaséchnology to the genetic diseases with defective/missing proteins
(hemomonochorial) of human placerta.It remained unclear or enzymes such as cystidrosis, propionic acidemia, and

Figure 3. Analyses of anti-spike IgG  », allotypes and anti-spike IgM in offspring born to the dams with gestational mMRNA-1273 vaccination

(A) After mMRNA-1273 vaccination, BALB/c (Igh-1a) C57BL/6 (Igh-1b) F1 mice f = 9) signi cantly secreted anti-spike 1gG, (Igh-1a/b) in sera within 2—4 weeks (pairwise
comparison). Igh-1a haplotype dominated the allotypes of anti-spike Ig&. (B) C57BL/6 females (F) mated to BALB/c males (M) were vaccinated withrg) mRNA-1273
twice on GD14 and GD17. Both paternal Igh-1a and maternal Igh-1b allotypic anti-spike Igsigni cantly showed up in BALB/c (M) C57BL/6 (F) F1 mice at 4 weeks old
(p < 0.001) despite undetectable paternal Igh-1a allotype by 8 weeks oldp(= 0.508). (C) In the case of 0.2y mRNA-1273 vaccination in C57BL/6 pregnant mice,
BALB/c C57BL/6 F1 offspring 6 = 17) did not compare favorably in serum anti-spike 1g&, of Igh-1a @ = 0.418) with their saline controlsr{ = 5) but owned signi cantly
higher levels of Igh-1b|§ < 0.001) allotype than the controls by their age of 4 weeks. (D) After maternal vaccination with either 0.2 or 48 mRNA-1273 twice, offspring
showed signi cantly heightened levels of serum anti-spike IgM by their age of 4 weeks, as compared with the controls with maternal saline injection. Besides,rgnRNA-
1273 given to the dams elicited higher serum titers of anti-spike IgM in offspring than Ordy MRNA-1273 (p < 0.001). OD: optic density at 450 nm. Error bar charts display the
boxed areas of 95% con dence intervals for the means as box-crossing horizontal lines.
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Figure 4. Anti-spike cellular immunity in dams and their pups after maternal mMRNA-1273 vaccination during pregnancy

(A and B) After maternal vaccination with 4g mRNA-1273 twice, the dams and pups were examined for spike-speci ¢ lymphocyte proliferation by the readout of incor-
porated tritiumin vitro. Splenic lymphocytes of both dams §p = 0.001) and pups @ < 0.001) proliferated speci cally in response to spike, as opposed to those with maternal
saline injection. Besides, the damsg = 0.004) and pups p < 0.001) with maternal mMRNA-1273 vaccination were superior in spike-speci ¢ lymphocyte proliferation to their
respective saline controls. Bovine serum albumin (BSA) was the third-party stimulators, and Con-A was a mitogen to non-speci cally stimulate T cells. (C and D)dFahd
IL-2 ELISpot images in triplicate shown were from a representative dam and pup with maternal mMRNA-1273r¢g) or saline vaccination during pregnancy. Both groups
exhibited heightened frequencies of IFNg- and IL-2-secreting T cells, as compared with their respective control counterparts. Error bar charts display the boxed areas of
95% con dence intervals for the means as box-crossing horizontal lines.

phenylketonurig These candidate diseases if diagnosed prenatatlyses. However, it is better to note that the ability of LNPs to
can be managed by prenatal mMRNA therapies before the onset ordaliver mRNA and accumulate within desired tissues or organs
the early stage of irreversible pathology to minimize diseasmried with changes in LNP chemistis?® Thus, modi cations
morbidity and mortality, and achieve high therapeuticceity. in lipid excipients used for mMRNA-LNP formulations might affect
In consideration of transplacental MRNA-1273 passage, the unntéeir transplacental capacity and warrant an evaluation of their
need of fetal mMRNA therapies may be fldd simply through transplacental properties.

maternal mMRNA-LNP administration in case of no harm to the

mothers, but the potential immunogenicity of mRNA-decodedn this era of mMRNA medicine, the new insights into transplacental
peptides must be taken into consideration even in pre-immune fggharmacokinetics of mMRNA vaccines and immunogenic potential
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GD14 FVB/N fetuses were subjected to intraperitoneal injection of MRNA-1273 (IU mRNA-127%87 19). (A and B) Postnatally, serum anti-spike IggG,, was examined at

the age of 1 month. IlU mRNA-1273 led to signi cantly higher titers of anti-spike Ig{lgG,,, as compared within uterosaline injection (IU saliney = 9). Serum anti-spike IgG/
19G,, gradually decreased within postnatal 3 months. Circles interconnected by a line represent |gBG,, levels measured at 1 (M1), 2 (M2), and 3 (M3) months old from an
individual mouse = 11). (C) Lymphocyte proliferation in response to spike protein was measured by the readout of incorporated tritium=(4) as counts per minute (cpm).
Medium only was used as background controls, BSA as third-party stimulators, and Con-A as a mitogen to stimulate the T cell population. I[U mRNA-1273 signi cantly
proliferated speci cally in response to spike proteing < 0.027), whereas IU saliner(= 4) failed to show lymphocyte proliferation under spike protein stimulation. There was a
signi cant difference in lymphocyte proliferation under spike protein stimulation between IU mRNA-1273 and IU salipe<(0.006). Rectangles within a dataset represent 95%
con dence intervals for the means, which are shown as transverse lines crossing the rectangles. (D) Spike-reactive I§FNand IL-2-secreting cells of splenic lymphocytes
were enumerated by ELISpot. Figures showed the spots with their counts from the representative mice of [IU mRNA-1273 and IU saline. The frequency of spike-reactive IFN-
g- and IL-2-secreting T cells was calculated by the mean of ELISpot readouts (triplicates) divided by the CD&ll ratio of splenic lymphocytes in each individual mouse.
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of MRNA-decoded protein in the fetuses may advance our knowledgkam Protran). The membrane wasst blocked with 5% milk in
to better protect the unborns against pathogens in perinatal life antti-buffered saline containing 0.05% Tween 20 (TBST) for 1 h

broaden our horizons of prenatal mRNA therapeutics. on a rotating shaker and then incubated with anti-polyethylene
glycol (PEG) antibody (1:3,000, PEG-B-47, ab51257, Abcam, react-

MATERIALS AND METHODS ing only with conjugated forms) for 2 h. After washing with TBST

Mice three times, the membrane was treated with peroxidase-conjugated

Inbred FVB/N, BALB/c (Igh-1a of Ig& g2a constant region) and goat anti-rabbit IgG (1:5,000, AP132P, Sigma-Aldrich) for 2 h, fol-
C57BL/6 (Igh-1b of Igé&, g2a constant region) mice were purchasedowed by Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate
from National Laboratory Animal Center (Taipei, Taiwan) at the ag¢Millipore) for 2 min. Finally, the blots were subjected to chemilu-
of 6-8 weeks. Animals were housed in the Animal Care Facility aminescence imaging detection (UVP Chemstudio). Positive con-
Chang Gung Memorial Hospital (CGMH) under the standard guidetrols were 2-fold serial dilutions of MRNA-1273, and negative con-
lines from "Guide for the Care and Use of Laboratory Animals" anttols included saline and maternal/pupsera collected after
with the approval of the CGMH Committee on Animal Research. Fenaternal saline injection.

males were caged with males in the afternoon and checked for vaginal

plugs the following morning. The day the plug was observed w&3-PCR to quantify spike mRNA

designated as day O of the pregnancy. RNA was isolated from tissue samples of fetuses with maternal mMRNA-
1273 vaccination using GeneJET RNA Peation Kit (Thermo Fisher
Harvest of fetal tissues Scienti ¢) according to the manufactutemprotocol. RNA concentra-

Under anesthesia for pregnant mice, midline laparotomy was petion was determined using Nanodrop. RNA samples of 500 ng were
formed to expose the uteri. The fetuses were delivered through hysteversely transcribed into cDNA using PrimeScript RT reagent Kit
otomy and immediately washed with saline. After decapitation, fetdrakaRa Bio). Primers used to detect target cDNA were as fdflolis:
blood was collected by pipetmans. Then, fetal placenta, liver, aRdrward primer: AACGCCACCAACGTGGTCATC. Reverse primer:
trunk soft tissues were obtained. Samples were stored in RNAlater &F TGTTGGCGCTGCTGTACAC. Bio-Rad iQ5 real-time PCR
lution at 80 C for downstream analyses or subjected to homogendetection system and 2xSYBR gPCR Mix (BioTools) were used for
zation in organic solvents of ethanol or dimethyl sulfoxide (DMSOPCR: 30 s at 9& followed by 40 cycles of 5 s at @5and 20 s at

for PEG extraction. 60 C. All samples (1) were run in duplicate as 2t reactions.
For setup of spike mRNA standard curves, cDNA reversely transcribed
mRNA-1273 vaccination in pregnant mice from 100 nghk mMRNA-1273 was serially diluted in a 1:2 ratio.

Pregnant mice received intrantusgar (thigh) injection of mMRNA- These 3-fold serial dilutions of fl- cDNA samples were further
1273 on their GD14 and GD17, each at the same dose of 0.2, 11@, diluted to 20nL (corresponding to 0  0.0021 pgtL of spike

or 4 ny, diluted in 100nL saline. Postnatally, sera of the damsmRNA) in PCR amplication. Negative results were determined by
and their offspring were sampled periodically for downstreanthe Ct values of tissue samples from the fetuses with maternal saline
experimental analyses. For mRNA-1273 component tracking injection.

the fetuses, a single dose of 0.2 og4nRNA-1273 was intramus-

cularly given to the mothers on their GD14. The fetuses were thé¥etermination of serum anti-spike IgG 1, IgG2,, and IgM levels

delivered by cesarean at indicated time points after maternal vacEELISA microtiter plates (Corning, Corning, NY, USA) wemst
nation to harvest fetal tissues and placentas for downstreacoated with 25 ng/mL and 50 ng/mL SARS-CoV-2 spike protein

analyses. (GTX02774-pro, GeneTex) respectively for the measurement of
mouse anti-spike lgGand 19G4IgM levels. The wells were blocked
In utero injection of MRNA-1273 with 3% bovine serum albumin (BSA, Sigma-Aldrich) in PBS, and

Under anesthesia, the uteri of GD14 pregnant mice were expos@dubated with 100 of diluted samples. In each well, biotinylated
through a vertical laparotomy. A 6@m glass micropipette with bev- anti-mouse IgG@ (Clone RMG1-1, BioLegend, San Diego, CA, USA)
eled tip was used to inject 0-@1ng of MRNA-1273 in 311 saline  was used for IgGdetection, biotinylated anti-mouse g Clone

into the peritoneal cavities of all fetuses at a littertkaasuterine RMG2a-62, BioLegend) for lgG&detection, and biotinylated anti-
approach. The control mice receiviaditerosaline injection. Murine  mouse IgM (Clone RMM-1, BioLegend) for IgM detection. Subse-
abdomen was closed in two layers by 5-0 silk suture. Then, mice weprgently, streptavidin-horseradish peroxidase (HRP, Sigma-Aldrich)
housed in an undisturbed room without bedding changes for 1 weelkias added to the wells. Then, the reaction was developed by adding

Pups were weaned at 3 weeks of age. 100 mL NeA-blue tetramethylbenzidine substrate (TMB) (Clinical
Science Products, Marddd, MA, USA) and stopped with 2M
Immunodot blot assay to detect LNPs of mMRNA-1273 H.SQ,. The optical density at 450 nm was read using an ELISA

This method was modid from the fat blot assay by Munnik and reader. Serum anti-spike Ig@nd IgG, levels were determined by
Wierzchowieck¥{ to semiquantitatively detect mRNA-LNPs. the standard curves of mouse monoclonal anti-SARS-CoV-2 spike
Mouse sera and serially diluted mRNA-1273n{1for each sam- 1gG; (1A9, GTX632604, GeneTex) and mouse monoclonal anti-
ple) were spotted onto a nitrocellulose membrane (0.45 NC, AmeBARS-CoV-1/2 S Protein lgg (clone 2B3ES5, Sigma-Aldrich),
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respectively. Serum anti-spike IgM titers were recorded as the val@egose of 18100 ni culture media per well and incubated in a hu-

of optical density. midi ed 37C CGO, incubator for 2 days under the stimulation of
SARS-CoV-2 spike protein (fg/mL, GTX02774-pro, GeneTex).
Determination of anti-spike IgG  ,, allotypes The plates were washed with Wash Buffer four times and incubated

Igh-1a and Igh-1b allotypes of lg@wvere used to examine whether with diluted detection antibody mixture (10€L/well) for 2 h at

the pups (BALA/c [Igh-1a] male C57BL/6 [Igh-1b] female, F1) room temperature on a rocking platform. After wash, the plates
generated endogenous anti-spike Jg&@ter maternal intramuscular were incubated with diluted Streptavidin-AP Concentrate A
vaccination of 0.2 or 48y mMRNA-1273, respectively, on GD14 and(100ni/well) for 2 h. The nal wash was followed by the treatment
GD17 during pregnancy. ELISA was performed as described abooEBCIP/NBT Substrate for 1 h. After the chromogen was decanted,
using 10 diluted serum samples treated with primary antibodieghe plates were washed with deionized water and dried at room tem-
of biotinylated anti-mouse 1gG2a (1:20,000, Clone RMG2a-62, reaperature. Plates were scanned and counted on an immunospot
ing with both Igh-1a and Igh-1b [Igh-1a/b] haplotypes), biotinylatedanalyzer (Cellular Technologies Ltd). The readouts of spike-reactive
anti-mouse Igh-1a (1:2,000, clone 8.3, BD Pharmingen) or bidFN-g/IL-2-secreting T cells in each mouse were divided by its
tinylated anti-mouse Igh-1b (1:2,000, clone 5.7, BD Pharmingergplenic CD3 T cell fraction to estimate their frequencies per million
respectively. The color developed was read at optic density Dfcells.

450 nm. Controls included BALB/c (male) BALB/c (female) and

C57BL/6 (male) C57BL/6 (female) F1 mice. Neutralization assay with SARS-CoV-2 spike pseudovirus
HEK-293T cells stably expressing human ACE2 (293T-ACE2 cells)
Quantibcation of PEG by sandwich ELISA were grown in 96-well plates (6 10* cells/well) at 37C with 5%

Sera or supernatants of tissue homogenates from murine fetuse®, for 24 h. Serial 2-fold dilutions of mouse sera were mixed with
were subjected to PEG quardation by ELISA kits (Life Diagnostics, SARS-CoV-2 wild-type spike pseudotyped lentivirus containing lucif-
Cat. #: MPEG) with the capture antibody spedio PEG backbone erase gene (4,000 relative infection unit), provided by RNA Technol-
and the detection antibody to the terminal methoxy group of vaccinegy Plateform and Gene Manipulation Core, Academia Sinica, in
PEGylated lipid. This sandwich ELISA was conducted according BMEM with 1% fetal bovine serum (FBS) at @7for 1 h. Then,

the manufactureés instructions. the serum-pseudovirus mixtures were added to 293T-ACE2 cells,
which was incubated at 3¢ with 5% CQ for 24 h and in DMEM
Lymphocyte proliferative responses to spike protein with 10% FBS for another 24 h. The luciferase activity was determined

Spleens were obtained from the mice§6veeks old) with maternal by Bright-Glo Luciferase Assay kit (Promega, Madison, WI, USA)
mRNA-1273 vaccination during pregnancy. Splenic lymphocytemnd the Synergy 2 (BioTek, Winooski, VT, USA) microplate redder.
were enriched by density gradient centrifugation and then cultureldeutralization titer was determined by the highest serum dilution
in triplicate each with 2 10° cells in 2007 RPMI 1640 medium that reduced the viral infectivity by at least 50%, compared with the
containing 10% fetal calf serum in 96-well plates. Responder lyrmerresponding control wells without sera added.

phocytes were grown in medium only as background controls and

stimulated with SARS-CoV-2 spike protein rt@g/mL), third-party  Histological examination of mMRNA-LNPs and spike protein by

stimulator of BSA (100 ng/mL), or non-speci mitogen of immunoRuorescence staining

Con-A (1 ng/mL). For the measurement of lymphocyte prolifera-The fetuses werexed in 4% paraformaldehyde overnight and
tion, day 5 cells wererst subjected to 16-h incubation with tritiated embedded in parah. Tissue sections were deparafed, rehy-
thymidine (ICN Biomedicals) at anal concentration of IrfCi per  drated, and then subjected to heat-induced antigen retrieval. After
well and then harvested for counting incorporated tritium in apermeabilization with Tween 20 and blocked with 1% BSA, the sec-
liquid scintillation counter (1450 Microbeta Plus counter). Lympho+tions were incubated with primary antibodies against PEG (1:100,
cyte proliferation was determined by the readout of incorporateBEG-B-47, ab51257, Abcam) and spike protein (1:100, chimeric
tritium as counts per minute. Controls were the mice with maternainAb, D001, MBS8119537) for 1.5 h, followed bgrescence-conju-

saline injection. gated donkey anti-rabbit IgG (1:100, Poly4064, BioLgend) and rat
anti-human IgG Fc (1:100, M1310G05, BioLgend). Visualization of
IFN-g and IL-2 ELISpot assay the nuclei was achieved by Hoechst 33342 staining (1:20,000, Invitro-

Murine IFN-g/IL-2-secreting T cells were quargd by mouse IFN- gen). Sections were mounted with Dak@rescence mounting me-

g and IL-2 ELISpot Kits according to the manufacttgdnstruc-  dium. Images were taken using a confocal microscope.

tions (R&D Systems). Brig, splenic lymphocytes of each animal

subject were enriched by density gradient centrifugation and theshatistical analyses

examined for their CD3 T cell fractions byow cytometry after All error bar charts were shown as 95% cdence intervals (boxed

the treatment of uorescence-conjugated anti-CD3 antibodiesreas) for the means (transverse lines crossing the boxes) along
(BioLegend). Wells in the microplates werst rinsed with culture with superimposed data points of individual mice. The equality of
media of RPMI 1640 containing 10% fetal calf serum for 20 min aheans was examined by Studernttest between two independent
room temperature. Then, cells were loaded into wells in triplicate ar paired groups, or by one-way analysis of variance (ANOVA)
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among three or more groups with post hoc Fishézast signicant 9. Santos, A., Sauer, M., Neil, A.J., Solomon, |.H., Hornick, J.L., Roberts, D.J., Quade,

difference (LSD) muItipIe comparisons. Differences were regarded B.J., and Parra-Herran, C. (2022). Absence of SARS-CoV-2 Spike glycoprotein
- . expression in placentas from individuals after mRNA SARS-CoV-2 vaccination.
as signicant in all tests gp < 0.05. Mod. Pathol 35 11751180

10. Prahl, M., Golan, Y., Cassidy, A.G., Matsui, Y., Li, L., Alvarenga, B., Chen, H.,
DATA AND CODE AVAILABILITY Jigmeddagva, U., Lin, C.Y., Gonzalez, V.J., et al. (2022). Evaluation of transplacental
Data reported in this paper will be shared by the correspondence author upon request. transfer of MRNA vaccine products and functional antibodies during pregnancy and
Any additional information required to reanalyze the data reported in this paper is infancy. Nat. Communl3 4422

available from the correspondence author upon request. 11. (CHMP), C.£M.P.LH.U. (2021). Spikevax (Previously COVID-19 Vaccine Moderna) :
EPAR - Public Assessment Report (European Medicines Agency). EMA/15689/2021
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COVID-19-mRNA-Impfstoffe gelten allgemein als sichdirfdie = Von Anfang2® bestand trotz des tendenziell hdheren Risikos fur
Verabreichung whrend der Schwangerschaft. lhre transplazentaréomplikationen bei Muttern und Neugeborenen wéhrend einer COVID
Pharmakokinetik ist jedoch noch unklar. In dieser Stuikulierte  19-Infektion>  aufgrund der gesammelten klinischen Daten und

mMRNA-1273, das schwangerendlbsen intramuskél verabreicht

Beobachtungen, die die Sicherheit von mRNA-Impfstoffen rfiMutter

wurde, schnell im ritterlichen Blut und passierte die Plazentaund Fotus belegter® eine hohe Empfehlung fur eine mRNA-LNP-

innerhalb von

1 Stunde, um sich im fetalen Kreislauf zu verteilen. Obwiba
Spike-mRNA im fetalen Kreislauf innerhalb von#t Stunden
verschwand, konnte sie sich in fetalen Geweben, hacigish in
der Leber, ansammeln und in Spike-Protein umgewandetiene
Transplazentar verabreichtes mMRNA-1273 erwies siclémiFoten
als immunogen, da sie postnatal mit Anti-Spike-Immundiabu
(Ig)M, vaterlichen allotypischen Anti-Spike-lgéaund einer
erhohten  Anti-Spike-Zellimmunitat ausgestattet waren.

eine dosisabhangige Wirkung auf den transplazemtaransfer und

Impfung  vor® oder wahrend der Schwangerschaft Die
Pharmakokinetik von mRNA-LNPs bei schwangeren Frauen ist jecio
nach wie vor unklar, insbesondere hinsichtlich ihrer transplaentaren
Fahigkeit. Obwohl berichtet wurde, dass LNPs diein vivo-
Verabreichung von vaskularem endothelialem Wachstumsfaktor-mRNA
an die Plazenta mit begleitender Vasodilatation ermdglicheh konnten
weder Impfstoff-mRNA noch mRNA-decodiertes Spike-Proteimider
Plazent& und im Nabelschnurblut® nachgewiesen werden, das
mindestens 2 Tage und meist Uber Wochen oder sogar Monate naidr

Bql
. M . BNT-162b2- RNA-1273-Impfi M
Verabreichung wéhrend der Schwangerschaft zeigte mRNA&-12 etzten 62b2- oder m 3-Impfung der Mutter entnommen

wurde. Dies fuhrte zu der Annahme, dass die Plazenta als natéhle
Barriere fur mRNA-LNPs fungiert, was die Sicherheit von mRN

die Immunogenitat bei den Foten, wobei hohere MRNA-1273, tiotfen wahrend der Schwangerschaft zusétzlich bestatigt. SE

Dosen zu einer erhdhten transplazentaren mRNA-127 &§assd

hoéheren Serumtitern von endogenem Anti-Spike-lgM/IgG &ihrt
die von den Foten gebildet wurden. Somit kdnnte eine mRRA3-

Impfung der Mutter wahrend der
Neugeborenen nicht nur eine passive, sondern aush a@hitive
Anti-Spike-Immunitat verleihen. Unsere Ergebnisse liefeauen
Erkenntnisse uber die transplazentare Kapazitdt vonNAnR
Impfstoffen und ihr immunogenes Potenzial bei FoteneBieitern

wurde jedoch berichtet, dass mRNA-LNPs innerhalb der ersten 24
Stunden schnell aus dem Kreislauf ausgeschieden wurden, wobei die
Zeit bis zur 50-prozentigen Abnahme der mRNA-LNP-Konzerttion

Schwangerschaft — depr(y /, ) lag im Bereich von 2,73,8 Stundeni! was darauf hindeutet,

dass eine transplazentare Ubertragung von mRNA-LNP, falls
vorhanden, hdchstwahrscheinlich innerhalb von 24 Stunden nach de
Impfung der Mutter stattfinden wirde. Darlber hinaus kam es he
intravends verabreichten mMRNA-LNPs bei Fotefi{ oder erwachsenen

unser Wissen liber mRNA-Medizin zum Schutz Ungeborener vTieren('¥ zu einer raschen systemischen Ausbreitung mit bevorzugter

Krankheitserregern in der Perinatalphase und eroffmeme
Perspektiven fur die pranatale mRNA-Molekulartherapie.

EINLEITUNG

Die beiden Impfstoffe der nachsten Generation von ModernenRNA-
1273' und BioNTech BNT162b2, die auf SARS-CoV-2-Spike-Protein-
kodierenden mRNA-Stréangen basieren, die in Lipidnanopakel (LNPs)
verpackt sind? wurden wahrend und nach der COVI9-Pandemie
weit verbreitet eingesetzt. Sie zeigten eine Wirksamkeion ber 90 %
gegen COVID-19 bei einem ginstigen Sicherheitsprofil bei
Erwachsenen.p ) @ Allerdings schloss eine erhéhte Pharmakovigilanz

hinsichtlich potenzieller oder unerwarteter
embryotoxischer/fetotoxischer Wirkungen von brandneuen
medizinischen Produkten, die wahrend der Schwangerschaft

verabreicht werden, schwangere Frauen von einer mRNA-IENImpfung
aus.

LNP-Akkumulation und einer maximalen mRNA-Funktionalitat in dr
Leber innerhalb von 4 Stunden, gefolgt von sinkenden
Proteinspiegeln 24 Stunden nach der Injektion oder einem Eedder
Translation am zweiten Tag. Insgesamt erschien es verfrihtjinen
transplazentaren mRNA-LNP-Transfer aufgrund nicht nachweisher
Impfstoff-mRNA oder deren Produkte in verspatet entnommeem
fotalem Blut oder der Plazenta zu verneinen, die fur dieuAinahme von
MRNA-LNPs oder Spike-Proteinen ohnehin ungiinstig waren. Wir
fuhrten diese Studie an M&ausen durch.
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zur Neubewertung der transplacentaren Kapazitdt von mRNA-1273
und zur Untersuchung seiner Immunogenitat bei Féten.

ERGEBNIS

Nachweis von transplazentalem Polyethylenglykol-Lipid

Nach einer einmaligen intramuskuldren Injektion von4 mg mRNA1273
an trachtigen Mausen am 14. Tag der Trachtigkeit (GD14) wurdetie
Foten zu ausgewahlten Zeitpunkten entbunden und euthanasiert,nu
das fotale Blut mit Anti-Polyethylenglykol (PEG)-Antikdrpern auf
transplazentare LNPs zu untersuchen. PEGylierte LNPs gelgschnell
in den mitterlichen Blutkreislauf und passierten diePlazenta effizient,
um sich innerhalb von 30 Minuten im fetalen Kreislauf zu weilen
(Abbildung 1A). Sie verschwanden jedoch innerhalb von 3 bis 24 &tlen
aus dem muitterlichen Kreislauf, blieben aber Uber einen Zeitraum von
mindestens 7 Tagen im fetalen Kreislauf erhalten, was auf einen
langsameren PEG-Abbau bei den Foten als bei den Mutterger
hindeutet. Ein weiterer enzymgebundener Immunosorbent-Assay
(ELISA) bestatigte, dass die PEG-Spiegel im fetalen (Berinnerhalb
von 3 Stunden nach der Impfung der Mutter mit engmRNA-1273 stabil
blieben und nach 6 Stunden sowie 1 bis 3 Tagen signifikanbrrahmen
(Abbildung 1B). PEG im Serunder Nachkommen war 7 bis 11 Tage
nach der mutterlichen Impfung kaum nachweisbar und 14 bis 18 T®
nach der Impfung nicht mehr nachweisbar. Zu keinem der untershgen
Zeitpunkte war PEG in der fetalen Plazenta, Leber und den Weiciee
mittels ELISA nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Bemezkswert ist,
dass eine Verringerung der mRNA273-Dosen bei den Muttern
innerhalb von 3 Stunden nach der Impfung zu einem Rickgadgr PEG-
Spiegel im Serum der Féten fiihrteAbbildung 10.

Nachweis von transplacentaler Spike-mRNA

AnschlieBend untersuchten wir mittels reverser Transkriptions-PCR
(RT-PCR), ob die transplazentare LNP-Ubertragung mit dewvirkstoff
des SARS-CoV-2-Spike-mRNA-Impfstoffs gekoppelt wakbpildung SJ).
Nach intramuskularer Impfung der Mutter mit 4 mg mRNA-1273
gelangte die Spike-mRNA in den mutterlichen Kreislauf und passter
innerhalb e i n er Stunde die Plazenta in das Blut des Fotus
wéhrend die transplazentare Spike-mRNA nacH bis 6 Stunden im
fotalen Kreislauf nicht mehr nachweisbar war (abelle S1) Somit war
die Spike-mRNA im fotalen Blut anfélliger fur den Abbau als PEG.
Transplazentar tbertragenes Spike-mRNA reicherte sich hauptsilich
in der fetalen Leber an und blieb auch in der fetalen Plazentand den
Weichteilen des Rumpfes zuriick Abbildung 1D; Tabelle S1) Spike-
mRNA konnte mindestens bisd r @ i  Wochen nach der Geburt in
der Leber und Milzder Nachkommen nachweisbar sein {abelle S1)
Bemerkenswert ist, dass die Immunfluoreszenzfarbung die Ablagerung
von PEGylierten LNPs und Spike-Protein in fetalen Leberzail
nachwies (Abbildung 1E). Insgesamt ging die transplazentare
Ubertragung von mRNA1273 mit der Expression von mMRNA-
decodiertem Protein im Fotus einher. Bei Muttern, die mit0,2 mg
mRNA-1273 geimpft wurden, verbreitete sich die Impfstoff-mRA
ebenfalls schnell in den mutterlichen Kreislauf, reicherte sk in der
Plazenta an und wurde an den Fo6tus weitergegebenTgbelle S2)
Obwohl die Spike-mRNA-Spiegel in den fetalen Plazenten zwisch@,2
und 4,0 mg mRNA-1273, die den Mittern verabreicht wurden, nicht
unterschieden, filhrte eine niedrige Dosis MRNA-1273 zu ein
geringeren Spike-mRNA-Akkumulation in den fetalen Lebern als en
hohe Dosis QAbbildung 1F). Insgesamt zeigte die transplazentare
Ubertragung von mRNA-1273 eine miitterliche dosisabhédngige
Reaktion, wobei hdhere mutterliche mRNAE273-Dosen zu hdheren
PEG-Konzentrationen im Blutkreislauf und Spike-mRNA-
Konzentrationen in der Leber des Fotus fuhrten. Allerdingkdnnten
vergleichbare Spike-mRNA-Spiegel in der Plazenta von tEf, deren
Mutter hohe bzw. niedrige Dosen mRNA-1273 erhalten hatterdarauf
hindeuten, dass mRNA-1273 vor Erreichen des Fotus in der Plazenta
2 Molekulare Therapie: Nukleinséuren, Band 36, Mérz 2025

zuruickgehalten wird.
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YRR RS AP s pike-IgGa /1gG2a und ihrer
virusblockierenden Wirksamkeit

Zur Aufklarung der immunologischen Folgen der transplazentalen
MRNA-1273-Transfer beim Fotus untersuchen wir den Einfluss von
intramuskular verabreichten mRNA41273-Dosen an trachtigen
Méausen auf die Serum-Anti-Spike-Immunglobulinspiegel von
Muttertieren und Jungtieren. Nach der Impfung der Mitter mit rRNA-
1273 in derselben Dosis von 0,2, 1,0, 2,0 oder 4figam GD14 und
GD17 wurden die Mdatter und ihre Jungtiere einen Monat nach der
Geburt auf Serum-Anti-Spike-Immunglobulin (Ig)-Spiegel untesucht.
Die geimpften Miitter bildeten in Abwesenheit einer dsisabhangigen
Reaktion signifikant Anti-Spike-lgG{) /IgG(zq) , die sich auf etwa 100
200 ng/ml bzw. 20 40 mg/ml bewegten und Uber einen postnatalen
Zeitraum von 3 Monaten relativ stabil blieben Abbildung 2A). mRNA-
1273, das trachtigen Mausen verabreicht wurde, zeigte jedoch ein
dosisabhangige Wirkung auf die Anti-Spike-1gG(lgG(2q)-Spiegel im
Serum der Nachkommen, die im Laufe der Zeit einen abnehmenden
Trend aufwiesen @bbildung 2B). Die Virusblockierungswirksamkeit
des miutterlichen Serums war mindestens innerhalb der ersn 2 3,5
Monate nach der Geburt 1024- bis 2048-fach hoher, wéhrend das
Serum der 2 Monate alten Jungtre eine geringere
Neutralisierungsaktivitdat aufwies, die mit 3,5 Monaten sogar
vollstandig verschwand (bbildung 2Q. Dies stimmte im
Wesentlichen mit der unterschiedlichen Dauerhaftigkeit der Ati-
Spike-1gG-Antikdrper im Serum der Muttertiere fAbbildung 2A) und
ihrer Nachkommen (Abbildung 2B) iberein. Die Diskrepanz zwischen
den Anti-Spike-1gG{/IgG(2e-Spiegeln im ersten Monat bei Muittern
und ihren Nachkommen als Reaktion auf die zur Impfung der Mitter
verwendeten mRNA1273-Dosen koénnte fiir die transplazentare
Ubertragung von mRNA-1273 in Abhé&ngigkeit von der miittdichen
Dosis relevant sein fAbbildungen 1Cund 1F;Tabellen S1lund S2). Dies
warf die Frage auf, ob die transplazentare Ubertragung von nR-
1273 nicht nur von der miitterlichen Dosis abhangig war, satern
auch eine dosisabhangige Wirkung auf die Auslésung des fetalen
Immunsystems zur Bildung von endogenem Anti-Spike-lgG hatte.

Analysen von Anti-Spike-lgG2a-Allotypen bei Nachkommen

Die Untersuchungen wurden fortgesetzt, um die Herkunft des Ain
Spike-lgGa der Nachkommen nach der mRNA-1273-Impfung der
Mutter unter Verwendung von zwei Allelformen (Igh-1a und Ightb)
des Igh-1 (IgGa , g2a-konstante Region) zu bestimmen. Der
Mausstamm BALB/c besitzt 19Gf vom Haplotyp Igh-1a, wahrend
der Stamm C57BL/6 zum Haplotyp Igh-1b gehért. C57BL/6-Weibchen
wurden mit BALB/c-Mannchen gepaart und dann jeweils am GD14
und GD17 mit 4 mg mRNA-1273 geimpft. Nach der Geburt
exprimierten die Nachkommen (BALB/c-Mannchew  C57BL/6-
Weibchen, F1) im Alter von4 Wochen sowohl den Ighta- als auch
den Igh-lb-Haplotyp von Anti-Spike-lgGfs, obwohl der Ighia-
Haplotyp im Alter von 8 Wochen verblasste Abbildungen 3Aund 3B;
Tabelle S3) Dies lieferte den direkten molekularen Nachwejglass die
Nachkommen mit endogenem  Anti-Spike-lgGausgestattet
warendas nur aus den B-Zell-Klonender Nachkommen stammen
konntedie selektiv den vaterlichen Igh-1-Allotyp exprimierten.Es ist
klar, dass die Nachkommen von Mittern, die wéahrend der
Trachtigkeit mit mMRNA-1273 geimpft worden waren, durch das Ske-
Protein immunisiert und zusétzlich mit endogenem Anti-SpikedG
ausgestattet worden waren. Ubrigens wurde festgestellt, dass sla
Serum-Anti-Spike-lgGfa)  aller C57BL/6-Miitter, die mit BALB/c-
Ménnchen gepaart waren, den Igh-a-Haplotyp fetalen Ursprungs
enthielt (Tabelle S3) was auf eine umgekehrte Richtung der
Ubertragung von Anti-Spike-lgG{) vom Foétus zur Mutter hindeutet.
Somit kénnte die transplazentare IgG-Ubertragung bidirektinal sein.
A | s trachtige C57BL/6-Mitter mit 0,2mg
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Abbildung 1. Transplazentaler Transfer von mRNA-1273 nach mutterlicher mMRNA-1273-Impfung wahrend der Schwangerschaft

(A) GD14 FVB/N-Miitter, die intramuskulér (IM) mit einer Einzeldosis mRNA-1273 von 4,0 mg geimpft wurden, wurden vor der Impfung (Pre) und zu den angegebenen Zeitpunkten
0,543 Stunden und 1# Tage nach der Injektion einer Serumentnahme unterzogen. lhre Jungtiere wurden zu denselben Zeitpunkten zur Serumentnahme abgegeben. Der
Immunodot-Blot-Assay zeigte einen transplazentaren Transfer von PEGyliertem LNP. (B) Der ELISA ergab, dass das fetale Serum 1 Stunde, 3 Stunden und 6 Stunden nach der mMRNA-1273-
Impfung der Mutter signifikant héhere PEG-Spiegel aufwies als das Serum von Mittern, denen Kochsalzlésung injiziert worden war (Kontrolle, ANOVA mit LSD-Test (Least Significant
Difference) fiir multiple Vergleiche). Zwischen 3 und 6 Stunden kam es zu einem signifikanten Riickgang der PEG-Spiegel im Serum. Obwohl PEG bei bestimmten Jungtieren der
Gruppen 143 Tage und 7 1 Tage nach wie vor messbar war, unterschieden sich ihre mittleren Werte nicht von denen der Kochsalzlésung-Kontrollen. An den Tagen 14 8 war
PEG in allen neonatalen Seren vollstandig abwesend, identisch mit den Kochsalzlésung-Kontrollen. (C) Zu den Zeitpunkten 1 Stunde und 3 Stunden nach der Impfung der Mutter

4,0 mg mRNA-1273 fithrten zu héheren PEG-Spiegeln im fetalen Serum als eine Dosis von 0,2 mg. (D) Spike-mRNA in der fetalen Plazenta, Leber und im Weichgewebe wurde nach einer
Impfung der Mutter mit 4 mg mRNA-1273 (Mitter 234, 235 und 236 in Tabelle S1) mittels RT-PCR quantifiziert. Spike-mRNA-6 SLHJHO YRQ A 208 X®@XUGMWQ EHL GHU
Erstellung dieses Diagramms DOV A 2 E]Z A 3 HpikeRNIA Bdrhiierte signifikant in der fetalen Leber der Gruppen 1, 4 und 6 h (ANOVA mit LSD-Mehrfachvergleich). (E)
Die Immunfarbung zeigte intrazelluldre PEGylierte LNPs und Spike-Proteine in der fetalen Leber 6 Stunden nach der Impfung der Mutter mit 40 mg mRNA-1273. DIC:
Differentialinterferenzkontrast. ZI: VergroRerung. (F) Zu den Zeitpunkten 1, 4 und 6 Stunden nach der mRNA-1273-Impfung der Mutter unterschieden sich die Spike-mRNA-Spiegel in
der fetalen Plazenta nicht zwischen 4,0 und 0,2 mg mRNA-1273, die zur Impfung der Muttertiere verwendet wurden (Tabellen S1 und S2), wéahrend 4,0 mg mRNA-1273 zu einer
signifikant héheren Spike-mRNA-Akkumulation in der fetalen Leber filhrten als 0,2 mg mRNA-1273. Fehlerbalken zeigen die umrahmten Bereiche der 95 %-Konfidenzintervalle fir die
Mittelwerte als horizontale Linien, die die Boxen kreuzen.
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Abbildung 2. Anti-Spike-IgGi /lgG2a mit virusblockierender Wirksamkeit bei Muttertieren und deren Nachkommen nach Verabreichung von mRNA-1273 wéhrend der Trachtigkeit
Schwangere FVB/N-Mé&use wurden am GD14 und GD17 intramuskuldr mit denselben Dosen mRNA-1273 (0,2, 1, 2 oder 4 mg) geimpft. (A) Einen Monat nach der Geburt (M1) lésten alle vier
mRNA-1273-Dosen signifikante Serumspiegel von Anti-Spike-1gG(y) /1gG(2a) bei den Muttertieren und (B) den Jungtieren aus (p&lt; 0,001, ANOVA), verglichen mit den mit Kochsalzlosung
behandelten Kontrolltieren. Es gab dosisabhéangige Anti-Spike-IgG(1/1gG(2a-Spiegel bei Jungtieren, nicht jedoch bei Muttertieren (multiple Vergleiche mittels Fisher-LSD-Post-hoc-Test). Die Miitter
(n= 6) behielten innerhalb der ersten drei Lebensmonate (M1 #3) konstante Anti-Spike-lgG(y/IgG(2a-Titer im Serum, mit Ausnahme eines anfanglichen Abfalls der Anti-Spike-1gG(2a-Spiegel (p =
0,010, paarweiser Vergleich) in M2, wahrend Anti-Spike-1gG: /IgG2a im Serum der Jungtiere (n = 18) bis M3 #M4 allmé&hlich ab. Die miteinander verbundenen Kreise zu verschiedenen
Zeitpunkten entsprechen den 1gG: /IgGza -Werten, die bei einer einzelnen Maus erhoben wurden. (C) Die Virusblockierungswirksamkeit des miuitterlichen und des Nachkommen-Serums
wurde durch Pseudovirus-Neutralisationstests bewertet und anhand einer reprasentativen Mutter und ihrer Nachkommen dargestellt. Das Serum der Mutter nach 2 und 3,5 Monaten nach der
Geburt wies Neutralisationstiter von 2048- bzw. 1024-facher Verdiinnung auf, wahrend die Neutralisationsaktivitat des Serums der Nachkommen im Alter von 2 Monaten 64-fach war, aber im
Alter von 3,5 Monaten verschwunden war. Die Fehlerbalken zeigen die umrahmten Bereiche der 95 %-Konfidenzintervalle fiir die Mittelwerte als horizontale Linien, die die Boxen kreuzen.

mRNA-1273 zweimal verabreicht wurde, bildeten ihre Nachkommen
trotz hoher Titer an Igh-1b-allotypischen Anti-Spike-lgGa im Serum

kaum Igh-la-Haplotyp-Anti-Spike-IlgGa (Abbildung 3C; Tabelle S3j.

Diese Ergebnisse deuteten auf eine dosisabhéngige Bézirg zwischen
den zur Impfung der Muttertiere verwendeten mRNAt273-Dosen und
den Serumtitern endogener Anti-Spike-lgG bei den Eén hin. Folglich

hatte mRNA-1273 eine miitterlich dosisabhéangige Wirkung nicht ur

auf seine transplazentare Kapazitét,
Immunogenitat hinsichtlich der Produktivitat endogener Anti-Sike-1gG
bei den Foten.

Bewertung von Anti-Spike-IgM und zellulérer Immunitét

Da es fir die Plazenta undurchlassig ist, wurde Anti-Spike-lgM ibéen
Nachkommen gemessen, um die fetale Immunisierung durch
transplazentare mRNA-1273 zu bestétigen. Die Impfung der Ntér mit
entweder 0,2 oder 4,0 mg mRNA-1273 fuhrte zu erhéhten AirBpike-
IgM-Spiegeln bei den Nachkommen im Alter von 4 Wochgbbildung
3D). Eine hohe Dosis mRNA-1273 fiihrte zu héheren Serunetih von
fetalen Anti-Spike-IgM als eine niedrige Dosis. Gepfte Muttertiere und
ihre Nachkommen wurden zusatzlich auf zellulare Immnitat gegen das
Spike-Proten untersucht, indem das in Lymphozyten eingebaute
Tritium gemessen wurde. Beide verglichen sich gunstig hinsichtlictier
Spike-Protein-spezifischen

sondern auch auf seine

Lymphozytenproliferation (Abbildungen 4A und 4B) mit ihren
jeweiligen Kochsalzlésungskontrollen. Zusatzlich wurden Spike-
reaktive Interferon (IFN)-g- und Interleukin (IL)-2-sekretierende T-
Zellen mittels Enzym-Immunoassay (ELISpot) gezéhlt, wobeimi
Vergleich zu den Kochsalzlésungskontrollen signifikant erhdhte
Haufigkeiten nachgewiesen wurden Abbildungen 4C und 4D).
Insgesamt konnte die mMRNA-1273-Impfung der Mutter wahrend ef
Schwangerschaft eine adaptive Immunitat gegen das 8piProtein bei
Muttertieren und ihren Jungtieren auslésen.

Immunologisches Ergebnis der direkten fetalen Exposition gegeniber
mRNA-1273 Um die immunogenen Wirkungen von mRNA-1273 auf
praimmune Foten weiter zu validieren, haben wir GD14-Mauséten
direkt einer intraperitonealen Injektion von mRNA-1273 unterzogen.
Nach der Geburt wiesen die fetalen Empfanger erhdhtetér von Serum-
Anti-Spike-1gG) /19G(2a) auf(Abbildungen 5Aund 5B), die innerhalb der
ersten drei Lebensmonate allmahlich abnahmen. lhre Lymphgten
proliferierten auch spezifisch als Reaktion auf das SARS-Co\&gike-
Protein (Abbildung 50 in Verbindung mit einer erhthten Haufigkeit
von Spike-reaktiven IFN-g- und IL-2-sekretierenden T-Zellen
(Abbildung 5D). Diese Ergebnisse deuteten auf eine fetale
Immunreaktivitét gegentiber
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(Legende auf der nachsten Seite)
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mRNA-1273 wurde bereits vor der vollstdndigen Entwicklung derT-
Zellenintrauterin verabreicht.

DISKUSSION
Die COVIDi9-Impfung mit miitterlicher
ST fe%et e ST o tcete
Mutter als auch ihrer Séuglinge’Dieser zusatzliche Schutz fur Sauglinge
wird seit langem auf die transplazentare Ubertragug von durch den
Impfstoff ~ hervorgerufenen  mutterlichen  Anti-Spike-Atikdrpern
zuriickgefuihrt, 47vergleichbar mit der Impfung von Mdittern gegen
Influenza, Tetanus, Diphtherie und Keuchhustet. In dieser Studie
erwiesen sich mausplazentare Membranen als durchlassig fir mRN
1273, zusammen mit einer mRNA-kodierten Spike-Protein-Traslation
in GD14-Méausefodten, denen funktionell kompetente T-Zellenligen, da
mausspezifische T-Zell-Rezeptoren erst in GD17 exymiert wurden.> Die
vertikale Ubertragung von mRNA-1273 fiihrte jedoch azu, dass die
mutterliche mRNA-1273-Impfung bei sich entwickelnden Foéten
immunogen statt tolerogen wirkte. Dies steht im Einklag mit einer
Immunisierung, die nach kiinstlicher Exposition desFoétus gegenuber
fremden Peptiden auftritt, 517 bei dem fetale Makrophagen endozytierte
Antigene sequestrierten und sich zu dendritischen ellen differenzierten,
um spater im Leben gut entwickelte T-Zellen zu inatieren.’6 Somit spielte
das sich entwickelnde Immunsystem von Foéterderen Mutter wahrend
der Schwangerschaft mit mRNA-1273 geimpft worden waren,
weiterhin eine aktive Rolle beim Schutz vor Krankheitserregrn.

mRNA wahrend der

Saugetierplazenten werden anhand der Zellschichten, die zwischen
dem miitterlichen und dem fetalen Kreislauf liegen, in epithedichorial,
endo-theliochorial und hemochorial unterteilt 8. Diese als
interthermale Barrieren bezeichneten Schichten beeilissen die
Durchlassigkeit der Plazenta bei verschiedenen Tierarten. ®ohl
Menschen als auch Ma&use besitzen hamochoriale Plazentent mi
ahnlichen Zelltypen von Plazenta-Trophoblasten 1) © €9 die den
mutterlich-fetalen Austausch vermitteln. Bei der hamochorigen
Plazentation fehlen interhemale Barrieren des Uterusendometuims
(einschlieBlich seiner Epithelien, Stroma und vaskuléren Endbelien),
was zu einer direkten Einbettung der fetalen Trophoblasteschichten in
das mitterliche Blut fihrt. Dies beglnstigt den Austausch von
Biostoffen zwischen Mutter und Fétus, da die fetalen Trophdasten
direkten Zugang zum miitterlichen Blut haben {V.Angesichts der
identischen interhemalen Barrieren in der Plazenta sollte das
Mausmodell fiir die Simulation des Plazentaaustauschs von Biostoffen
beim Menschen geeignet sein. Allerdings ist bei der Ubertragurder
Ergebnisse der transplazentaren mRNA273-Ubertragung aus dieser
Mausstudie auf den Menschen Vorsicht geboten, da es Untersclgen
der Histarchitektur zwischen Maus- und Humanplazenta gibt, die ch
in dreischichtigen Trophoblasten (hemotrichorial) an der miutterlich-
fotalen Schnittstelle der Maus im Gegensatz zu einschichtig
Synzytiotrophoblasten (hemomonochorial) der menschlicha Plazenta.
(9 Es blieb unklar

, ob die beiden zusatzlichen Trophoblastenschichten in dePlazenta
von Méausen negative oder positive Auswirkungen auf den migtlich-
fetalen Austausch von Biostoffen hatten, geschweige denmfamRNA-
1273. Diese Studie an Mausen zeigte, dass mRNA-1273 beclitigen
Muttertieren eine dosisabhangige transplazentare Kapazitat be8aund

+ 77 _t70 odhei.den Fdten gamunogedes Pptenzial aufwies. Diese Ergelses

machen eine Neubewertung der transplazentaren Fahigkeit von RNA-
LNPs und eine Klarung des Status der Immunreaktivitdt gegeniibe
Spike-Proteinen bei menschlichen Foten oder Sauglingen mit
mutterlicher mRNA-COVID19-Impfung wéhrend der Schwangerschaft
erforderlich. Die gewonnenen Informationen werden einen
tiefgreifenden Einfluss auf die COVID9-Impfstrategie fur Sauglinge
von Miittern haben, die wahrend der Schwangerschaft geimpfiurden.

mRNA-Impfstoffe zeigten gute Sicherheitsprofile beim Menken!? und
sogar bei Schwangeref2?4 Die positiven Sicherheitsergebnisse im
klinischen Bereich konnten jedoch die Bedenken hinsichtlich der
potenziellen Genotoxizitdt, wie Genomintegration, Onkogese oder
Keimbahniibertragung, nicht zerstreuer?>%2" die durch die anhaltende
Biodistribution der Impfstoff-mRNAZ2829 oder ihres Produkts®3! in
Studien nach der Markteinfihrung geschirt wurden. Diese
unbequemen Ergebnisse spiegelten in gewisser Weise die sche
Zulassung von mRNA-Impfstoffen mit unvollstandigen praklinischen
Studien wider, die aufgrund der dringenden Gesundheitsbedirfnigs
angesichts der durch die COVIR9-Pandemie verursachten Krise im
Bereich der o6ffentlichen Gesundheit erforderlich war{ Diese Studie
an Mausen flllte die Licke in der transplazentaren Pharmakmetik
von mRNA-Impfstoffen, die in préklinischen Studien fehlte pbwohl
mRNA-Impfstoffe selbst mehrere neue Biotechnologien beinkan. In
dieser Studie ergaben sich keine erkennbaren Sicherheitsprolote bei
MRNA-1273 bei trachtigen Mausen und ihren Jungen. Der Nachweier
transplazentaren Ubertragung von mRNA-1273 mit anhaltender
mRNA-Retention in der Leber oder Milzder Nachkommen weckte
jedoch zwangslaufig das Interesse an den genotoxischen Wirkungen
von mRNA-Impfstoffen auf den sich entwickelnden Fétus, wo re@
erhéhte Zellteilungs- und Spezialisierungsaktivitit moglicherweis zu
genomischer Instabilitat fiihren kénnte@ @) die den Fotus anfallig
fur die Integration exogener genetischer Elemente machekbnnten (34
() @9 . Angesichts des Auftretens einer Retrointegration von 88-CoV-
2-RNA in das menschliche Zellgenom2§ kann das Risiko einer
langfristigen Genotoxizitdt bei Nachkommen von mit mMRNA
Impfstoffen geimpften Mittern nicht auer Acht gelassemverden.

Angesichts des Erfolgs der mRNA-COVI®-Impfstoffe und der
heutigen Biotech-Landschaft besteht die Aussicht, die mRNA-LNP
Technologie auf genetische Erkrankungen mit defekten/fehlenden
Proteinen oder Enzymen wie Mukoviszidose, Propionazidamiend

Abbildung 3. Analysen von Anti-Spike-lgGza-Allotypen und Anti-Spike-IgM bei Nachkommen von Miittern, die wahrend der Schwangerschaft mit mMRNA-1273 geimpft wurden.
(A) Nach der Impfung mit mMRNA-1273 sekretierten BALB/c (Igh-1a)-x -C57BL/6 (Igh-1b)-F1-Mé&use (n= 9) innerhalb von 2 # Wochen signifikant Anti-Spike-lgGza(Igh-1a/b) im Serum
(paarweiser Vergleich). Der Igh-1la-Haplotyp dominierte die Allotypen von Anti-Spike-1gG(2a .(B) C57BL/6-Weibchen (F) wurden mit BALB/c-Mannchen (M) gepaart und am GD14
und GD17 zweimal mit 4 mg mRNA-1273 geimpft. Sowohl véterliche Igh-1a- als auch mitterliche Igh-1b-Allotyp-Anti-Spike-1IgG(2a zeigten sich signifikant in BALB/c (M)-x -C57BL/6
(F)-F1-Mausen im Alter von 4 Wochen ( p< 0,001), obwohl der véterliche Igh-1a-Allotyp im Alter von 8 Wochen nicht nachweisbar war (p= 0,508). (C) Bei einer Impfung mit 0,2
mg mMRNA-1273 bei trachtigen C57BL/6-Mausen schnitten die BALB/c x C57BL/6 F1-Nachkommen (n = 17) im Vergleich zu ihren Kochsalzlésungskontrollen (n = 5) hinsichtlich der
Serum-Anti-Spike-IgGza von Igh-1a (p = 0,418) mit ihren Kochsalzlésungskontrollen (n = 5), wiesen jedoch im Alter von 4 Wochen signifikant hdhere Konzentrationen des Allotyps
Igh-1b (p< 0,001) auf als die Kontrollen. (D) Nach zweimaliger Impfung der Mutter mit entweder 0,2 oder 4,0 mg mRNA-1273 wiesen die Nachkommen im Alter von 4 Wochen im
Vergleich zu den Kontrollen mit Kochsalzinjektion der Mutter signifikant erhdhte Serumspiegel von Anti-Spike-IlgM auf. AuRRerdem fiihrte die Verabreichung von 4,0 mg mRNA-1273 an die
Muttertiere zu héheren Serumtitern von Anti-Spike-lgM bei den Nachkommen als die Verabreichung von 0,2 mg mRNA-1273 (p&lt; 0,001). OD: optische Dichte bei 450 nm. Die
Fehlerbalken zeigen die umrahmten Bereiche der 95-prozentigen Konfidenzintervalle fir die Mittelwerte als horizontale Linien, die die Boxen kreuzen.
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Abbildung 4: Zellulére Anti-Spike-Immunitét bei Muttertieren und ihren Jungtieren nach mRNA-1273-Impfung der Mutter wahrend der Tréchtigkeit

(A und B) Nach zweimaliger Impfung der Muttertiere mit 4 mg mRNA-1273 wurden die Muttertiere und Jungtiere durch Messung des in vitro eingebauten Tritiums auf Spike-
spezifische Lymphozytenproliferation untersucht. Die Milzlymphozyten sowohl der Muttertiere (p= 0,001) als auch der Jungtiere (p&lt;0,001) proliferierten spezifisch als Reaktion auf
Spike, im Gegensatz zu denen mit mitterlicher Kochsalzinjektion. AuRerdem zeigten die Muttertiere (p= 0,004) und Jungtiere (p&lt; 0,001) mit mutterlicher mRNA-1273-Impfung eine
uberlegene Spike-spezifische Lymphozytenproliferation gegeniiber den jeweiligen Kochsalzlésungskontrollen. Rinderserumalbumin (BSA) diente als Stimulator von Drittanbietern und
Con-A als Mitogen zur unspezifischen Stimulierung von T-Zellen. (C und D) Die dreifach dargestellten IFN-g-  und IL-2-ELISpot-Bilder stammen von einer représentativen Mutter und
ihrem Jungtier, die wahrend der Tréachtigkeit mit mMRNA-1273 (4 mg) bzw. Kochsalzlésung geimpft wurden. Beide Gruppen zeigten im Vergleich zu ihren jeweiligen Kontrollgruppen

eine erhohte Haufigkeit von IFN -g-
horizontale Linien, die die Boxen kreuzen.

Phenylketonurie 3.Diese Kandidatenkrankheiten koénnen, wenn sie
pranatal diagnostiziert werden, durch préanatale mRNA-Thepien vor
dem Ausbruch oder im Frihstadium einer irreversiblen Patholgie
behandelt werden, um die Morbiditat und Mortalitat der Krankteit zu
minimieren und eine hohe therapeutische Wirksamkeit zu eiielen. In
Anbetracht der transplazentaren Passage von mRNA-1273 kdte der
ungedeckte Bedarf an fetalen mRNA-Therapien einfach durch die
Verabreichung von mRNA-LNP an die Mutter gedeckt werden, sof
dies fur die Mutter unbedenklich ist. Allerdings muss die potenziedl
Immunogenitat von mRNA-decodierten Peptiden auch bei pir@munen
Féten beriicksichtigt werden.
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und IL-2-sekretierenden T-Zellen. Die Fehlerbalken zeigen die umrahmten Bereiche der 95 %-Konfidenzintervalle fir die Mittelwerte als

. Es ist jedoch zu beachten, dass die Fahigkeit von LNPRNA zu
transportieren und sich in den gewilinschten Geweben oder Orgame
anzureichern, mit Veradnderungen in der LNP-Chemie variiert.1236

Daher kdnnten Modifikationen der fiur mRNA-LNP-Formulieungen

verwendeten Lipidhilfsstoffe ~ deren transplazentare Kapazitat
beeinflussen und eine Bewertung ihrer transplazentaren Eigenbaften

erforderlich machen.

In diesem Zeitalter der mMRNA-Medizin sind neue Erkenntnissiéber die
transplazentare Pharmakokinetik von mRNA-Impfstoffen und ds
immunogene Potenzial
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Abbildung 5. Immunologische Folgen einer intrauterinen Injektion von mRNA-1273

GD14 FVB/N-Féten erhielten eine intraperitoneale Injektion von mRNA-1273 (IlU mRNA-1273, n = 19). (A und B) Postnatal wurde im Alter von einem Monat das Serum-Anti-Spike-
19G(1/IgG(2auntersucht. IU mRNA-1273 fiihrte zu signifikant htheren Titern von Anti-Spike-1gG(1/1gG(2aim Vergleich zur intrauterinen Injektion von Kochsalzlésung (IU Kochsalzldsung, n=
9). Die Serum-Anti-Spike-IgG(1/1gG(2a-Werte nahmen innerhalb der ersten drei Lebensmonate allmahlich ab. Die durch eine Linie verbundenen Kreise stellen die 19G(11gG(2a-Werte dar,
geim Alter von 1 (M1), 2 (M2) und 3 (M3) Monaten bei einer einzelnen Maus (n = 11) gemessen wurden. (C) Die Lymphozytenproliferation als Reaktion auf das Spike-Protein wurde durch
die Messung des eingebauten Tritiums (n = 4) als Z&hlungen pro Minute (cpm) bestimmt. Als Hintergrundkontrollen wurde nur Medium verwendet, als Stimulatoren von Drittanbietern
BSA und als Mitogen zur Stimulierung der T-Zell-Population Con-A. IU mRNA-1273 proliferierte signifikant spezifisch als Reaktion auf Spike-Protein (p < 0,027), wéhrend 1U-
Kochsalzlésung (n = 4) unter Spike-Protein-Stimulation keine Lymphozytenproliferation zeigte. Es gab einen signifikanten Unterschied in der Lymphozytenproliferation unter Spike-Protein-
Stimulation zwischen IU mRNA-1273 und |U-Kochsalzldsung (p< 0,006). Die Rechtecke innerhalb eines Datensatzes stellen 95 %-Konfidenzintervalle fiir die Mittelwerte dar, die als
Querlinien durch die Rechtecke verlaufen. (D) Spike-reaktive IFN-g-  und IL-2-sekretierende Zellen der Milzlymphozyten wurden mittels ELISpot gezahlt. Die Abbildungen zeigen die
Spots mit ihren Z&hlungen von représentativen Mausen aus [lU mRNA-1273 und IU-Kochsalzlésung. Die Haufigkeit von Spike-reaktiven IFN-g-  und IL-2-sekretierenden T-Zellen wurde
berechnet als Mittelwert der ELISpot-Messwerte (dreifach) geteilt durch den CD3-* -Zell-Anteil der MilzZlymphozyten in jeder einzelnen Maus.
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Die Untersuchung von mRNA-kodierten Proteinen in Fén kdnnte unser
Wissen erweitern, um Ungeborene besser vor Krankheitsergern in
der Perinatalphase zu schitzen, und unseren Horizont fUr préatale
mRNA-Therapien erweitern.

MATERIALIEN UND METHODEN

Mause

Inzichtungsméuse FVB/N, BALB/c (Igh-la von Igks , g2a-
Konstantregion) und C57BL/6 (Igh-1b von Ig& , g2a-Konstantregion)
wurden im Alter von 6 8 Wochen vom National Laboratory Animal
Center (Taipei, Taiwan) bezogen. Die Tiere wurden inder

Molekulare Therapie: Nukleinséuren

Sham Protran). Die Membran wurde zunéchst 1 Stunde lang auhem
Rotationsschiittler mit 5 % Milch in tri-gepufferter Kochsdzl6sung mit
0,05 % Tween 20 (TBST) blockiert und anschlieBend mit Anti-
Polyethylenglykol (PEG)-Antikdrper (1:3.000, PEG-B-47, ab51257,
Abcam, reagiert nur mit konjugierten Formen) 2 Stunden lang
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit TBST wurde die Membra®
Stunden lang mit Peroxidase-konjugiertem Ziegen-Anti-Kaninchen-lgG
(1:5.000, AP132P, Sigma-Aldrich) behandelt, gefolgt von Immobilo
Western Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore) fur 2 Muten.
AbschlieBend wurden die Blots einer chemilumineszenten
Bilddetektion (UVP Chemstudio) unterzogen. Als positive Kordllen

Tierpflegeeinrichtung des Chang Gung Memorial Hospital (CGMH) dienten 2-fache Serienverdiinnungen von mRNA-1273, als negative

Y%ofeié Tie
PP ™Eet—e% T'e f,"—<i"fe6 —-of
Ausschusses fur Tierforschung untergebracht. Weibliche Tiere usden
nachmittags mit méannlichen Tieren in einen Kafig getzt und am
nachsten Morgen auf Vaginalpfropfen untersucht. Der Gaan dem der
Pfropfen beobachtet wurde, wurde als Tag 0 der Trachtigkeit fegelegt.

°¢—

Entnahme von fotalem Gewebe

Unter Narkose bei trachtigen Mausen wurde eine Mittellin-
Laparotomie durchgefiihrt, um die Gebarmutter freizulegen. Die Féten
wurden durch Hysterektomie entnommen und sofort mit

Kochsalzlésung gewaschen. Nach der Dekapitation wurde das fotale

Blut mit Pipetten gesammelt. AnschlieBend wurden die fotale Plar&a,
die Leber und die Weichteile des Rumpfes entnommen. Dieroben
wurden in RNAlater-Lésung bei 80 °* C fir weitere Analysen gelagert
oder zur PEG-Extraktion in organischen Ldsungsmitteln wie Ethmal
oder Dimethylsulfoxid (DMSO) homogenisiert.

mMRNA-1273-Impfung bei tréchtigen Mausen

Schwangeren Mausen wurde an den Tagen GD14 und GD17

intramuskular (in den Oberschenkel) MRNA-1273 in einer Dosison
jeweils 0,2, 1, 2 oder 4 mg, verdiinnt in 100 ml Kochsalzlésung, injizter
Nach der Geburt wurden regelmaRig Serumproben von den
Muttertieren und ihren Nachkommen fur nachfolgende experimetelle
Analysen entnommen. Zur Verfolgung der mRNA273-Komponente in
den Foten wurde den Mittern am Tag GD14 eine Einzeldosis vOrR2
oder 4 mg mRNA-1273 intramuskuléar verabreicht. Die Féten wurden
dann zu festgelegten Zeitpunkten nach der Impfung der Mutteper
Kaiserschnitt entbunden,
nachfolgende Analysen zu entnehmen.

In-utero-Injektion von mRNA-1273

Unter Narkose wurden die Gebarmutter von trachtigen Mausenm
Stadium GD14 durch eine vertikale Laparotomie freigelegMit einer 60-
mm-Glasmikropipette mit abgeschragter Spitze wurden 0,09,1 mg
mRNA-1273 in 5 ml Kochsalzlésung transuterin in die Bauchhdhlen
aller Foten eines Wurfs injiziert. Die Kontrollmause erfelten eine
intrauterine Kochsalzinjektion. Der Bauchraum der Mause wurde mit
einer 5-0-Seidennaht in zwei Schichten verschlossen. Ansifiend
wurden die Mause fur eine Woche in einem ruhigen Raum ohne \dresel
der Einstreu untergebracht. Die Jungtiere wurden im Alter vordrei
Wochen entwdhnt.

Immunodot-Blot-Assay zum Nachweis von LNPs von mRNA-1273

um fotales Gewebe und Plazenten fir

Cfetfrtrc. S—Zcocte the + t-"ft + Kontrgllen fiepten-~ KqofisalzIosung und mitterliches Serum  sowie
to1 8. gerumeer Jungiere, das nach der Injektion von Kochsalzlésung in die

Mutter gewonnen wurde.

RT-PCR- -to- -Quantifizierung von Spike-

-mRNA RNA wurde aus Gewebeproben von Foten mit mitterlieim mRNA-
1273-Impfung unter Verwendung des GeneJET RNA Purifiat Kit

(Thermo Fisher Scientific) gemaf dem Protokoll delerstellers isoliert.

Die RNA-Konzentration wurde mit Nanodrop bestimmt. RN-Proben

von 500 ng wurden unter Verwendung des PrimeScript RT Reagent Kit
(TaKaRa Bio) revers transkribiert in cDNA. Die folgereh Primer wurden
zum Nachweis der Ziel-cDNA verwendet!{® Vorwartsprimer:
AACGCCACCAACGTGGTCATC. Ruckwartsprimer:
GTTGTTGGCGCTGCTGTACAC. Bio-Rad iQ5 Echtzeit-PCR

Fur die PCR wurden ein Detektionssystem und 2xSYBR gPCR Mix
(BioTools) verwendet: 30 Sekunden bei 95 °C, gefolgt von 40 Zykle
mit 5 Sekunden bei 95 °C und 20 Sekunden bei 60°C. Alle Proben (2
ml) wurden doppelt in 20-ml-Reaktionen durchgefiihrt. Zur Erstellung
der Spike-mRNA-Standardkurven wurde cDNA, die aus 10@/mlI mRNA-
1273 revers transkribiert wurde, im Verhaltnis 1:2 seriell verdinnt.
xDiese 3-fachen seriellen Verdinnungen von &H-cDNA-Proben
wurden in der PCR-Amplifikation weiter auf 20ml (entsprechend 10¢
20,0021 pg/ml Spike-mRNA) verdiinnt. Negative Ergebnisse wurden
anhand der Ct-Werte von Gewebeproben von Féten mit mutiecher
Kochsalzinjektion bestimmt.

Bestimmung von Serum-Anti-Spike-1gG1 , 1gG2a und IgM-Spiegel ELISA-
Mikrotiterplatten (Corning, Corning, NY, USA) wurden zurehst mit 25
ng/ml bzw. 50 ng/ml SARS-CoV-2-Spike-Protein (GTX02774-pro,
GeneTex) beschichtet, um die Konzentrationen von MauséSpike-
1gG. und IgGa /IgM zu messen. Die Wells wurden mit 3 %
Rinderserumalbumin (BSA, Sigma-Aldrich) in PBS blockiert undim
100 ml verdiinnten Proben inkubiert. In jedem Well wurde
biotinyliertes Anti-Maus-1gG() (Klon RMG1-1, BioLegend, San Diego,
CA, USA) zum Nachweis von lgpyerwendet, biotinyliertes Anti-Maus-
19&Ga (Klon RMG2a-62, BioLegend)lmNachweis von IgG und
biotinyliertes Anti-Maus-IgM (Klon RMM-1, BioLegend) zum Nachvie
von IgM verwendet. AnschlieBend wurde Streptavidin-Horseradish-
Peroxidase (HRP, Sigma-Aldrich) in die Wells gegeben. Anschée@
wurde die Reaktion durch Zugabe von 10énl NeA-blauem
Tetramethylbenzidin-Substrat (TMB) (Clinical Science Products
Mansfield, MA, USA) entwickelt und mit 2M HY SOg gestopptDie
optische Dichte bei 450 nm wurde mit einem ELISA-Reader gemess
Die Serum-Anti-Spike-lgG{ - und IgGa wurden anhand der
Standardkurven von monoklonalem Maus-Anti-SARS-CoV-2-SpilgG

Diese Methode wurde aus dem Fat-Blot-Assay von Munnik und (1A9, GTX632604, GeneTex) und monoklonalem Maus-Anti-SARS-CoV

Wierzchowiecka’modifiziert um MRNA-LNPs semiquantitativ
nachzuweisen. Mauseseren und seriell verdinnte mRNA-1273 (1 ml
pro Probe) wurden auf eine Nitrocellulosemembran (0,45 NGA\mer-
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1/2-S-Protein-lgGa (Klon 2B3ES5, Sigma-Aldrich) bestimmt.
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jeweils. Die Serum-AntiSpke-lgM-Titer wurden als Werte der

optischen Dichte aufgezeichnet.

Bestimmung der Anti-Spike-1gG2a-Allotypen

Igh-1a- und Igh-1b-Allotypen von IgGa wurden verwendet, um zu
untersuchen, ob die Jungtiere (BALA/c [Igh-1a] méannliche C57BL/6
[lgh-1b] weibliche, F1) endogenes Anti-Spike-lg& produzierten,
nachdem die Mutter wéahrend der Trachtigkeit an den Tagen @B und
GD17 intramuskuléar 0,2 bzw. 4,0 mg mRNA-1273 erhalten hatte.Der
ELISA wurde wie oben beschrieben durchgefiihrt, wobei 10-fach
verdiinnte Serumproben mit priméaren Antikdrpern aus botinyliertem
Anti-Maus-lgG2a (1:20.000, Klon RMG2a-62, reagiert sowohl mit lgh
la- als auch mit Ighib-Haplotypen [Igh-1a/b]), biotinyliertem Anti-
Maus-Igh-1a (1:2.000, Klon 8.3, BD Pharmingen) bzw. biotinyliente
Anti-Maus-Igh-1b (1:2.000, Klon 5.7, BD Pharmingen) behandelt
wurden. Die entwickelte Farbe wurde bei einer optischen Dichte vo
450 nm abgelesen. Als Kontrollen dienten BALB/c (mé&nnlich)x- -
BALB/c (weiblich) und C57BL/6 (méannlich) -x -C57BL/6 (weiblich)
F1-Mause.

Quantifizierung von PEG mittels Sandwich-ELISA

Seren oder Uberstande von Gewebehomogenaten aus murinEiten
wurden mittels ELISA-Kits (Life Diagnostics, Kat.-NrMPEG) mit dem fiir
das PEG-Grundgerust spezifischen Fangerantikorper und dem
Nachweisantikbrper gegen die terminale Methoxygruppe des
PEGylierten Lipids aus dem Impfstoff einer PEG-Quantifizung
unterzogen. Dieser Sandwich-ELISA wurde gemafl3 den Ansengen
des Herstellers durchgefiihrt.

Lymphozytenproliferative Reaktionen auf Spike-Protein

Die Milzen wurden von M&usen (68 Wochen alt) enthommen, deren
Mutter wéhrend der Schwangerschaft mit mMRNA-1273 geimpft waten
waren. Die Milzlymphozyten wurden durch
Dichtegradientenzentrifugation angereichert und anschlieBnd in
dreifacher Ausfertigung mit jeweilx srZellen in 200 ml RPMI 1640-
Medium mit 10 % fotalem Kalberserum in 96-Well-Platten kultivert.
Als Hintergrundkontrollen wurden Responder-Lymphozyten nur in
Medium geziichtet und mit SARS-CoV-2-Spike-Protein (1 mg/ml),
einem Stimulator von BSA (100 ng/ml) eines Drittanbieters oder
einem unspezifischerMitogen von Con-A (1 mg/ml) stimuliert. Zur
Messung der Lymphozytenproliferation wurden die Zellen anb. Tag
zunachst 16 Stunden lang mit tritiertem Thymidin (ICN Biomedials)
in einer Endkonzentration von 1 mCi pro Vertiefung ikubiert und
anschlieBend zur Zahlung des eingebauten Tritiums in einem
Flussigkeitsszintillationszahler (1450 Microbeta Plus Counter)
geerntet. Die Lymphozytenproliferation wurde durch die Mssung des
eingebauten Tritiums als Impulszahl pro Minute bestimmt. A
Kontrollen dienten Mause, denen eine Kochsalzlésung injiziewworden
war.

IFN-g- und IL-2-ELISpot-Assay

Maus-IFN-@ -2-sekretierende T-Zellen wurden mit Maus-IFN¥ und
IL-2-ELISpot-Kits gemaR den Anweisungen des Herstellers (R&arbp;
Systems) quantifiziert. Kurz gesagt wurden die Milzlymphozyten jedes
Tieres durch Dichtegradientenzentrifugation angereichert und
anschlielend nach Behandlung mit fluoreszenzmarkierten AnRCD3-
Antikérpern (BioLegend) mittels Durchflusszytometrie auf inreCD3-T-
Zellfraktionen untersucht. Die Wells in den Mikroplatten wuden
zunachst 20 Minuten lang bei Raumtemperatur mit Kulturmedium
RPMI 1640 mit 10 % fotalem Kélberserum gespult. Anschliel3end
wurden die Zellen in dreifacher Ausfertigung in die Wells gegeben.

Eine Dosis von 16 /100 ml Kulturmedium pro Vertiefung wurde in
einen befeuchteten Inkubator bei 37 °*C und »CQgegeben und 2 Tage
lang unter Stimulation mit SARS-CoV-2-Spike-Protein (1 mg/ml,
GTX02774-pro, GeneTex) inkubiert. Die Platten wurden vierat mit
Waschpuffer gewaschen und mit verdiinnter
Detektionsantikdrpermischung (100 mL/Well) 2 Stunden lang bei
Raumtemperatur auf einer Schuttelplattform inkubiert. Nab dem
Waschen wurden die Platten 2 Stunden lang mit verdinntem
Streptavidin-AP-Konzentrat A (100 mL/Well) inkubiert. Nach dem
letzten Waschen wurde 1 Stunde lang mit BCIP/NBT-Substrat
behandelt. Nach dem Dekantieren des Chromogens wurden die Platten
mit entionisiertem Wasser gewaschen und bei Raumtemperat
getrocknet. Die Platten wurden gescannt und auf einem Immunospo
Analysegerét (Cellular Technologies Ltd) ausgezahlt. Die Messweder
Spike-reaktiven  IFN-g/IL-2-sekretierenden T-Zellen jeder Maus
wurden durch den Anteil der CD3:n T-Zellen in der Milz geteilt, um
ihre Haufigkeit pro Million T-Zellen zu schéatzen.

Neutralisationstest mit SARS-CoV-2-Spike-Pseudovirus
HEK-293T-Zellen, die stabil humanes ACE2 exprimieren (293T-AZE
Zellen), wurden in 96-Well-Platten (6x 104Zellen/Well) bei 37 °*C mit
5 % .fur 24 Stunden kultiviert. Serielle 2-fache Verdiinnungen von
Maus-Seren wurden mit SARS-CoV-2-Wildtyp-Spike-pseusipisiertem
Lentivirus, das das Lucif-erase-Gen enthalt (4.000 relative
Infektionseinheiten), gemischt, das von der RNA Technolog3latform
and Gene Manipulation Core, Academia Sinica, in DMEM niit %
fotalem Rinderserum (FBS) bei 37 °C fir 1 Stunde bereitgestellt
wurde. Anschlieend wurden die Serum-Pseudovirus-Mischungen zu
293T-ACE2-Zellen gegeben, die bei 37 € mit 5 % . fur 24 Stunden
und in DMEM mit 10 % FBS flr weitere 24 Stunden inkubiewurden .
Die Luciferase-Aktivitdt wurde mit dem Bright-Glo Luciferae Assay Kit
(Promega, Madison, WI, USA) und dem Synergy 2 (BioTek, @6gki, VT,
USA) Mikroplatten-Reader bestimmt. {)Der Neutralisationstiter wurde
durch die hochste Serumverdinnung bestimmt, die die
Virusinfektiositdt um mindestens 50 % im Vergleich zu den
entsprechenden Kontrollvertiefungen ohne Serumzusatz reduzierte

Histologische Untersuchung von mRNA-LNPs und Spike-Protein durch
Immunfluoreszenzfarbung

Die Féten wurden tber Nacht in 4 % Paraformaldehyd fixiertind

in Paraffin eingebettet. Die Gewebeschnitte wurden entpaffiniert,
rehydriert und anschlieBend einer hitzeinduzierten Antigen-Rérieval-
Behandlung unterzogen. Nach Permeabilisierung mit Tween 20 dn
Blockierung mit 1 % BSA wurden die Schnitte mit Prim&rantikdrprn
gegen PEG (1:100, PEG-B-47, ab51257, Abcam) und Spike-Protein
(1:100, chimarer mAb, D001, MBS8119537) inkubiert, gefgt von
fluoreszenzmarkiertem Donkey-Anti-Kaninchen-1gG (1:100, Poly4064,
BioLgend) wund Ratten-Anti-Human-lgG-Fc  (1:100, M1310G05,
BioLgend). Die Visualisierung der Kerne erfolgte durch Fnng mit
Hoechst 33342 (1:20.000, Invitrogen). Die Schnitte waen mit Dako-
Fluoreszenz-Montagemedium fixiert. Die Bilder wurden mit einm
Konfokalmikroskop aufgenommen.

Statistische Analysen

Alle Fehlerbalken wurden als 95 %-Konfidenzintervalle (umrandete
Bereiche) fur die Mittelwerte (die Boxen kreuzende Querlinien)
zusammen mit Uberlagerten Datenpunkten einzelner Mause dargeedlt.
Die Gleichheit der Mittelwerte wurde durch einen Student-t-Test
zwischen zwei unabhéngigen oder gepaarten Gruppen oder durch eine
einseitige Varianzanalyse (ANOVA)
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zwischen drei oder mehr Gruppen mit anschlieRender post-hoc-
Analyse nach Fisher (LSD) mit mehreren Vergleichen. Untersete
wurden in allen Tests beip < 0,05 als signifikant angesehen.
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I vaccini a mRNA contro il
riconosciuti come sicuri per la somministrazione dteara
gravidanza. Tuttavia, la loro farmacocinetica trdaspntare rimane
poco chiara. In questo studio, il vaccino mRNA-12@8ministrato
per via intramuscolare a topi gravidi ha rapidamenteotato nel
sangue materno e ha attraversato la placenta entro

1 ora per diffondersi nella circolazione fetale. I$@ie 'mRNA
spike nella circolazione fetale sia scomparso entBoofe, potrebbe
accumularsi nei tessuti fetali, principalmente nel fega essere
tradotto in proteina spike. L'mRNA-1273 transplacentsi €
dimostrato immunogenico nei feti, che dopo la nagmiésentavano
immunoglobuline (Ig)M anti-spike, Ig&{anti-spike allotipiche
paterne e un'immunitd  cellulare  anti-spike  potenziat
Somministrato durante la gestazione, 'mRNA-1273 hatcawn
effetto dose-dipendente sul suo trasferimento tracspkare e
sull'immunogenicita nei feti, con dosi piu elevaientRNA-1273
che hanno portato ad un aumento del passaggio laaespare
del'mRNA-1273 e a titoli sierici piu elevati di IgM/IgG anti-spek
endogene generate dai feti. Pertanto, la vaccinazimaterna con
MRNA-1273 durante la gestazione potrebbe conferine@nati non
solo un'immunita passiva, ma anche attiva controdeepra spike. |
nostri risultati forniscono nuove informazioni sulleapacita
transplacentare dei vaccini a mRNA e sul loro potdezi
immunogenico nei feti, ampliando le nostre conoscesaba
medicina a mMRNA per proteggere i nascituri dai patogeiia vita
perinatale e allargando i nostri orizzonti nellaapga molecolare
prenatale con mRNA.

INTRODUZIONE

I due vaccini di nuova generazione Moderna mRN2273! e BioNTech
BNT162b2? basati su filamenti di mMRNA che codificano la proteina
spike del SARS-CoV-2 racchiusi in nanoparticelle lipidicheNP);? sono
stati ampiamente utilizzati durante e dopo la pandemia di GVID-19.
Hanno conferito un'efficacia superiore al 90% contro il C@D-19 con
un profilo di sicurezza favorevole negli adulti.) © @ Tuttavia,
l'accresciuta farmacovigilanza relativa ai potenziali onattesi effetti
embriotossici/fetotossici di prodotti medici di nuova concezione
somministrati durante la gravidanza ha impedito alle donnein
gravidanza di sottoporsi alla vaccinazione con mRNA-LNP.

Molecular Therapy: Nucleic Acids Vol. 36 Marzo 2025 2 2025 Gli autori.

COVID-19 sono generalmenteFin dall'inizio4, nonostante il COVID-19 durante la gravidanza tendesse

a comportare un rischio piu elevato di complicanze materneo
neonatali® poiché i dati clinici e le osservazioni accumulate hanno
confermato la sicurezza dei vaccini a mRNA per la madre lefeto® la
vaccinazione con mRNA-LNP prinfao durante la gravidanza e stata
altamente raccomandata. Tuttavia, la farmacocinetica e mRNA-LNP
nelle donne in gravidanza rimane avvolta nel mistero, ingticolare per
guanto riguarda la loro capacita transplacentare. Sebbensia stato
riportato che le LNP consentono il rilascidn vivodel mRNA del fattore
di crescita endoteliale vascolare alla placenta, accompagdoadalla sua
vasodilatazione¢ né I'mRNA del vaccino né la proteina spike
decodificata dal'mRNA sono stati rilevati nella placentd e nel sangue

eFordonale 10 campionati almeno 2 giorni e per lo piu settimane o

addirittura mesi dopo la vaccinazione materna finale coBNT-162b2 o
mRNA-1273. Cio ha portato all'idea che la placenta fungesselariera
naturale per le mRNA-LNP, fornendo un'ulteriore rassicuraziee sulla
sicurezza dei vaccini a mRNA durante la gravidanza. Tuttayia stato
riportato che le mMRNA-LNP venivano rapidamente eliminat dalla
circolazione durante le prime 24 ore, con il tempo neceasio per una
riduzione del 50% della concentrazione di mMRNA-LNP (P(’z ) in un
intervallo compreso tra 2,7 e 3,8 oré! il che implica che Il
trasferimento transplacentare di mMRNA-LNP, se presente, @rrebbe
molto probabilmente entro 24 ore dalla vaccinazione maternalnoltre,
le mMRNA-LNP somministrate per via endovenosa in animédgtali (2 o
adulti (¥ hanno subito una rapida diffusione sistemica con accumulo
preferenziale di LNP e picco di funzionalita del’'mRNA nel gato entro
4 ore, seguito da una diminuzione dei livelli proteici a 24 ore
dall'iniezione o dalla cessazione della traduzione il secondo giorndel
complesso, sembrava prematuro negare il trasferimento
transplacentare di mMRNA-LNP sulla base dell'impossibilita di rilere
mRNA del vaccino o suoi prodotti nel sangue fetale o nella ptata
raccolti in ritardo, che non erano nemmeno favorevoli atl presenza di
MRNA-LNP o proteine spike. Abbiamo condotto questo studsui topi
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per rivalutare la capacita transplacentare del'mRNA-1273 ermlizzare
la sua immunogenicita nei feti.

RISULTATI

Rilevazione di polietilenglicole lipidico transplacentare

Dopo una singola dose intramuscolare di 4 mg di mRNL273
somministrata a topi gravidi al 14° giorno di gestaziongGD14), i feti
sono stati partoriti e sottoposti a eutanasia in momentprestabiliti per
ricercare LNP transplacentari nel sangue fetale, utilizzando &nbrpi
anti-polietilenglicole (PEG). Le LNP PEGilate sono passate rapidamente
nel flusso sanguigno materno e hanno attraversatoffecacemente la
placenta per diffondersi nella circolazione fetale entr®80 minuti (Figura
1A). Tuttavia, sono scomparse dalla circolazione mateanentro 3-24 ore
ma sono rimaste nella circolazione fetale per almendgiorni, indicando
una degradazione piu lenta del PEG nei feti rispetto alle madUn
ulteriore test immunoenzimatico (ELISA) ha confermato che livelli di
PEG sono rimasti stabili nel siero fetale entro 3 ore dallaccinazione
materna con 4mgdi mMRNA-1273 e sono diminuiti significativamente &
ore e da 1 a 3 giorni fFigura 1B). Il PEG nel sieradei figli era appena
rilevabile nei giorni 7-11 dopo la vaccinazione materna eon era piu
rilevabile nei giorni 14-18. Non € stato rilevato PEG nella plaota
fetale, nel fegato e nei tessuti molli mediante ELISA in s®uno dei punti
temporali esaminati (dati non mostrati). E importani notare che una
riduzione delle dosi materne di mMRNA-1273 ha causatan calo dei livelli
sierici di PEG nei feti entro 3 ore dalla vaccinazioneaterna (Figura 1Q.

Rilevazione di picchi di mRNA transplacentare

Abbiamo quindi esaminato se il trasferimento transplacentas di LNP
fosse associato alla sostanza attiva del vaccino SAB®/-2 spike mRNA
mediante PCR con trascrizione inversa (RT-PCRjigura SJ). Dopo la
vaccinazione intramuscolare materna con 4ngdi mRNA-1273, 'mRNA
spike e entrato nella circolazione materna e ha attraveato la placenta
raggiungendo il sangue fetale entrol ora, mentre I'mRNA spike
transplacentare € diventato rapidamente non rilevalte nella circolazione
fetale entro 4-6 ore (Tabella S1) Pertanto, I'mRNA spike era piu

Terapia molecolare: acidi nucleici

Esame delle 1IgG1 /1gG2a anti-spike e della loro efficacia nel
bloccare il virus

Per chiarire
transplacentare
Trasferimento di mMRNA-1273 nel feto: esaminiamo linfluenza elle
dosi di mMRNA-1273 somministrate per via intramuscolare #opi gravidi
sui livelli sierici di immunoglobuline anti-spike nelle madrie nei piccoli.
Dopo la vaccinazione materna con mRNA-1273 alla stessa dafie0,2,
1,0, 2,0 0 4,0ngal GD14 e al GD17, le madri e i loro piccoli sono stati
esaminati per i livelli sierici di immunoglobuline anti-spike (Ig) un mese
dopo il parto. Le madri vaccinate hanno generato in atlo significativo
19G@ /1gG(2a) anti-spike in assenza di una risposta dose-dipendente,
con livelli compresi rispettivamente tra 100-200 ng/mL e 20-40 mg/mL,
relativamente stabili durante un periodo postnatale di3 mesi (Figura
2A). Tuttavia, I'mRNA1273 somministrato alle topi gravide ha
esercitato un effetto dose-dipendenteslivelli sierici di 19G(1) /19G(2q)
anti-spike della prole, che hanno mostrato una tendenza al calo nel
tempo (Figura 2B). L'efficacia di bloco del virus del siero materno era
pari a diluizioni da 1024 a 2048 volte almeno nei 2-3,5 mépostnatali,
mentre il siero dei cucciolia 2 mesi di eta presentava un‘attivita di
neutralizzazione inferiore, che scompariva addirittura a 3,5 mesi
(Figura 2Q. Cio era sostanzialmente coerente con la diversa dueat
delle 1gG anti-spike sieriche tra le madri figura 2A) e la loro prole
(Figura 2B). La discordanza tra i livelli di IgG anti-spike 1{/IgG (2a)nel
primo mese di vita dei cuccioli in risposta alle dosi idmRNA-1273
utilizzate per vaccinare le madri potrebbe essere rilevate per il
trasferimento transplacentare di mMRNA-1273 in modo dse-dipendente
dalla madre (Figure 1C e 1F; Tabelle Sle S2). Cid ha messo in
discussione se il trasferimento transplacentare di mRNA-1273 non
fosse solo dose-dipendente dalla madre, ma esercitasse anche uetés
dose-dipendente nell'attivare il sistema immunitario fetde per
generare 1gG anti-spike endogeni.

le conseguenze immunologiche della trasmissien

Analisi degli allotipi IgGzaanti-spike nella prole
Sono state condotte indagini per valutare la derivazione delllgG anti-

soggetto a degradazione rispetto al PEG nel sangue fetale. L'mRNAspike 2della prole dopo la vaccinazione materna con mRNA-1273,

spike transplacentare si € accumulato principalmente nel fegatietale,
ma € rimasto anche nella placenta fetale e nei tessutiotti del tronco
(Figura 1D, Tabella S1) L'mRNA spike potrebbe persistere nel fegato e
nella milza dei neonati almeno fino a 3  settimane dopo la nascita
(Tabella S1) In particolare, la colorazione immunofluorescente ha
dimostrato la presenza di LNP PEGilate e della proteina spikeelle
cellule epatiche fetali figura 1E. Nel complesso, il trasferimento
transplacentare di mRNA1273 é stato accompagnato dall'espressione
della proteina decodificata dal'mRNA nel feto. Nelle madri vamate
con 0,2mgdi mRNA-1273, 'mRNA del vaccino si € rapidamente diffuso
anche nella circolazione materna, accumulandosi nella pladen e
distribuendosi al feto (Tabella S2) Sebbene i livelli di mMRNA spike nelle
placente fetali non differissero tra 0,2 e 4,0mg di mRNA-1273
somministrati alle madri, basse dosi di mMRNA-1273 hanno datmogo a
un minore accumulo di mRNA spike nei fegati fetali rispettalle dosi
elevate (Figura 1F). Nel complesso, il trasferimento transplacentare di
mRNA-1273 ha mostrato una risposta dose-dipendente dalla madrepn
dosi materne piu elevate di mMRIA-1273 che hanno determinato livelli
piu elevati di PEG nella circolazione e di mRNA spikelrfegato del feto.
Tuttavia, livelli comparabili di mRNA spike nelle placente fetli tra
mRNA-1273 ad alto e basso dosaggio somministrato alle madri
potrebbero suggerire un intrappolamento placentare dellmRIA-1273
prima che raggiunga il feto.

2 Terapia molecolare: acidi nucleici Vol. 36 Marzo 2025

utilizzando due forme alleliche (Igh-la e Igh-1b) dell'lg-1 (IGea,
regione costante g2a). Il ceppo murino BALB/c possiede I'lg&af
dell'aplotipo Igh-1a, mentre il ceppo C57BL/6 appartiene all'aplopo
Igh-1b. Femmine C57BL/6 sono state accoppiate con maschi BACB?
poi vaccinate con4 mgdi mRNA-1273 rispettivamente al GD14 e al
GD17. Dopo il parto, la prole (maschi BALB/ e femmine C57BL/6,
F1) ha coespresso entrambi gli aplotipi Igh-1a e Ighb di IgGgaanti-
spike all'eta di 4 settimane, nonostante la scomparsa dell'aplotipo Igh-
la all'eta di 8 settimane Figure 3A e 3B;Tabella S3) Cio ha fornito la
prova molecolare diretta che la prole era dotata didG anti-spike
endogene 6 che non potevano provenire da altro che dai cloni di
cellule Bdella prole che esprimevano selettivamente l'allotipo paterno
Igh-1. Chiaramente, i figli nati da madri vaccinate con RNA-1273
durante la gestazione erano stati immunizzati dalla proteinaspike e
inoltre dotati di IgG anti-spike endogene. Per inciso, I&gG anti-spike
(2aysieriche di tutte le femmine C57BL/6 accoppiate con mascBALB/c
sono risultate contenere l'aplotipo Igh-1a di origine fetée (Tabella S3)
indicando una direzione inversa del trasferimento delle IgG anspike
(2adal feto alla madre. Pertanto, il trasferimento transplacemtre delle
IgG potrebbe essere bidirezionale. Quando le femmine C57BLin
gestazione sono state vaccinate con Or2g



www.moleculartherapy.org

Figura 1. Trasferimento transplacentare di mMRNA-1273 dopo vaccinazione materna con mRNA-1273 durante la gravidanza

(A) Madri GD14 FVBI/N, vaccinate per via intramuscolare (IM) con una singola dose di mRNA-1273 da 4,0 mg, sono state sottoposte a prelievo di siero prima della vaccinazione (Pre)
e nei momenti indicati di 0,5-3 ore e 1-7 giorni dopo l'iniezione. | loro cuccioli sono stati consegnati per il prelievo di siero negli stessi momenti. Il test Immunodot blot ha dimostrato il
trasferimento transplacentare di LNP PEGilato. (B) Il test ELISA ha rivelato che il siero fetale conteneva livelli significativamente pit elevati di PEG nei momenti di 1 ora, 3 ore e 6 ore dopo la
vaccinazione materna con mRNA-1273 rispetto a quelli con iniezione materna di soluzione salina (controllo, ANOVA con confronto multiplo della differenza minima significativa (LSD)). Tra 3
e 6 ore si e verificata una significativa diminuzione dei livelli sierici di PEG. Sebbene il PEG fosse ancora misurabile in alcuni cuccioli dei gruppi 1-3 giorni e 7-11 giorni, i loro livelli medi
non differivano da quelli dei controlli con soluzione salina. Nei giorni 14-18, il PEG era completamente assente in tutti i sieri neonatali, identico ai controlli con soluzione salina. (C) Ai
tempi di 1 orae 3 ore dopo la vaccinazione materna,

4,0 mg di mRNA-1273 hanno portato a livelli di PEG piu elevati nel siero fetale rispetto a una dose di 0,2 mg. (D) L'mRNA Spike nella placenta fetale, nel fegato e nei tessuti molli & stato
quantificato mediante RT-PCR dopo la vaccinazione materna con 4 mg di mRNA-1273 (madri 234, 235 e 236 nella tabella S1). | livelli di mRNA spike di “(2 )" e "&lt; 0,021" sono stati
inseriti rispettivamente come "0" e "0,021" nella creazione di questo grafico. LmRNA spike era significativamente predominante nel fegato fetale dei gruppi 1, 4 e 6 h (ANOVA con
confronto multiplo LSD). (E) L'immunoistochimica ha rivelato la presenza di LNP PEGilate intracellulari e della proteina spike nel fegato fetale 6 ore dopo la vaccinazione materna con 4,0 mg
di mMRNA-1273. DIC: contrasto interferenziale differenziale. ZI: zoom. (F) Ai tempi di 1, 4 e 6 ore dopo la vaccinazione materna con mRNA-1273, i livelli di mRNA spike nelle placente
fetali non differivano tra 4,0 e 0,2 mg di mMRNA-1273 utilizzati per vaccinare le madri (Tabelle S1 e S2), mentre 4,0 mg di mMRNA-1273 hanno portato ad un accumulo significativamente
maggiore di mRNA spike nei fegati fetali rispetto a 0,2 mg di mRNA-1273. | grafici con barre di errore mostrano le aree racchiuse in riquadri che rappresentano gli intervalli di confidenza al
95% per le medie come linee orizzontali che attraversano i riquadri.
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Figura 2. 1gG anti-spike 1 IgG 2acon efficacia di blocco del virus nelle madri e nella loro prole dopo somministrazione gestazionale di mMRNA-1273.

Topi FVBIN gravidi sono stati vaccinati per via intramuscolare con le stesse dosi di mRNA-1273 (0,2, 1, 2 0 4 mg) nei giorni GD14 e GD17. (A) Un mese dopo il parto (M1), tutte e quattro le dosi di
mRNA-1273 hanno indotto livelli significativi di 19G(z) /1gG(2s) anti-spike nel siero delle madri e (B) dei cuccioli (p&lt; 0,001, ANOVA), rispetto ai controlli con soluzione salina. Sono stati osservati
livelli di I9G(y /IgG(2s) anti-spike dose-dipendenti nei cuccioli piuttosto che nelle madri (confronto multiplo mediante test post hoc LSD di Fisher). Le madri (n= 6) hanno mantenuto titoli anti-spike
19G(1) /lgG (25 stabili nel siero nei 3 mesi postnatali (M1-M3), ad eccezione di un calo iniziale dei livelli di anti-spike 1gG(2s (p= 0,010, confronto a coppie) a M2, mentre gli IgG anti-spikes /1gGza nel
siero dei cuccioli (n = 18) sono gradualmente scomparsi entro M3-M4. | cerchi interconnessi in diversi momenti temporali rappresentano i dati dei livelli di IgG1 /IgGza raccolti da un singolo
topo. (C) L'efficacia di blocco del virus del siero materno e dei cuccioli & stata valutata mediante test di neutralizzazione con pseudovirus e mostrata in una madre rappresentativa e nei suoi
cuccioli. | sieri materni postnatali a 2 e 3,5 mesi avevano ftitoli di neutralizzazione pari a diluizioni di 2048 e 1024 volte, rispettivamente, mentre l'attivita di neutralizzazione dei sieri dei piccoli era di 64
volte a 2 mesi di e t & , ma scompariva a 3,5 mesi. | grafici con barre di errore mostrano le aree racchiuse in riquadri che rappresentano gli intervalli di confidenza al 95% per le medie come

linee orizzontali che attraversano i riquadri.

mRNA-1273 due volte, la loro prole ha generato solo una quatat
minima di 1gG anti-spikeza dell'aplotipo Igh-1a nonostante titoli elevati

di 1gG anti-spike allotropico Igh-1bza nel siero (Figura 3C;Tabella SJ.
Questi risultati hanno evidenziato una relazione doseisposta tra le dosi

di mRNA-1273 utilizzate per vaccinare le madri etitoli sierici di IgG anti-
spike endogeni nei feti. Di conseguenza, mRNA-1273 heuto un effetto
dose-dipendente dalla madre non solo sulla sua capacita
transplacentare, ma anche sulla sua immunogenicita in term di
produttivita di IgG anti-spike endogeni nei feti.

Valutazione delle IgM anti-spike e dell'immunita cellulare

Essendo impermeabile alla placenta, I'lgM anti-spike nellargle € stata
misurata per riconfermare l'immunizzazione fetale tramie mRNA-1273
transplacentare. La vaccinazione materna con 0,2 o 4,0 mgrdRNA-
1273 ha determinato un aumento dei livelli di IgM ati-spike nella prole
all'eta di 4 settimane (Figura 3D). Il MRNA-1273 ad alto dosaggio ha
portato a titoli sierici piu elevati di IgM anti-spke fetali rispetto a quelli a
basso dosaggio. Le madri vaccinate e la loro proleono state
ulteriormente esaminate per l'immunita cellulare alla poteina spike
mediante la lettura del trizio incorporato nei linfociti. Entrambi hanno
dato risultati favorevoli nella proliferazione dei linfociti specifici per la
proteinaspike
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(Figure 4A e 4B) rispetto ai rispettivi controlli con soluzione shna.
Inoltre, i linfociti T che secernono interferone (IFN} g e interleuchina
(IL)-2 reattivi alla proteina spike sono stati enumeratimediante saggio
immunoenzimatico (ELISpot), dimostrando frequenze
significativamente piu elevate rispetto ai controlli consoluzione salina
(Figure 4Ce 4D). Nel complesso, la vaccinazione materna con mRNA-
1273 durante la gravidanza potrebbe innescare un'immuna adattativa
contro la proteina spike nelle madri e nei loro cuccioli.

Risultati immunologici dell'esposizione fetale diretta al'mRNA-1273 Per
convalidare ulteriormente gli effetti immunogenici del'mRNA1273 sui
feti pre-immuni, abbiamo sottoposto direttamente fetimurini GD14 a
iniezione intraperitoneale di MRNA-1273. Dopo la recita, i feti trattati
hanno mostrato titoli elevati di IgG) /IgG(2a anti-spike nel siero
(Figure 5Ae 5B), che sono diminuiti gradualmente nei 3 mesi successivi
alla nascita. | loro linfociti hanno anche proliferato irmodo specifico in
risposta alla proteina spike del SARS-Co¥/(Figura 5Q in associazione
con una maggiore frequenza di cellule T secernenti IFN-dle2 reattive
al spike (Figura 5D). Questi risultati hanno indicato I'immunoreattivita
fetale al
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mRNA-1273 somministratoin utero anche prima del completo sviluppo
delle cellule T.

DISCUSSIONE

La vaccinazione materna con mRNA COVID-19 durante la godanza ha
offerto un vantaggio doppio, proteggendo sia le madri che i loro
bambini.” Questa protezione aggiuntiva per i neonati & statda tempo
attribuita al trasferimento transplacentare degli aticorpi anti-spike
materni indotti dal vaccino?’ paragonabile alla vaccinazione materna
contro l'influenza, il tetano, la difterite e la pertosse# In questo studio,
le placente murine si sono dimostrate permeabili al'mRNA-123
insieme alla traduzione della proteina spike decodificata dafiRNA in
feti murini GD14, che non avevano cellule T funzionalmente epetenti
poiché i recettori delle cellule T murine non erancespressi fino al GD1%
Tuttavia, la trasmissione verticale del'mRNA-1273 ha reso la
vaccinazione materna con mRNA273 immunogenica piuttosto che
tollerogena nei feti in via di sviluppo. Cio € in liea con un evento di
immunizzazione che si verifica dopo I'esposizioneefale artificiale a peptidi
estranei517 in cui i macrofagi fetali sequestravano gli antigarendocitati e
si differenziavano in cellule dendritiche per istrure cellule T ben sviluppate
in una fase successiva della vita. Pertanto, il sistema immunitario in via di
sviluppo dei feti nati da madri vaccinate con mRNA-1278lurante la
gestazione continuava a svolgere un ruolo attivo nella prekzione
contro i patogeni.

Le placente dei mammiferi sono classificate in tipi epiio-coriali, endo-
teliocoriali ed emocoriali in base agli strati cellulari &ie intercorrono
tra la circolazione materna e quella fetalé3 noti come barriere
intertermiche che influenzano la permeabilita placentaredelle specie
animali. Sia gli esseri umani che i topi possiedono placenemochoriali
con tipi cellulari simili di trofoblasti placentari (19 () €9 che mediano lo
scambio materno-fetale. La placentazione emochoriale éripa di
barriere interemiche dell'endometrio uterino (compresi I'epitelio, lo
stroma e I'endotelio vascolare), il che porta allimmersine diretta degli
strati trofoblastici fetali nel sangue materno. Cio favosce lo scambio di
sostanze biologiche tra la madre e il feto, fornendoi &rofoblasti fetali
un accesso diretto al sangue maternd Alla luce delle identiche
barriere interemiche presenti nella placenta, il modello murino
dovrebbe essere appropriato per simulare lo scambio placeate di
sostanze biologiche nelluomo. Tuttavia, € necessario gstare
attenzione nell'estrapolare i risultati della trasmissionetransplacentare
dellmRNA-1273 da questo studio sui topi ai soggetti umani, poiché
esiste una differenza nell'architettura istologica tra la facenta murina e
quella umana, evidenziata dalla presenza di trofoblasti are strati
(emotrichoriali) nellinterfaccia materno-fetale murina, in contrasto
con i trofoblasti a strato singolo  (sincytiotrofoblast)
(emomonochoriale) della placenta umana??) Non é chiaro
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se i due strati trofoblastici supplementari presenti nella placenta
murina esercitassero un impatto negativo o positivo sulloscambio
materno-fetale di sostanze biologiche, per non parlare dell'mRA-1273.
Questo studio murino ha dimostrato che I'mRNA-1273 possiede una
capacita transplacentare dose-dipendente nelle femmine grale e
mostra un potenziale immunogenico nei feti. Questi risudtti rendono
urgente la necessita di rivalutare la capacita transplacenta
del'mRNA-LNP e di chiarire lo stato di immunoreattivita alla pteina
spike nei feti umani o nei neonati con vaccinazione nerna
gestazionale contro il COVID-19. Le informazioni ottenutavranno un
profondo impatto sulla strategia di vaccinazione contrdl COVID-19 nei
neonati nati da madri vaccinate durante la gestazione.

| vaccini a mRNA hanno mostrato buoni profili di sicureza negli esseri
umanil2 e persino nelle donne in gravidanzaz24 Tuttavia, i risultati

positivi in termini di sicurezza ottenuti in ambito clinico non hanno
potuto alleviare i timori relativi alla potenziale gendossicita, come
l'integrazione genomica, l'oncogenesi o la trasmissione geinale,?s27

alimentate dalla biodistribuzione persistente del'mRNA del vecino
2829 o del suo prodotto 331 negli studi post-commercializzazione.
Questi risultati scomodi riflettevano in qualche modo la rapa
autorizzazione all'immissione in commercio dei vaccinia mRNA con
studi preclinici incompleti a causa delle urgenti esigenze sawitie di

fronte alla crisi di salute pubblica causata dalla pandemia dCOVID-
19.(* Questo studio sui topi ha colmato il vuoto nella farmacociniea
transplacentare dei vaccini a mRNA, che era assente riegtudi

preclinici nonostante i vaccini a mRNA stessi coinlgessero diverse
nuove biotecnologie. In questa ricerca, I'mRNA-1273 norelpresentato
problemi di sicurezza evidenti nelle topi gravide e neidro piccoli.
Tuttavia, la prova della trasmissione transplacentare di mMRNA-T3
con ritenzione persistente di mMRNA nel fegato o nellaifma della prole
ha inevitabilmente suscitato interesse per gli effetti geotossici dei
vaccini a mRNA sul feto in via di sviluppo, dove I'aumentdell'attivita

di moltiplicazione e specializzazione cellulare potrebbe care
instabilita genomica@®? ©@©)  che rendono il feto vulnerabile
all'integrazione di elementi genetici esogeni¥) (0 @5 Considerando il
verificarsi della retrointegrazione dell'RNA del SARS-Co¥nel genoma
delle cellule umane,{® non pud essere trascurato il rischio di
genotossicita a lungo termine nella prole nata da madri eainate con
MRNA.

Dato il successo dei vaccini mRNA contro il COVID-19 ettliale
panorama biotecnologico, esiste la possibilita di estendella tecnologia
mRNA-LNP alle malattie genetiche con proteine o enzimi
difettosi/assenti, come la fibrosi cistica, I'acidemia propioica e

Figura 3. Analisi degli allotipi IgGzaanti-spike e IgM anti-spike nei figli nati da madri vaccinate con mRNA-1273 durante la gravidanza.

(A) Dopo la vaccinazione con mRNA-1273, i topi BALB/c (Igh-1a)x C57BL/6 (Igh-1b) F1 (n= 9) hanno secreto in modo significativo IgG anti-spike 2a(Igh-1a/b) nel siero entro 2-4
settimane (confronto a coppie). L'aplotipo Igh-1a ha dominato gli allotipi delle IgG(2aanti-spike. (B) Femmine C57BL/6 (F) accoppiate con maschi BALB/c (M) sono state vaccinate con
4 mg di mRNA-1273 due volte al GD14 e al GD17. Sia I'lgh-1a paterno che I'lgh-1b materno allotipico anti-spike 1gG(2a) sono risultati significativamente presenti nei topi BALB/c (M)x
C57BL/6 (F) F1 a 4 settimane di eta ( p< 0,001), nonostante I'allotipo paterno Igh-1a non fosse rilevabile a 8 settimane di eta (p= 0,508). (C) Nel caso della vaccinazione con
0,2 mg di mMRNA-1273 in topi gravidi C57BL/6, la progenie F1 BALB/c x C57BL/6 (n = 17) non ha ottenuto risultati favorevoli nel siero anti-spike 1gGza di Igh-1a (p= 0,418) rispetto ai
controlli trattati con soluzione salina (n = 5), ma presentavano livelli significativamente pit elevati di allotipo Igh-1b (p< 0,001) rispetto ai controlli all'eta di 4 settimane. (D) Dopo la
vaccinazione materna con 0,2 0 4,0 mg di mRNA-1273 due volte, i figli hanno mostrato livelli significativamente pitl elevati di IgM anti-spike nel siero all'eta di 4 settimane, rispetto ai
controlli con iniezione materna di soluzione salina. Inoltre, 4,0 mg di MRNA-1273 somministrati alle madri hanno indotto titoli sierici di IgM anti-spike piu elevati nella prole rispetto a 0,2 mg di
MRNA-1273 (p&lt; 0,001). OD: densita ottica a 450 nm. | grafici con barre di errore mostrano le aree racchiuse in riquadri che rappresentano gli intervalli di confidenza al 95% per le

medie come linee orizzontali che attraversano i riquadri.

6 Terapia molecolare: acidi nucleici Vol. 36 Marzo 2025



www.moleculartherapy.org

Figura 4. Immunita cellulare anti-spike nelle madri e nei loro piccoli dopo vaccinazione materna con mRNA-1273 durante la gravidanza

(A e B) Dopo la vaccinazione materna con 4 mg di mRNA-1273 somministrato due volte, le madri e i cuccioli sono stati esaminati per verificare la proliferazione dei linfociti specifici
per il picco mediante la lettura del trizio incorporato in vitro. | linfociti splenici sia delle madri (p= 0,001) che dei cuccioli (p&It;0,001) hanno proliferato in modo specifico in risposta allo
spike, a differenza di quelli con iniezione materna di soluzione salina. Inoltre, le madri (p= 0,004) e i cuccioli (p&lt; 0,001) con vaccinazione materna con mMRNA-1273 hanno mostrato
una proliferazione dei linfociti specifici per spike superiore rispetto ai rispettivi controlli con soluzione salina. L'albumina sierica bovina (BSA) era il stimolatore di terze parti e il Con-A era

un mitogeno per stimolare in modo non specifico i linfociti T. (C e D) Le immagini ELISpot di IFN-

g e IL-2 in triplicato mostrate provengono da una madre e un cucciolo

rappresentativi con vaccinazione materna con mRNA-1273 (4 mg) o soluzione salina durante la gravidanza. Entrambi i gruppi hanno mostrato frequenze elevate di cellule T
secernenti IFN- g e IL-2 rispetto ai rispettivi controlli. | grafici con barre di errore mostrano le aree racchiuse in riquadri che rappresentano gli intervalli di confidenza al 95% per le

medie, sotto forma di linee orizzontali che attraversano i riquadri.

fenilchetonuria.?
della nascita, possono essere gestite con terapie prenatai base di
mRNA prima dellinsorgenza o nella fase iniziale della patadia
irreversibile, al fine di ridurre al minimo la morbilita e la mortalita
associate alla malattia e ottenere un'elevata efficacieerapeutica. In
considerazione del passaggio
I'esigenza non soddisfatta delle terapie con mRNA fetalpotrebbe
essere soddisfatta semplicemente attraverso la somministrazien
materna di mRNA-LNP in assenza di danni per le madri, ma
potenziale immunogenicita dei peptidi decodificati dal'mRNA dee
essere presa in considerazione anche nei feti preimmuni

transplacentare  del'mRNA-1273,

Queste malattie candidate, se diagnosticate prima . Tuttavia, & bene notare che la capacita delle LNPtdisportare I'mRNA

e di accumularsi nei tessuti o negli organi desiderati varia seconda
delle modifiche chimiche delle LNP123¢ Pertanto, le modifiche degli

influenzare la loro capacita transplacentare e richiedere una

valutazione delle loro proprieta transplacentari.

In questa era della medicina basata sul'mRNA, le nuove caoenze
sulla farmacocinetica transplacentare dei vaccini a mRN e sul
potenziale immunogenico
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Figura 5. Conseguenze immunologiche dell'iniezione in utero di mMRNA-1273

| feti GD14 FVB/N sono stati sottoposti a iniezione intraperitoneale di mMRNA-1273 (IU mRNA-1273, n = 19). (A e B) Dopo la nascita, & stato esaminato il siero anti-spike 1gG(y /IgG(zs) all'eta
di 1 mese. IlU mRNA-1273 ha portato a titoli significativamente piti elevati di anti-spike IgG(y) /IgG(2a rispetto all'iniezione intrauterina di soluzione salina (U soluzione salina, n=9). Gli IgG(y
19G(2s anti-spike sierici sono diminuiti gradualmente nei 3 mesi successivi alla nascita. | cerchi collegati da una linea rappresentano i livelli di IgG(y) /IgG(z2s misurati a 1 (M1), 2 (M2) e 3
(M3) mesi di etain un singolo topo (n = 11). (C) La proliferazione dei linfociti in risposta alla proteina spike € stata misurata mediante la lettura del trizio incorporato (n = 4) come conteggio al
minuto (cpm). Come controlli di fondo & stato utilizzato solo il mezzo, come stimolatori di terze parti & stata utilizzata la BSA e come mitogeno per stimolare la popolazione di
cellule T & stato utilizzato il Con-A. IlU mRNA-1273 ha proliferato in modo significativo in risposta alla proteina spike (p < 0,027), mentre IU soluzione salina (n = 4) non ha mostrato
proliferazione linfocitaria sotto stimolazione con la proteina spike. E stata osservata una differenza significativa nella proliferazione linfocitaria sotto stimolazione con la proteina spike tra U
mRNA-1273 e IU soluzione salina (p< 0,006). | rettangoli all'interno di un set di dati rappresentano gli intervalli di confidenza al 95% per le medie, che sono mostrati come linee trasversali
che attraversano i rettangoli. (D) Le cellule dei linfociti splenici che secernono IFN- g e IL-2 reattive alla proteina spike sono state enumerate mediante ELISpot. Le figure mostrano i
punti con i relativi conteggi dei topi rappresentativi trattati con lU mRNA-1273 e |U soluzione salina. La frequenza delle cellule T che secernono IFN- g e IL-2 reattive alla proteina Spike &
stata calcolata dalla media dei risultati ELISpot (triplicati) divisa per il rapporto tra cellule CD3" i dei linfociti splenici in ciascun singolo topo.
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delle proteine decodificate dallmRNA nei feti potebbe far progredire le
nostre conoscenze per proteggere meglio i nascituriadl patogeni nella
vita perinatale e ampliare i nostri orizzonti nella teapia prenatale con
mRNA.

MATERIALI E METODI

Topi

Topi inbred FVB/N, BALB/c (Igh-1a di Ig@ , regione costante g2a) e
C57BL/6 (Igh-1b di 1gGa , regione costante g2a) sono stati acquistati
dal National Laboratory Animal Center (Taipei, Taiwan) d#ta di 6-8
settimane. Gli animali sono stati ospitati nella struttura dicura degli
animali del Chang Gung Memorial Hospital (CGMH) secondo Ieek

guida standard della "Guida per la cura e l'uso degli animali da

laboratorio" e con l'approvazione del Comitato per la rierca sugli
animali del CGMH. Le femmine sono state messe in gabbam i maschi
nel pomeriggio e controllate per verificare la presnza di tappi vaginali il

mattino seguente. Il giorno in cui & stato osservato flappo € stato
designato come giorno 0 della gravidanza.

Prelievo dei tessuti fetali

Sotto anestesia per topi gravidi, & stata eseguita una Eptomia
mediana per esporre gli uteri. | feti sono stati egysi tramite isterotomia

e immediatamente lavati con soluzione salina. Dopo la dggitazione, il
sangue fetale & stato raccolto con pipette. Quindi sono stprelevati la
placenta fetale, il fegato e i tessuti molli del trore | campioni sono stati
conservati in soluzione RNAlatera -80 °* C per analisi successive o
sottoposti a omogeneizzazione in solventi organici qualetanolo o
dimetilsolfossido (DMSO) per I'estrazione con PEG.

Vaccinazione con mRNA-1273 in topi gravidi

Topi gravidi hanno ricevuto un'iniezione intramuscolare (nella coscia)
di mRNA-1273 nei giorni GD14 e GD17, ciascuno alla stessa dos8,dj
1, 2 0 4 mg, diluito in 100 mL di soluzione salina. Dopo il ga, sono
stati prelevati periodicamente campioni di siero dalle madrie dalla loro
prole per analisi sperimentali a valle. Per tracciare ilcomponente
mRNA-1273 nei feti, € stata somministrata una singola dos# 0,2 o0 4
mgdi mRNA-1273 per via intramuscolare alle madri al 14° giorno di
gestazione. | feti sono stati poi partoriti con taglio €sareo nei momenti
indicati dopo la vaccinazione materna per raccogliere essuti fetali e le
placente per le analisi successive.

Iniezione in utero di mMRNA-1273

Sotto anestesia, gli uteri di topi gravidi GD14 sono gfeesposti tramite
laparotomia verticale. Una micropipetta di vetro da60 mm con punta
smussata e stata utilizzata per iniettare 0,05-0,1 mg di mRNA-I2in 5
ml di soluzione salina nelle cavita peritoneali di tutti i feitdi una figliata
tramite approccio transuterino. | topi di controllo hanno ricevuto
un'iniezione intrauterina di soluzione salina. L'addome dei topi € stato
chiuso in due strati con sutura di seta 5-0. Successivamenidopi sono
stati alloggiati in una stanza tranquilla senza cambi di léera per 1
settimana. | cuccioli sono stati svezzati all'eta di 3 settiame.

Test immunodot blot per rilevare LNP di mRNA-1273

Questo metodo € stato modificato dal test fat blot di Mumk e
Wierzchowiecka’” per rilevare in modo semiquantitativo le mRNA-
LNP. Il siero di topo e 'mRNA-1273 diluito in serie (1 mL peciascun
campione) sono stati applicati su una membrana di nitraglulosa (0,45
NC,Amer-

sham Protran). La membrana € stata prima bloccata con fatal 5% in
soluzione salina tri-tamponata contenente 0,05% Tween 20 (TBSPgr
1 ora su un agitatore rotante e quindi incubata con antiepo anti-

polietilenglicole (PEG) (1:3.000, PEG-B-47, ab51257, Abcam, che

reagisce solo con forme coniugate) per 2 ore. Dopo travaggi con
TBST, la membrana é stata trattata con IgG di capra antiriglio
coniugato con perossidasi (1:5.000, AP132P, Sigma-Aldrich) p2rore,
seguito da substrato HRP chemiluminescente Immobilon Weste
(Millipore) per 2 minuti. Infine, i blot sono stati sdtoposti a
rilevamento mediante imaging chemiluminescente (UVP Chestudio). |
controlli positivi erano diluizioni seriali doppie di mMRNA-1273, mentre i
controlli negativi includevano soluzione salina e sierimaterni/dei
cuccioli raccolti dopo l'iniezione di soluzione salina nella madre.

RT-PCR ea per quantificare I spike

L'mRNA é stato isolato da campioni di tessuto ditfecon vaccinazione
materna con mRNA-1273 utilizzando il GeneJET RNAriRaation Kit
(Thermo Fisher Scientific) secondo il protocollo deproduttore. La
concentrazione di RNA é stata determinata utilizzandNanodrop.
Campioni di RNA di 500 ng sono stati trascritti in cDNA iizzando il
PrimeScript RT Reagent Kit (TaKaRa Bio). | primerilizzati per rilevare

il cDNA target erano i seguenti:}{:3) Primer diretto:
AACGCCACCAACGTGGTCATC. Primer inverso:
GTTGTTGGCGCTGCTGTACAC. PCR in tempo reale Bio-Rad iQ5
Per la PCR sono stati utilizzati il sistema di rilevamente il mix 2xSYBR
gPCR (BioTools): 30 secondi a 95 °C, seguiti da 40 cicli décondi a 95
°*°C e 20 secondi a 60 °C. Tutti i campioni (2 mL) sono stati analizzati
in duplicato in reazioni da 20 mL. Per limpostazione die curve standard
del'mRNA spike, il cDNA trascritto in modo inversoda 100 ng/mL di
mRNA-1273 é stato diluito in serie in un rapporto 1:2. Questdiluizioni
seriali triplicate di campioni di cDNAda2 mLsono state ulteriormente
diluite a 10x efino a 20 mL(corrispondenti a 10(4 2 0,0021 pg/mLdi
mRNA spike) nell'amplificazione PCR. | risultati negativioo stati
determinati dai valori Ct dei campioni di tessuto dei feticon iniezione
materna di soluzione salina.

Determinazione delle 1gG anti-spike sieriche 1, IgGza € IgM nel siero. Le
piastre da microtitolazione ELISA (Corning, Corning, NYUSA) sono
state prima rivestite con 25 ng/mL e 50 ng/mL di proteina spikeSARS-
CoV-2 (GTX02774-pro, GeneTex) rispettivamente per la miswiane
dei livelli di IgG: e 1gGa/IgM anti-spike nel siero di topo. | pozzetti
sono stati bloccati con albumina sierica bovina al 3% (BS8igma-
Aldrich) in PBS e incubati con 10@nLdi campioni diluiti. In ciascun
pozzetto, per la rilevazione delle IgG( € stato utilizzato anti-lgG¢)
biotinilato (Clone RMG1-1, BioLegend, San Diego, CA, USA&htne per
la rilevazione dellelgGa € stato utilizzato anti-lgG(2) biotinilato
(Clone RMG2a-62, BioLegend) e anti-IgM biotinilato anti-fw (Clone
RMM-1, BioLegend) perrilevazione delle IgG(2a) e IgMa (Clone
RMG2a-62, BioLegend) per il rilevamento delle Ig&e anti-lgM
biotinilato (Clone RMM-1, BioLegend) per il rilevamento elle IgM.
Successivamente, € stata aggiunta streptavidina-perossgiali rafano
(HRP, Sigma-Aldrich) ai pozzetti. Quindi, la reazione & stagviluppata
aggiungendo 100mL di substrato NeA-blue tetrametilbenzidina (TMB)
(Clinical Science Products, Mansfield, MA, USA) e arresteta 2M H()
SOg La densita ottica a 450 nm é stata letta utilizzando untiere
ELISA. I livelli sierici di IgG{) e IgGa nel siero sono stati determinati
mediante le curve standard dell'anticorpo monoclonale muro anti-
SARS-CoV-2 spike IgQ1A9, GTX632604, GeneTex) e dell'anticorpo
monoclonale murino anti-SARS-CoV-1/2 S Protein lgG(clone 2B3ES,
Sigma-Aldrich).
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rispettivamente. | titoli sierici di IgM anti-spike sono stati registrati
come valori di densita ottica.

Determinazione degli allotipi anti-spike 1gGza

Gli allotipi Igh-1a e Igh-1b delle Iggsono stati utilizzati per esaminare
se i cuccioli (BALA/c [Igh-1a] maschk C57BL/6 [Igh-1b] femmine, F1)
generavano IgG anti-spike endogeng dopo vaccinazione
intramuscolare materna con 0,2 o 4,0 mg di mRNA-1273,
rispettivamente, al GD14 e al GD17 durante la gravidanza. L'ELISA
stato eseguito come descritto sopra, utilizzando 10 campiordi siero
diluito x trattati con anticorpi primari di lgG2a anti-topo biotinilato
(1:20.000, clone RMG2a-62, che reagisce con entrambi gli afpotigh-
la e Igh-1b [Igh-1a/b]), biotinilato anti-lgH-1a murino (1:2.000, clone
8.3, BD Pharmingen) o biotinilato anti-IlgH-1b murino (1:2.000, cla:
5.7, BD Pharmingen), rispettivamente. Il colore sviluppato & dt@letto
alla densita ottica di 450 nm. | controlli includevano top BALB/c
(maschi)x  BALB/c (femmine) e C57BL/6 (maschix C57BL/6
(femmine) F1.

Quantificazione del PEG mediante ELISA sandwich

Il siero o il supernatante degli omogenati tissutali dei f& murini sono
stati sottoposti a quantificazione del PEG mediantkit ELISA (Life
Diagnostics, Cat. #: MPEG) con l'anticorpo di cattura expfico per la
struttura del PEG e l'anticorpo di rilevamento per il gruppo retossilico
terminale del lipide PEGilato del vaccino. Questo ELISA sandivié
stato condotto secondo le istruzioni del produttore.

Risposte proliferative dei linfociti alla proteina spike

Le milze sono state prelevate da topi (di 6-8 settimane deta) con
vaccinazione materna con mRNA-1273 durante la gravidanzhlinfociti
splenici sono stati arricchiti mediante centrifugazione agradiente di
densita e quindi coltivati in triplicato, ciascuno con & 105cellule in 200
mL di terreno RPMI 1640 contenente 10% di siero fetale bowo in
piastre a 96 pozzetti. | linfociti responder sono staticoltivati solo in
terreno di coltura come controlli di fondo e stimolati ©n proteina spike
SARS-CoV-2 (1 mg/mL), stimolatore di terze parti BSA ( 100 ng/ml9
mitogeno non specifico Con-A (1 mg/mL). Per misurare la
proliferazione dei linfociti, le cellule del quinto giornosono state prima
sottoposte a incubazione per 16 ore con timidina trizia (ICN
Biomedicals) a una concentrazione finale di 1 mCi per pozte e poi
raccolte per contare il trizio incorporato in un contdore a scintillazione
liquida (contatore 1450 Microbeta Plus). La proliferazionealei linfociti &
stata determinata dalla lettura del trizio incorporato come categgio al
minuto. | controlli erano costituiti dai topi con iniezione materna di
soluzione salina.

Test ELISpot perIFN-g e IL-2

Le cellule T murine secernenti IFN-g/IL-2 sono state quantifide
mediante kit ELISpotper IFNge IL-2 di topo secondo le istruzioni del
produttore (R&amp;D Systems).In breve i linfociti splenici di ciascun
animale sono stati arricchiti mediante centrifugazionea gradiente di
densita e quindi esaminati per le frazioni di cellule T C®mediante
citometria a flusso dopo il trattamento con anticorpi ati-CD3 coniugati
con fluorescenza (BioLegend). | pozzetti delle micropiastreono stati
prima risciacquati con terreno di coltura RPMI 1640 conteente siero
fetale bovino al 10% per 20 minuti a temperatura ambiete. Quindi, le
cellule sono state caricate nei pozzetti in triplicato a
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una dose di 18 /100 mL di terreno di coltura per pozzetto e incubate in
un incubatore umidificato a 37 *C C® per 2 giorni sotto stimolazione
della proteina spike SARS-CoV-2 (1 mg/mL, GTX02774-pro, GeneTex).
Le piastre sono state lavate quattro volte con tamponei lavaggio e
incubate con una miscela di anticorpi di rilevamento diluiti (100
mL/pozzetto) per 2 ore a temperatura ambiente su una piahforma
oscillante. Dopo il lavaggio, le piastre sono state incate con
Streptavidin-AP ConcentrateA diluito ( 100 mL/pozzetto) per 2 ore. Il
lavaggio finale & stato seguito dal trattamento con substratBCIP/NBT
per 1 ora. Dopo aver decantato il cromogeno, le piastreono state
lavate con acqua deionizzata e asciugate a temperatura biente. Le
piastre sono state scansionate e contate su un analizze#édmmunospot
(Cellular Technologies Ltd). | valori delle cellule T secernentFN-g/IL-
2 reattive allo spike in ciascun topo sono stati divisi pefa frazione di
cellule T CD3 i nella milza per stimarne la frequenza per milione di
cellule T.

Test di neutralizzazione con pseudovirus spike SARS-CoV-2

Le cellule HEK-293T che esprimono stabilmente ACE2 umano (cellule
293T-ACE2) sono state coltivate in piastre a 96 pozzetti 6¢
104cellule/pozzetto) a 37 °** C con 5%+. per 24 ore. Diluizioni seriali
doppie di sieri di topo sono state miscelate con lentivirus
pseudotipizzati SARS-CoV-2 wild-type contenenti il genluciferasi (4.000
unita di infezione relative), forniti da RNA Technol-ogy Rteform and
Gene Manipulation Core, Academia Sinica, in DMEM con Hesiero
fetale bovino (FBS) a 37 °C perl ora. Successivamente, le miscele di
siero-pseudovirus sono state aggiunte a cellule 293T-ACE2, chenso
state incubate a 37 °Ccon 5% . per 24 ore e in DMEM con 10% di
FBS per altre 24 ore. L'attivita della luciferasi estata determinata
mediante il kit Bright-Glo Luciferase Assay (Promega, Madison, IW
USA) e il lettore di micropiastre Synergy 2 (BioTek, Wooski, VT,
USA).¢9 Il titolo di neutralizzazione € stato determinato dalla
diluizione sierica piu elevata che ha ridotto l'infettivita rale di almeno

il 50%, rispetto ai corrispondenti pozzetti di controllo serza aggiunta di
sieri.

Esame istologico di mMRNA-LNP e proteina spike mediante colorazione
immunofluorescente

| feti sono stati fissati in paraformaldeide al 4% durante laotte e
incorporati in paraffina. Le sezioni di tessuto sono stat
deparaffinizzate, reidratate e quindi sottoposte a recuperalell'antigene
indotto dal calore. Dopo permeabilizzazione con Twee20 e blocco con
BSA all'l%, le sezioni sono state incubate con anticorpi prari contro
PEG (1:100, PEG-B-47, ab51257, Abcam) e proteina spike (1:10@m
chimerico, D001, MBS8119537) per 1,5 ore, seguiti dgG anti-coniglio
fluorescenza-coniugato (1:100, Poly4064, BioLgend) e IgG anti-umano
di ratto Fc (1:100, M1310GO05, BioLgend). La visualizzazione dei teic®
stata ottenuta mediante colorazione con Hoechst 332 (1:20.000,
Invitrogen). Le sezioni sono state montate con mezzo diantaggio per
fluorescenza Dako. Le immagini sono state acquisite utdiando un
microscopio confocale.

Analisi statistiche

Tutti i grafici con barre di errore sono stati riportati come intervalli di
confidenza al 95% (aree racchiuse in riquadri) per le mdie (linee
trasversali che attraversano i riquadri) insieme ai punt dati
sovrapposti dei singoli topi. L'uguaglianza delle medie €& stata
esaminata mediante il test t di Student tra due gruppi indipenehti o
appaiati, oppure mediante analisi della varianza a unda (ANOVA)
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tra tre o piu gruppi con confronti multipli post hoc di Fishe (LSD). Le
differenze sono state considerate significative in tutti test con p &lt;
0,05.
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Abstract

Some basic differences between RNA-virus infections and immune reactions elicited after
injection of modified biotech-constructed RNA or DNA short viral sequences are briefly
presented based on consolidated knowledge on viruses and immunology. Reactivity to
manufactured biotech-RNAs are relatively known and controlled within test tubes. As
opposed, interactions between inoculated biotech-RNA-DNAs-modified vaccines into the
human body and its complex and incompletely known functions are unpredictable. To state
the contrary, indicates that present-day technology pretends to know everything on how the
human body reacts to the inoculation of these RNA-DNA vaccines, and untenable scientific
belief. Unknown pathological reactions might be generated from biotech-RNAs utilized as
vaccines, at the cellular and organismal level, as the active spike protein of the SarsCov2
virus has demonstrated, generating many more adverse effects in comparison to previously
used vaccines. The present brief paper of general theoretical content, points out some of the
main biological differences present between traditional vaccines, based on attenuated viruses
or their proteins, and RNA-DNA vaccines, based on randomly delivered short and specific
modified RNAs or by virus-carried DNAs. While protein-based vaccines inject inactive
proteins with a short turnover for degradation, RNA-DNA-based vaccines give rise to active
and pathogenic proteins with unknown certified turnover. Furthermore, biotech-modified
nucleotide sequences can penetrate into numerous cell types in different organs, generating
spike proteins, autoimmunity, and potential genetic alterations still to be evaluated in future
years. The administration of RNA-DNA vaccines appears as an experimental treatment with
unknown short-terms and long-term consequences on millions of people, and many years of
experimentation are needed before their use might become a common medical practice.

Keywords: RNA-vaccine, viral infection, protein release, monoclonal, polyclonal, immune
reaction
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1. Introduction to General Viral and Immune Functions

The present paper of general nature is based on basal information on what we presently know
about viral infections and immunity, with considerations on modern vaccinations. Viruses are
30-300 nm size biochemical particles containing RNA or DNA, few structural and functional
proteins and sometimes lipids, and they behavegersetic parasites of cellCurtis, 1965;

Brock and Madigan, 1991). During a viral infection, the viral RNA or DNA enter into cells
and replicate giving rise to millions of virus particles ready to infect other cells. This occurs
because the viral RNA or DNA contains information (genes) that specifically stop ribosomes
of the infected cell to translate their own mMRNAs while they mainly or exclusively translate
viral RNAs or DNAs. This mechanism allows the high production of viral proteins and of
new viral RNAs or DNAs and their virus. The newly generateduses are complete
including the inner and external proteins utilized for binding and penetrate into cells (spikes;
see Freire et al., 2015; Krupovic and Koonin, 2017). Most of these protemain attached

to the rest of the virus, in the capsid or in viral core, including the spike, and are not released
outside the cells. Releasing viral proteins during the virus cycle instead of complete viruses
would distribute spike proteins into body fluids, and potentially limit the infections of other
cells from the new viruses since the free spikes might also compete with the complete viruses
for the attachment to other cells. In contrast, when only spike proteins are produced in large
amount from an RNA-DNA vaccine (Chaudhary et al., 2021; Chavda et al., 2022), these are
the only molecules that can exit infected cells. The spike proteins or their fragments are
released among cells asluble proteinsand circulate to different regions of the body where
they can activate pathological functions, as observed for Covidl9 spike
(Gambacorti-Passerini and Aroldi, 2022; Acevedo-Whitehouse and Bruno, 2023; Bellavite et
al., 2023). As we will see later, the above basic characteristics of an infective viral cycle, the
production of complete virus, in addition to othease not mein RNA-based vaccines where

the viral cycle is altered (Alibardi, 2023).

The immune system, innate and adaptive, has progressively evolved to preserve the
biological self of our multicellular bodies, includingighting against viral infections
(Danilova, 2006; Sompayrac, 2012; Simeh al. 2015). This defense takes place by the
production ofnumerous varieties of immune cells and antibodied neutralize in different

ways viruses invading our body. Through a complex mechanismgeok reshufflingour
immune system can produce over 500 millions of different antibodies, capable to circulate
inside our body(IgM, IgG, IgE) andcoat the mucosal surfaced nasal, lung, intestine, and
genital ducts (IgA). The production of many different types of immune cells and antibodies
(polyclonal immunity, potentially tagging any type of viral proteins (antigens), determines
the success of immunization and has allowed huntansurvive during million yearof
biological evolution. For most types of viruses (cold, small pox, chicken pox, yellow fever,
measles, influenza, rubella, mumps, SarsCov2 etc.), multiple and specific types of antibodies
are produced that are directed to all the varieties of virus proteins penetrated in the body.

The resulting immunization protects us from future infections from the same virvsfmus
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years or even permanenth lasting immunity likely derives from theuccessive occasional
expositionsof the body to the same viruses during our life, expositions that maintain active
our immune system. This is also demonstrated from the presence of developed lymphoid
organs such as lymph nodes, spleen and thymus in our body. In fact, in animals kept in sterile
environments or in humans born with immunological deficits such agammaglobulinemy or
severe immunodeficiency, and kept in sterile environments where no immunity reactivity is
elicited, no or undeveloped lymphoid orgaase present. The presence of these lymphoid
organs in our body is therefore a proof of a continuous and variable exposition to microbes,
including viruses. Once a person is naturally healed from an infection disease, he/she
becomespermanently immune or however protected for several yagesnst that disease,

and can only be lightly affected from the same viral infection in rare circumstances
(immunodepression, other ongoing illnesses, dietary unbalance, lowering immunity during
aging etc.).

The process of biological evolution, where any new immunological function was sequentially
built, adding new capabilities to previously established immune mechanisms, has been
perfected over millions of yeargjving rise to bodies adapted to efficiently contrast most
viruses. A natural immune reaction is not limited1e? viral antigens like modern vaccines

but instead is potentially directed againali viral antigens, providing efficiency and
generating a lasting immune protectiaminner organs and mucosae surfaces. Consequently,
no medical intervention can be more effective than our polyclonal natural immune system
fact, while a long biological evolution has proceeded gradually facing multiple stimulations
that adapted our bodies to most viruses, immunological medical interventions progresses
empirically, according to the level of knowledge acquainted in its short period of history, few
centuries (see later).

Only in few but dramatic cases (small pox, rabies, ebola, yellow fever, AIDS etc.), the
elaborate adaptive immune system so far evolsestts too slowlyto avoid these diseases
and, sometimes, even death (Brock and Madigan, 1991). The latter, in particular for airborne
viral infections, typical diseases of vertebrates that colonized the land during different
Paleozoic Periods, is however generally due to secondary bacterial infections such as
pneumonia, not to the virus itself. However, for most viral infections, with a low level of
lethality in healthy normal people (chicken pox, rubella, measles, mumps, west Nile disease,
adenoma pharyngitis, etc.), the body reacts well with low-mild suffering, and the person
becomes almost permanently immuméhealed from these viral diseases. For other diseases,
such as cold and influenza, immunity is not lasting due to the high rate of mutation in
particular of the spike/outer external proteins that interact with cell receptors of the host. For
influenza viruses this continuous generations of variants derive from combinatory processes
among fragmented RNAs of different mutants/variants (Brock and Madigan, 1991). This is
the reason why multiple of other influenza antigens (other viral proteins) should be selected
to make lasting influenza vaccines. For covidl9, insufficient information on a lasting
immunity is so far available, although naturally immunized (healed) individuals are better or
equally protected with a longer immunity that the vaccinated people with RNA or DNA
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vaccines. Because of their polyclonal natural immunization, it is likely that haled people from
Covil9 are also more protected from new variants than vaccinated only against the spike
protein (monovalent immunization), but contrasting opinions are published and definitive
laboratory proofs are inconclusive at the present.

As for other viral infections, also for sarsCov2 virus variants, polyclonal vaccines tagging the
other viral proteins aside spike, should be manufactured (Fig. 1).

Fig. 1. Comparison between a monovalent and a polyvalent vaccinationly one protein

(e.g. spike) is neutralized by anti-spike antibodiBs.numerous antibodies (7 here shown,
including anti-spike) are produce@, a monovalent vaccination only stimulate production of
anti-spike proteins as the virus would be covered only from spike. Mutations of spike would
lower or completely abolish any immune protectidd, a polyvalent vaccination instead
stimulates production of numerous antibodies (polyclonal reaction, only 7 are here shown)
that neutralize most or all the antigens (wikferent shapes and colors) so the protection
lasts for the first variant, the second variant and following variants.

In contrast, continuing to manufacture vaccines for influenza or sarCov2, or for other viruses,
tagging only the external and most changing (from mutations) viral proteins that are ligands

of cell receptors, appears a poorly driven procedure from a scientific point of view. It is here
suggested that the over 100 variants of influenza virus and the 6-8 sarsCov2 variants so far
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known, and new ones generated every 6-12 months, might also depend from the selection of
variants derived from the use of modern monovalent vaccines. The latter, while contrast the
main variant of a certain year, allow the survival and selection of the other variants generated
in that specific year that will infect people in the following years (Alibardi, 2023).

In conclusion, since the immune system has evolved polyclonal reactions that continuously
save our lives, it is rationale to predict that amedical procedure meant to permanently
immunizepeople from potentially dangerous infections should follow the natural rules of the
viral cycles (ot liberating functionally active viral proteinsand those of the activated
immune system dliciting a polyclonal immunity Fig. 1 A, B). Polyclonal or natural
immunity hits virus variants because this vaccination tags many changing (from mutations)
and non-mutated viral antigens and, although some antigens change from genomic mutations,
most of the others remain unchanged, so that polyvalent vaccinations give a lasting protection
(Fig. 1 C, D). Unfortunately, from many years these scientific indications are not followed
from Pharma industries, that mainly produce and sale continuously new monovalent
vaccines.

2. Vaccination and Traditional Vaccines

The intuition, mainly due to Edward Jenner in 1796, that the protection from the lethal or
devastating human small-pox disease (40-80% lethality in old ages), by the induction of
immunity using a cow small-pox infection, paved the way to vaccination (Curtis, 1965;
Aichelburg, 1977). Conferred immunity derived from thatigenic similarity of the cow

virus to that of the human virus (both pox-viruses) that immunizes and prevents human
small-pox. Using this medical procedure, other severe viral diseases such as rabies, yellow
fever, blackleg, polio, hepatitis B, ebola etc. have been controlled or even erased in the past.
It was learnt that the scarification, injection or oral administration of inactivated viruses, of
their proteins or attenuated viruses un-capable to give rise the diseaggebatving the
immunogenic capacitycould avoid the severe infection, providing a lasting immunity.
Vaccination was and is ammazing conquest of medicia@d has saved millions of people,

but it is avoluntary introduction in the body of healthy peojplkinactivated viruses or their
antigens to prevent the risk of serious infections, not minor affections, and that the benefits
should largely overweight the risks of negative effects.

Inactivation of virus proteins eliminates any pathogenic effect but maintains immunogenicity
of the injected denatured protein (Fig. 2 A). In contrast, vaccination with RNA or QNAs

rise to active proteinswhich interaction with the body functionare unknown or even
pathogenic(Wong and Webbing, 2013; Gambacorti-Passerini and Aroldi, 2022; Bellavite et
al., 2023; Fig. 2 B).
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Fig. 2. Differences between a protein-based vaccisg gnd a genetic vaccineBf, and
biotech vectors of RNA or DNAG, D). A, the inactivation of the antigenic protein (arrows
indicate some tagged epitopes) gives rise to a denatured protein that has lost some epitope
sites, formed others epitopes, and changed conformation. The inactive protein however keeps
some of the former and new immunogenic epitopes (arrows or the right), and is rapidly
degradedB, as opposed, genetic vaccines produce a spike protein that remains active and is
released among different tissues or is circulating in the blood, triggering immune-stimulation
but also unknown pathological reactions. The time of degradation of the vaccine RNA and its
active spike protein is not known (?L, viral carrier of a DNA-vaccine sequence with
possible DNA fragmentation and degradation during mass vaccination. Red arrowheads
indicate that also the capsid proteins can produce pathogenic efiedtposome carrier of
RNA-vaccine with possible RNA fragmentation and degradation during mass vaccination.

Traditional vaccinations initially mimicked as much as possible the entire immunogenic
potential of the viruses, since a polyclonal immune reaction was elicited, like for natural
immunity (Curtis, 1965; Aichelburg, 1977; Brock and Madigan, 1991; Wong and Webby,
2013; Fig. 1 B, D). However, a variety addverse body reactionsan be activated after
vaccination, generally in very few people with severe consequences and, rarely, even death.
These adverse reactions depend from the individual health conditions and also from the type
of vaccines utilized. Some of the pathological consequences of traditional vaccines derived
from lack of purity of vaccingsincomplete inactivation of viruses, or to minor pollutions
from unwanted substances derived from the processes of viral production. The impurities
contained residual cell or organic fragments from the cell culture system where viruses were
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produced in high amount, or from the chick eggs utilized for rising a high number of viruses,
and later inactivated for vaccination.

To guarantee purity of these traditional vaccines, long and tedious procedures, large
infrastructures and costly activities involving numerous dedicated personnel were and are
required, aig investment for any Pharma compamyPublic Hygiene Institutions. However,
improving the technologies for the safe production of traditional vaccines had to be pursued
during the last 40-50 years. This in particular throughlitegechnological production of viral
proteins of known amino acid sequence in high amount and purity, proteins that can be
inactivated and utilized as polyvalent vaccin@his means that most of the viral proteins can

be utilized as antigens so that the numerous antibodies produced following vaccination bind
and neutralize all or most of the viral proteins. In case an infection with the same virus or its
variants occurs, the immune system elicits a strong reaction that determines a broad
protection also against the variants or everoanplete and lasting immunitiike for natural
immunity (Alibardi, 2023). For what is known, inactivated proteins injected as vacaiwes,

not replicate, do not penetrate into cells but remain extracellular, do not produce other
physiological effects aside immunizatjcand they are degraded within 1-3 weeks. During
this time, inactivated viral proteins (antigens) are phagocytized frantigen presenting
cells’ (APC-cells) distributed in different body organs, and the derived peptides are presented
to lymphocytes within lymphoid organs where they stimulate polyclonal immune responses.

Instead to follow this general immunological principle, modern vaccines are manufactured
only against one or few viral proteins or their smaller epitopes thatd to cell receptors
(ACEZ2 or others), for instance the haemoagglutinin (HA) for influenza viruses or the spike
protein for the Sars-cov2 virus (Wong and Webbing, 2013; Chaudhary et al., 2021; Chavda et
al., 2022; Bellavite et al., 2023, Fig. 1 A, B). The scope of these monovalent vaccines is to
impede the virus attachment to our cell receptors through the HA or the spike protein.
Modern vaccines that only neutralize a single viral antigen, e.g. HA of specific influenza
viruses or the Spike protein of SarsCov2 variants during a certain Fall-Winter, allow the other
variants derived from the frequent mutations for these single proteins, to remain in the
environment also in the following Spring-Summer periods. When the seasonal conditions
change again from the Summer to Fall in the next year, these new variants, selected by
monovalent vaccines, can determine a new contagious. Therefore, epidemics are only limited
to that specific year by manufacturing and selling monovalent vaccines, a continuous
productive process from Pharma industries. It would be scientifically more correct, and logic,
to use polyvalent vaccines instead of monovalent vaccines for obtaining a better and lasting
immunization. Therefore, the frequently generated virus variants (mutants) for the HA, the
spike or other viral proteins would be completely or partiatigutralized following a
polyclonal vaccinationsince also the remaining unchanged antigens are neutralized from the
immunity derived from these vaccinations (Fig. 1 C). As opposed, as previously indicated,
the monovalent vaccinations that areutinely utilized today likely contribute to the
continuousselection of new virus variantsince these vaccines only hit the variant of a
certain month or year, allowing the continuous production and permanence of new variants
that will generate the next seasonal epidemics of influenza, covid19 or other viral infections

.
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(Alibardi, 2023, see later). The immunization against one-two protsingnnatural and
apparently illogical also considering that these are the proteins that change more frequently
(mutate) in the virus (HA and spike). Therefore, the scientific logic and knowledge would
produce vaccines against the least changing viral proteins, not those that more frequently
change following genetic mutations. The change of these external viral proteins allows that
the mutated viruses (variants) can infect our cells through new binding proteins while the
antibodies effective against the initial binding viral proteins result ineffective (Alibardi, 2023).
In conclusion, modern monovalent vaccirtesnot lastwhile they are manufactured and sold
from Pharma industries at any new epidemic burst.

3. Some Differences Between Viral RNA Infections and Those from RNA-vaccines

The development of molecular manipulation of genes, both RNA and DNA sequences in the
last 30-40 years has now become a routine (Brock and Madigan, 1991; Khalil, 2020). Main
areas of medical applications are gene therapies, production of transgenic plants and animals,
attempts to cure genetic impairments, use of virus for experiments of gene transfections and,
recently, also thenanufacturing of vaccines based on viral RNA or DPardi et al., 2018;

Zhou et al., 2023). The latter technology, indicated asftitere of vaccinationinduces the
production of viral antigens in the body, after the injection of parts of the viral RNA or DNA
coding for these antigens (Chaudhary et al., 2021; Chavda et al., 2022). The production of the
viral antigens (e.g. spike) is completely made twe patients, the new factories for the
production of the viral antigensand eliminates the complex and costly production of
traditional vaccines made byharma industriesthat "only" synthetize RNA or DNA
sequences at relatively low cost using the modern biotech platforms.

However, anumber of differenceare present between the natural viral infection and the
biotech-RNA or DNA infection induced with this type of vaccination (Gambacorti-Passerini
and Aroldi, 2022; Petit and Longo, 2023; Alibardi, 2023). The technical capability of genetic
engineer operations in test tubes and laboratory experintergseen equalized to that of
RNA-DNA vaccinesndicating that there were 20-30 years of experience in using RNA-DNA
vaccines. This type of statements is untenable since manipulating RNAs or DNAs for
laboratory experiments, agronomical purposes or gene therapy or editing, is not equal to
manipulate RNAs or DNAs for vaccination on humahRsimans are not reacting as test tubes

but this seems to be neglected from the manufacturers of RNA-DNA vaccines. In the latter
caseno experimental testing, evidences and experiences were and are avéadaBIBIA or

DNA vaccines before their use for mass vaccination in 2020-2024. A serious scientific
evaluation on the risk/benefit ratio and consequences of inoculated genetic material into
partially known and complex human bodies has not been done, and these studies are still
ongoing (Chaudhary et al., 2021; Chavda et al., 2022; Bellavite et al., 2023). Genetic material
such as RNA or DNA is not like any other drug previously utilized, because these molecules
determine basal cellular processes and interactions still incompletely known and are mainly
academic information, with unknown possible risks in their medical applications and
transmissibility to next generations. Consequently, the indiscriminate use of RNA-DNA
vaccines appears, also today, a mass experimentation. Also, the administration of
biotech-RNAs or DNA inside carrier viruses or liposomes for mass vaccination, outside of
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the lab control environment, cannot guarantee that these genetic molezmia® integral

(Fig. 2 C, D). Fragmented DNAs or RNAs could produce unknown effects on the body, likely
pathogenic (Tinari et al., 2021; Zhang et al., 2021; Schoenmaker et al., 2021; Seneff et al.,
2022). While the biological evolution of immune mechanisms occurred step by step, any
technological novelty based on a partial and empirical knowledge introduces in complex
body mechanisms, established from a long evolution, unpredictable interactions that very
likely give rise to pathological conditions.

When a virus enters the body and overcomes the multiple physical and chemical barrier, and
also innate immune cells (phagocytes such as granulocytes and macrophages), the viral
particles penetrate into cells of specific or preferred organs, following their receptors
recognition (lungs, liver, nervous system etc.; Fig. 3 A).

Fig. 3. Classic viral cycleX) and biotech-RNA vaccine potential interactions within ceAls.

after viral infection, new viral particles are release complete, with spikes attached to the
capsid, not released as soluble spike proteBsafter RNA-vaccine (black bar with main
modification in the 5" and 3' nucleotide ends of the RNA) injection and penetration into
various cells, potential interaction (?) with cellular RNAs or DNA remain unknown because
of incomplete knowledge of all cellular functions.

-
)
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Many different viruses possess specific organ-cell tropisms (skin, intestine, lungs, glands,
brain etc.) anddo not infect any cell typeresent in the body, limiting the extension of the
infection. This does not occurs using vaccines containing RNA for spike that, aside their
unknown stability in the blood or intercellular fluids, do not target specific cells but are
potentially incorporated at random into any cells that they encour{&choenmaker et al.,
2021; Chaudhary et al., 2021; Chavda et al., 2022; Bellavite 2@23). Inside the body, the
invading viruses are identified through specific macrophages or dendritic cells (APC, Antigen
Presenting Cells) that activate different types of lymphocytes (T helper lymphocytes and B
lymphocytes). When viruses penetrate in their target cells, they are detected and later
destroyed by specific macrophages and lymphocytes (T-cytotoxic cells) that check the cell
surface of these infected cells. Both mechanisms, extracellular (antibody production) and
intracellular (viral infection), give rise to brogablyclonal immune responses and immune
memory since numerous different clones of lymphocytes are produced and neutralize most or
all viral antigens internally and on mucosal surfaceef only one or two antigens like
modern vaccinegSompayrac, 2012; Fig. 1 D).

In contrast, when a simple but alien biotech-RNA-DNA is injected into the bodyyittad

cycle is modified sincenly the spike proteins or fragments are released inside and outside
the cell but not the entire virus (Fig. 3 A-B). The intracellular spike can interact with the
DNA of chromosomes during cell division since no nuclear membrane is present for 1-3
hours during this phase (Figs. 3 B, 4 A). The spike proteins are later exposed on the cell
membrane associated to MHC | or Il or become soluble into biological fluids. Furthermore,
such biotech-RNAs have undergoaenumber of chemical modificatiorte make it more
stable and lasting, especially in the 5'- and 3'- nucleotide ends, and even introducing
nucleotide base modification (Pardi et al., 2018; Chaudhary et al., 2021; Chavda et al., 2022;
Kim et al., 2022; Bellavite et al., 2023; Fig. 3 B). The potential interactions, fate and duration
of these biotech-RNAs randomly incorporated in many cells and organs with no specificity,
in the complex human bodgre unknownThe human bodgannot be treated as a test tybe
since nobody knows all the functions and interactions of its cells and organs. Nobody can
predict or has experimentally tested possible interactions with these RNA-DNA vaccines
inside the body (Gambacorti-Passerini and Aroldi, 2022; Alibardi, 2023; Fig. 3 B). The
modified biotech-RNAs (or DNAs-carried from virusespn penetrate the nucleusnd
contact the genomic DNA, especially during the metaphase and anaphase of cell division,
when thenuclear membrane disappears for 1-3 hq&ig. 4 A). This potentially dangerous
process of penetration and DNA-interaction occurs in particular in bodies where billions of
cells are dividing, namely iembryos, fetuses and childresside the stem cells of renewing
tissues (skin, intestine, blood marrow etc.) or in the gonads of adults (Alibardi, 2023; Fig. 4
B).
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Fig. 4. Contact of vaccine RNA with chromosomes (DNA) during mitosiy @nd unknown
consequences on bodies containing many dividing cells that can incorporate high amount of
biotech-RNA 8). A, dividing cell containing both biotech-RNAs and their coded spike
proteins that are distributed in the cytoplasm and nuclear region contacting the chromosomes
(DNA). Spike proteins or their fragments (peptides) are exposed on the cell surface or
released extracellularlg, embryos, fetuses, growing children and young individuals contain
many dividing cells so that the uptake of biotech-RNA or-DNA is higher than in fully
grown-up adult or elderly individuals where a lower number of dividing cells are present.
Main affected tissues are physiologically renewal tissues, and some are indicated.

While "natural cellular mRNASare not interacting with their own DNA, a mechanism that
has been likely "perfected" with other cell functions during the 1-2 billion year of evolution
of eukaryotic cellspotential interactions and recombination of biotech-RN##h cellular
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RNAs, DNA or other moleculesare unknown(Gambacorti-Passerini and Aroldi, 2022;
Bellavite et al., 2023). Again, the human bodgnnot be reduced to a test tulaere these
interactions and recombination are instead better known, a reductionist approach that could
generate adverse or pathological outcomes in numerous people (Petit and Longo, 2023).

Furthermore, without other genes for silencing cell ribosomes as in complete viruses,
biotech-RNA sequences only containing the nucleotides for the production of the spike
protein or its binding site to cell receptors, likely cannot produce the same high levels of the
spike antigen for immunization like the entire RNA of a sarsCov2 virus in a natural infection.
Although made more stable through biotech manipulations, the lack of specific ribosome
inhibition from biotech-RNAs, may contribute to explain why the spike produced at random
in sparse cells of the body cannot induce a strong imnatimeulation that is also limited to

few monthdGambacorti-Passerini and Aroldi, 2022; Bellavite et al., 2023). Even producing
relatively high spike concentrations, the duration of the antibodies that are produced remains
however limited and does not elicit a lasting protection in comparison to a natural viral
infection, as this has become evident after RNA-DNA based vaccinations.

4. Pathological Consequences of RNA-DNA Vaccines

Viral protein antigens in the capsid carry RNA or DNA into specific cells and are captured
from APC-dendritic cells that activate the immune response (Sompayrac, 2012). As
previously indicated, viral RNAs or DNAs or their generated proteilos not travel as
isolated molecules into the bodynce they would be rapidly degraded extracellularly and
intracellularly. Potential unknown side effects derived from injecting RNAs through
liposomes (Pfizer or Moderna vaccines) or DNA inserted into the carrier capsid of an alien
adenovirus (Astrazeneca or Johnson & Johnson), have been reported (Gambacorti-Passerini
and Aroldi, 2022; Seneff et al., 2022; Acevedo-Whitehouse and Bruno, 2023; Bellavite et al.,
2023; Petit and Longo, 2023; Fig. 2 C, D). The incorporation of a complete or partial viral
RNA or DNA produces intracellular spike proteins tlzae exposed on the surface of any cell
that received the biotech-RNA or -DNA. The spike-derived antigens, aside penetrating in the
nucleus, would also alert the immune sentinels (macrophages and T-helper and/or T-killer
lymphocytes) after their surface exposition on various types of cells. In fact, the exposition of
spikes on the surface of many different cell types after they have incorporated the RNA-DNA
vaccines indicates that these cells are infected and should be destroyed by specific immune
cells (e.g., T-cytotoxic lymphocytes). The latter eveetermines autoimmunitand can hit

all organs that contain cells that have randomly adsorbed the RNA- or DNA-vaccines, giving
rise to myocarditis, hepatites, nevrites, encephalites etc. (Gambacorti-Passerini and Aroldi,
2022; Acevedo-Whitehouse and Bruno, 2023; Bellavite et al., 2023). Aside the problems
indicated above, another complication in the utilization of these vaccines is the production of
active proteins that travel freelynside the body (Fig. 2 A, B). This information was and is
necessary before activating the RNA-DNA vaccination for the Sars-cov2 spike protein, and
will be essential for the viral proteins produced in future vaccination programs using
RNA-DNA vaccines for most viral infections (Pardi et al.,, 2018; Chaudhary et al., 2021,
Chavda et al., 2022; Kim et al., 2022; Zhou et al., 2023; Fig. 5).
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Fig. 5. Future potential RNA-vaccinations against different viruses, planned to replace
traditional vaccines. After selecting specific RNAs (or DNAS) coding for the different spikes

or external binding proteins to cell receptors that are present in these viruses, these vaccines
may be utilized, as the covid19 vaccine, for mass vaccination. Whether these active virus
proteins can also determine pathogenic effects, like those of the Sars-cov-2 spike protein,
should be evaluated through a long experimentation before inoculating these RNA-based
vaccines to people.

Other pathological effects, clearly demonstrated after the RNA or DNA Covid-19 vaccination,
are the alterations ohlood pressure (ictus) and increasing blood clottwith consequent
failure of tissues oxygenation and necrosis of affected organs from anoxia, heart, lungs,
kidneys etc. (Acevedo-Whitehouse and Bruno, 2023; Bellavite et al., 2023). A more basal
alteration of the cellular homeostasis generated from the spike protein, regards the potential
alteration of DNA-repair mechanisms, as suggested from a published study (Jang and Mey,
2021). The latter study has been later retracted from the scientific Journal but no follow-up
research has been conducted in this direction, for unclear reasons. If confirmed, the alteration
of cell genetic mechanisms can be devastatimygreasing tumors, infections and
autoimmunity In contrast, if not confirmed, the use of RNA-DNA vaccines would have
appeared safer, butnfortunately no further independent researcas been conducted to
confirm or deny the initial 2021-study. The uncontrolled distribution of RNAs-DNAs
producing "infected cells" for destruction and potential DNA-integrations must be predicted
using these types of vaccines based on RNA or DNA (Zhang et al., 2021;
Gambacorti-Passerini and Aroldi, 2022; Bellavite et al., 2023). Instead, RNA- and
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DNA-based vaccines are reported, neglecting the lack of largely accepted scientific evidence,
to be very successful and even worth of the 2023 Nobel P¢€eaudhary et al., 2021;
Chavda et al., 2022). RNA-DNA vaccines are indicatedhave saved many lives from
Covid19 and these new types of vaccines are planned for mass utilization in the next
epidemic outbursts predicted for the coming years (Pardi et al., 2018; Kim et al., 2022; Zhou
et al., 2023; Fig. 5).

Unfortunately, little is known on the functionality of isolated viral proteins, especially those
binding to our cell receptors on our complex and partially known body functions. The active
spike protein has caused many and still poorly known pathological effects on numerous
vaccinated people, with light to serious adverse reactions or @eaths, sensibly higher that
using traditional vaccinegBellavite et al., 2023; Alibardi, 2023). We do not know the
potential damage derived fromther active viral proteins induced by next viral RNA-DNA
based vaccineg¢Fig. 5). This information requires years of independent, public scientific
study and evaluation, not derived from few months or 1 year of research conducted by
Pharma industries, organizations that primarily search for profits, their natural goal, before
pure knowledge. RNA-DNA vaccines production and mass vaccination should be stopped,
and a long experimentation should be done in 10-20 years to come if these vaccines are really
indicated as théuture of vaccination

5. Conclusions

As indicated above, a scientific-driven and logical approach to make lasting and effective
vaccines would be to neutralize first of all theast changing viral proteinsogether those

that change frequently such as the HA and spike proteins, andcbmigt or exclusively
neutralize the more changing proteins. A number of proteins are present inside and on the
surface of viruses aside those that binds to cell receptors (Brock and Madigan, 1991;
Chaudhary et al., 2021; Chavda et al., 2022; Fig. 1), and they can be tagged by antibodies
derived from polyvalent vaccinations. This is how our natural immune system worka and
fair medical system should mimmhat has evolved in nature during million years of
evolution. The production of monovalent instead of polyvalent vaccines does not follow a
scientific purpose and determindgbe continuous selling of new, temporarily working
vaccinesoffered against new virus varianevery 6-12 monthsThese vaccinations provide

little help to stop for long periods or permanently viral epidemics. In fact, monovalent
vaccines, as typical for flue or covidl9 vaccines, do not last that few months since the
HA-protein of the influenza virus or the spike protein for Covid19 have changed (following
their gene mutation) in the meantime. The new variants are likely also selected from these
monovalent vaccines that neutralize only the dominating variant that is present in a certain
season,allowing the survival and therefore the selection of other variafis future
infections, and requiring more new vaccinations. Instead, vaccination like natural
immunization should be lasting for the benefit of people. Differences between RNA-viral
infections indicated above, and immune reactivity with RNA-biotech vaccines indicate that
the latter need many years ahead of scientific-medical research and evaluation.

In conclusion, the numerous researches presently conducted on future vaccines where
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sophisticated biotech modifications are experimented should avoid to considaurtien

body as a test tubg¢Chaudhary et al.,, 2021; Chavda et al., 2022). The science in these
laboratory biotechnological studies is high, but these researchers do not know the body
reactions to biotech-RNA-DNA because thegve not generatethe human body and cannot
know the entire complexity of its functions. The latter instead derives from million years of
progressive, step by step evolution through trials and errors. Some problems with modern
vaccines are here summarized: a) RNA-DNA degradation (Fig. 2 C, D) should be eliminated
and these vaccines proved safe; b) lasting RNA-DNA vaccines should be made to produce
many antigens, not only one protein, the spike or few others; c) RNA-DNA vaccines do not
repeat the viral cycle as they release active proteins that can produce pathological effects, and
this should be predicted through long studies; d) the random incorporation of RNA-DNA in
various cells generate exposed spikes that elicits autoimmunity, and this event should be
eliminated, e) the cellular impact on RNA recombination, possible DNA insertions and
blocking DNA repair mechanisms within cells must be known before using RNA or DNA
vaccines, f) polyvalent vaccines, produced through biotechnological procedures on all or
most viral proteins, avoiding using past in-vivo sources (eggs, cell cultures etc.), are probably
the best vaccines to use in future after some reasonable period of experimentation. Therefore,
the safe utilization of these vaccines requires many years of scientific investigation before
they can be commercialized, and some ongoing experimentation is trying to clarify
(Chaudhary et al., 2021; Chavda et al., 2022; Kim et al., 2022). The production of lasting
vaccinesshould be the main goal of Pharma industriaad the use of protein-based vaccines
would really provide lasting benefits on people’s health in the present time.
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Zusammenfassung

Einige grundlegende Unterschiede zwischen RNA-Virusinfektionen und Immunreaktionen, die nach der
Injektion von modifizierten, biotechnologisch hergestellten RNA- oder DNA-Kurzvirensequenzen
ausgelost werden, werden auf der Grundlage konsolidierter Kenntnisse Uber Viren und Immunologie kurz
vorgestellt. Die Reaktivitat gegenuber kunstlich hergestellten biotechnologischen RNAs ist relativ gut
bekannt und lasst sich im Reagenzglas kontrollieren. Im Gegensatz dazu sind die Wechselwirkungen
zwischen in den menschlichen Kdrper injizierten biotechnologisch hergestellten RNA-DNA-modifizierten
Impfstoffen und dessen komplexen und noch nicht vollstéandig erforschten Funktionen nicht vorhersehbar.
Das Gegenteil zu behaupten, wirde bedeuten, dass die heutige Technologie vorgibt, alles Uber die
Reaktion des menschlichen Kérpers auf die Impfung mit diesen RNA-DNA-Impfstoffen zu wissen, was
eine unhaltbare wissenschaftliche Annahme ware. Unbekannte pathologische Reaktionen kénnten durch
biotechnologisch hergestellte RNAs, die als Impfstoffe verwendet werden, auf zellularer und
organismischer Ebene hervorgerufen werden, wie das aktive Spike-Protein des SarsCov2-Virus gezeigt
hat, das im Vergleich zu zuvor verwendeten Impfstoffen viel mehr Nebenwirkungen hervorruft. Der
vorliegende kurze Artikel mit allgemein theoretischem Inhalt zeigt einige der wichtigsten biologischen
Unterschiede zwischen traditionellen Impfstoffen, die auf abgeschwéchten Viren oder deren Proteinen
basieren, und RNA-DNA-Impfstoffen, die auf zufallig verabreichten kurzen und spezifisch modifizierten
RNAs oder durch Viren Ubertragenen DNAs basieren. Wahrend proteinbasierte Impfstoffe inaktive
Proteine mit einer kurzen Halbwertszeit injizieren, entstehen bei RNA-DNA-basierten Impfstoffen aktive
und pathogene Proteine mit unbekannter Halbwertszeit. Dariber hinaus kdnnen biotechnologisch
modifizierte Nukleotidsequenzen in zahlreiche Zelltypen in verschiedenen Organen eindringen und Spike-
Proteine, Autoimmunitat und potenzielle genetische Veranderungen hervorrufen, die in den kommenden
Jahren noch untersucht werden mussen. Die Verabreichung von RNA-DNA-Impfstoffen erscheint als
experimentelle Behandlung mit unbekannten kurz- und langfristigen Folgen fur Millionen von Menschen,
und es sind viele Jahre der Erprobung erforderlich, bevor ihre Verwendung zu einer gangigen
medizinischen Praxis werden kann.

Schlusselworter:  RNA-Impfstoff,  Virusinfektion, Proteinfreisetzung, monoklonal, polyklonal,
Immunreaktion
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1. Einfuhrung in allgemeine Virus- und Immunfunktionen

Der vorliegende Artikel allgemeiner Art basiert auf grundlegenden Informationen Uber den aktuellen
Wissensstand zu Virusinfektionen und Immunitét unter Beriicksichtigung moderner Impfungen. Viren sind
30-300 nm groRRe biochemische Partikel, die RNA oder DNA, wenige strukturelle und funktionelle
Proteine und manchmal Lipide enthalten und sichgafsetische Parasiten von Zellgarhalten (Curtis,

1965; Brock und Madigan, 1991). Wahrend einer Virusinfektion dringen die virale RNA oder DNA in die
Zellen ein und vermehren sich, wodurch Millionen von Viruspartikel entstehen, die bereit sind, andere
Zellen zu infizieren. Dies geschieht, weil die virale RNA oder DNA Informationen (Gene) enthélt, die die
Ribosomen der infizierten Zelle daran hindern, ihre eigenen mRNAs zu Ubersetzen, wahrend sie
hauptsachlich oder ausschlief3lich virale RNAs oder DNAs Ubersetzen. Dieser Mechanismus ermdglicht
die hohe Produktion von viralen Proteinen und neuen viralen RNAs oder DNAs und deren Viren. Die neu
gebildetenviren sind vollstandigeinschlie3lich der inneren und aulReren Proteine, die fir die Bindung und
das Eindringen in Zellen verwendet werden (Spikes; siehe Freire et al., 2015; Krupovic und Koonin, 2017).
Die meisten dieser Proteir#eibenmit dem Rest des Virugerbundenim Kapsid oder im Viruskern,
einschliel3lich des Spikes, und werden nicht aus den Zellen freigesetzt. Die Freisetzung viraler Proteine
wahrend des Viruszyklus anstelle vollstandiger Viren wirde Spike-Proteine in Korperflissigkeiten
verteilen und mdglicherweise die Infektion anderer Zellen durch die neuen Viren einschréanken, da die
freien Spikes auch mit den vollstandigen Viren um die Bindung an andere Zellen konkurrieren kénnten. Im
Gegensatz dazu sind dies die einzigen Molekile, die infizierte Zellen verlassen kdnnen, wenn nur Spike-
Proteine in groRen Mengen aus einem RNA-DNA-Impfstoff (Chaudhary et al., 2021; Chavda et al., 2022)
nur Spike-Proteine in groRen Mengen produziert werden, sind dies die einzigen Molekile, die die
infizierten Zellen verlassen kdnnen. Die Spike-Proteine oder deren Fragmente weldglichésProteine
zwischen den Zellen freigesetzt und zirkulieren zu verschiedenen Regionen des ,K@npesge
pathologische Funktionen aktivieren kénnen, wie dies fir das Covid19-Spike-Protein beobachtet wurde
(Gambacorti-Passerini und Aroldi, 2022; Acevedo-Whitehouse und Bruno, 2023; Bellavite et al., 2023).
Wie wir spater sehen werdesind die oben genannten grundlegenden Merkmale eines infektibsen
Viruszyklus, die Produktion vollstandiger Viren, neben anderen, in RNA-basierten Impfstoffen, bei denen
der Viruszyklus verandert istjcht gegebeifAlibardi, 2023).

Das angeborene und adaptive Immunsystem hat sich schrittweise entwickelt, um das biologische Selbst
unseres vielzelligen Kérpers zu erhalten, einschlielfiehBekampfung von Virusinfektion@Danilova,

2006; Sompayrac, 2012; Simenal 2015). Diese Abwehr erfolgt durch die Produkteamlreicher Arten

von Immunzellen und Antikorperdie auf unterschiedliche Weise Viren neutralisieren, die in unseren
Korper eindringen. Durch einen komplexen MechanismusGagrumordnundgann unser Immunsystem

Uber 500 Millionen verschiedene Antikorper produzieren,imlianserem Koérperirkulieren (IgM, 1gG,

IgE) und die Schleimhautoberflachewon Nase, Lunge, Darm und Genitaltrakt (Igbg¢decken Die
Produktion vieler verschiedener Arten von Immunzellen und Antikorpeotyklonale Immunitét)die
potenziell jede Art von viralen Proteinen (Antigenen) markieren konnen, bestimmt den Erfolg der
Immunisierung und hat es dem Menschen ermdglisBihrend Millionen von Jahreder biologischen
Evolutionzu tberlebenFir die meisten Virenarten (Erkaltung, Pocken, Windpocken, Gelbfieber, Masern,
Influenza, Roételn, Mumps, SarsCov2 usw.) werden mehrere spezifische Antikbrper produziert, die gegen
alle in den Korper eingedrungenen Virusproteine gerichtet sind.

Die daraus resultierende Immunisierung schiitzt unsJabee hinweg oder sogar dauerhafir zukinftigen
Infektionen durch dasselbe Virus
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oder sogar dauerhaft vor Infektionen duraasselbeVirus. Eine dauerhafte Immunitat entsteht

wabhrscheinlich durch dieiederholte gelegentliche Expositides Korpers gegentber denselben Viren im
Laufe unseres Lebens, wodurch unser Immunsystem aktiv bleibt. Dies wird auch durch das Vorhandensein
von entwickelten lymphatischen Organen wie Lymphknoten, Milz und Thymus in unserem Korper belegt.
Tatsachlich sind bei Tieren, die in sterilen Umgebungen gehalten werden, oder bei Menschen, die mit
immunologischen Defiziten wie Agammaglobulindmie oder schwerer Immundefizienz geboren wurden
und in sterilen Umgebungen gehalten werden, in denen keine Immunreaktivitat ausgeldstimgrdder

nur unterentwickelte lymphatische Orgar@handen. Das Vorhandensein dieser lymphatischen Organe in
unserem Korper ist daher ein Beweis flr eine kontinuierliche und variable Exposition gegenuber
Mikroben, einschlieRlich Viren. Sobald eine Person auf natlrliche Weise von einer Infektionskrankheit
geheilt ist, ist sielauerhaft immun oder zumindest fur mehrere Jagfegen diese Krankhajeschutztind

kann nur in seltenen Fallen (Immunsuppression, andere laufende Erkrankungen, unausgewogene
Ernédhrung, Abnahme der Immunitat im Alter usw.) leicht von derselben Virusinfektion betroffen sein.

Der Prozess der biologischen Evolution, in dem nach und nach neue immunologische Funktionen
aufgebaut wurden, die den bereits bestehenden Immunmechanismen neue Fahigkeiten hinzuflgten, wurde
Uiber Millionen von Jahren perfektioniert uffisghrte zu Kdrpern, die in der Lage sind, den meisten Viren
effizient entgegenzuwirken. Eine nattrliche Immunreaktion beschrankt sich nickt?avifale Antigene

wie moderne Impfstoffsondern richtet sich potenziell gegate viralen Antigenewodurch sie effizient

ist und einen dauerhaften Immunschutz den inneren Organen und Schleimhautoberflachzeugt

Folglich kann kein medizinischer Eingriff wirksamer sein als unser polyklonales natirliches Immunsystem.
Wahrend eine lange biologische Evolution schrittweise voranschritt und unseren Korper durch vielfaltige
Reize an die meisten Viren anpasste, entwickelt sich die immunologische Medizin empirisch, entsprechend
dem Wissensstand ihrer kurzen Geschichte von wenigen Jahrhunderten (siehe weiter unten).

Nur in wenigen, aber dramatischen Fallen (Pocken, Tollwut, Ebola, Gelbfieber, AIDSresgigrt das

bisher entwickelte komplexe adaptive Immunsystamlangsamum diese Krankheiten und manchmal
sogar den Tod zu verhindern (Brock und Madigan, 1991). Letzteres ist insbesondere bei durch die Luft
Ubertragenen Virusinfektionen, typischen Krankheiten von Wirbeltieren, die wahrend verschiedener
Paldozoikum-Perioden das Land besiedelten, jedoch in der Regel auf sekundéare bakterielle Infektionen wie
Lungenentziindung zurlckzufihren und nicht auf das Virus selbst. Bei den meisten Virusinfektionen mit
geringer Letalitat bei gesunden Menschen (Windpocken, Rételn, Masern, Mumps, West-Nil-Fieber,
Adenoide Pharyngitis usw.) reagiert der Korper jedoch gut mit geringen bis milden Beschwerden, und die
Personwird fast dauerhaft immunder geheilt von diesen Viruserkrankungen. Bei anderen Krankheiten,
wie Erkaltungen und Grippe, ist die Immunitat aufgrund der hohen Mutationsrate insbesondere der Spike-
/auReren Proteine, die mit den Zellrezeptoren des Wirts interagieren, nicht von Dauer. Bei Influenzaviren
entsteht diese kontinuierliche Generierung von Varianten durch Kombinationsprozesse zwischen
fragmentierten RNAs verschiedener Mutanten/Varianten (Brock und Madigan, 1991). Aus diesem Grund
sollten mehrere andere Influenza-Antigene (andere virale Proteine) ausgewahlt werden, um dauerhafte
Influenza-Impfstoffe herzustellen. Fur Covid-19 liegen bislang keine ausreichenden Informationen Uber
eine dauerhafte Immunitat vor, obwohl natirlich immunisierte (geheilte) Personen besser oder gleich gut
geschutzt sind und eine langere Immunitat aufweisen als Personen, die mit RNA- oder DNA-Impfstoffen
geimpft wurden.
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Impfstoffe. Aufgrund ihrer polyklonalen natirlichen Immunisierung ist es wahrscheinlich, dass Menschen,
die eine COVID-19-Erkrankung Uberstanden haben, auch besser vor neuen Varianten geschuitzt sind als
Personen, die nur gegen das Spike-Protein geimpft wurden (monovalente Immunisierung). Allerdings gibt

es hierzu gegensatzliche Meinungen, und endgultige Laborergebnisse liegen derzeit noch nicht vor.

Wie bei anderen Virusinfektionen sollten auch fir SARS-CoV-2-Varianten polyklonale Impfstoffe
hergestellt werden, die neben dem Spike-Protein auch andere Virusproteine markieren (Abb. 1).

Abb. 1. Vergleich zwischen einer monovalenten und einer polyvalenten Imafusgr ein Protein (z. B.

Spike) wird durch Anti-Spike-Antikorper neutralisie: Es werden zahlreiche Antikorper (hier 7,
einschliel3lich Anti-Spike) produzierC: Eine monovalente Impfung stimuliert nur die Produktion von
Anti-Spike-Proteinen, da das Virus nur durch Spike abgedeckt wére. Mutationen von Spike wirden den
Immunschutz verringern oder vollstandig aufhebenEDe polyvalente Impfung stimuliert hingegen die
Produktion zahlreicher Antikdrper (polyklonale Reaktion, hier sind nur 7 dargestellt), die die meisten oder
alle Antigene (mit unterschiedlichen Formen und Farben) neutralisieren, sodass der Schutz fir die erste
Variante, die zweite Variante und nachfolgende Varianten bestehen bleibt.

Im Gegensatz dazu erscheint die fortgesetzte Herstellung von Impfstoffen gegen Influenza oder SARS-
CoV-2 oder andere Viren, bei denen nur die auf3eren und sich am starksten verdndernden (durch
Mutationen) viralen Proteine, die Liganden

von Zellrezeptoren markiert werden, erscheint aus wissenschaftlicher Sicht als ein schlecht durchdachtes
Verfahren. Es wird hier vermutet, dass die Gber 100 Varianten des Influenzavirus und die bisher bekannten
6-8 SARS-CoV-2-Varianten
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bekannten und alle 6-12 Monate neu entstehenden Varianten moglicherweise auch von der Auswahl der

Varianten abhangen, die aus der Verwendung moderner monovalenter Impfstoffe stammen. Letztere
wirken zwar der Hauptvariante eines bestimmten Jahres entgegen, ermdglichen jedoch das Uberleben und
die Selektion der anderen in diesem Jahr entstandenen Varianten, die in den folgenden Jahren Menschen
infizieren werden (Alibardi, 2023).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Immunsystem polyklonale Reaktionen entwickelt hat, die
unser Leben kontinuierlich retten. Daher ist es naheliegend, dass nebrinische Eingriff, der
Menschendauerhaftgegen potenziell gefahrliche Infektionanmunisierensoll, den natirlichen Regeln

der Viruszyklen Keine Freisetzung funktionell aktiver Virusprotginend denen des aktivierten
ImmunsystemsAuslosung einer polyklonalen Immunjtabb. 1 A, B) folgen sollte. Die polyklonale oder
natirliche Immunitat bekampft Virusvarianten, da diese Impfung viele sich verandernde (durch
Mutationen) und nicht mutierte virale Antigene markiert und obwohl sich einige Antigene durch
genomische Mutationen verandern, bleiben die meisten anderen unverandert, sodass polyvalente
Impfungen einen dauerhaften Schutz bieten (Abb. 1 C, D). Leider werden diese wissenschaftlichen
Erkenntnisse seit vielen Jahren von der Pharmaindustrie nicht beachtet, die hauptsachlich neue
monovalente Impfstoffe produziert und verkauft.

2. Impfung und traditionelle Impfstoffe

Die Erkenntnis, dass die Immunisierung durch Infektion mit Kuhpocken vor der tddlichen oder
verheerenden menschlichen Pocken (40-80 % Sterblichkeit im Alter) schitzt, die vor allem Edward Jenner
1796 zu verdanken ist, ebnete den Weg fir die Impfung (Curtis, 1965; Aichelburg, 1977). Die durch die
antigene Ahnlichkeitdes Kuhvirus mit dem menschlichen Virus (beides Pockenviren) verliehene
Immunitat immunisiert gegen menschliche Pocken und beugt ihnen vor. Mit diesem medizinischen
Verfahren konnten in der Vergangenheit andere schwere Viruserkrankungen wie Tollwut, Gelbfieber,
Rauschfieber, Polio, Hepatitis B, Ebola usw. eingeddmmt oder sogar ausgerottet werden. Es wurde
festgestellt, dass die Skarifizierung, Injektion oder orale Verabreichung von inaktivierten Viren, deren
Proteinen oder abgeschwéchten Viren, die keine Krankheit auslosen konnerdieatbemunogene
Fahigkeit bewahrengine schwere Infektion verhindern und eine dauerhafte Immunitat gewahrleisten
kénnen. Die Impfung war und ist eimestaunliche Errungenschaft der Medizind hat Millionen von
Menschenleben gerettet. Es handelt sich jedoch ufnedigllige Einfihrunginaktivierter Viren oder ihrer
Antigenein den Korper gesunder Menschearm das Risiko schwerer Infektionen, nicht geringfligiger
Beschwerden, zu verhindern, wobei die Vorteile die Risiken negativer Auswirkungen bei weitem
Uberwiegen sollten.

Die Inaktivierung von Virusproteinen eliminiert jede pathogene Wirkung, erhélt jedoch die Immunogenitat
des injizierten denaturierten Proteins (Abb. 2 A). Im Gegensatzeatdgtehen beder Impfung mit RNA

oder DNA aktive Proteinge deren Wechselwirkungen mit den Koérperfunktionerbekannt oder sogar
pathogen sindWong und Webbing, 2013; Gambacorti-Passerini und Aroldi, 2022; Bellavite 2028;

Abb. 2 B).
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Abb. 2. Unterschiede zwischen einem proteinbasierten Impf#pffiid einem genetischen Impfstol)(

sowie biotechnologischen Vektoren aus RNA oder DRAD). A: Durch die Inaktivierung des antigenen
Proteins (Pfeile zeigen einige markierte Epitope an) entsteht ein denaturiertes Protein, das einige
Epitopstellen verloren, andere Epitope gebildet und seine Konformation verandert hat. Das inaktive Protein
behélt jedoch einige der friheren und neuen immunogenen Epitope (Pfeile rechts) und wird schnell
abgebaut. Im Gegensatz dazu produzieren genetische Impfstoffe ein Spike-Besteiktiv bleibt und in
verschiedene Gewebe freigesetzt wird oder im Blut zirkuliert, wodurch eine Immunstimulation, aber auch
unbekannte pathologische Reaktionen ausgelost werden. Der Zeitpunkt des Abbaus der Impfstoff-RNA
und ihres aktiven Spike-Proteins ist nicht bekannt (?vir@ler Trager einer DNA-Impfstoffsequenz mit
moglicher DNA-Fragmentierung und -Abbau wéhrend einer Massenimpfung. Rote Pfeile zeigen an, dass
auch die Kapsidproteine pathogene Wirkungen haben konnernLippsomen-Trager eines RNA-
Impfstoffs mit moglicher RNA-Fragmentierung und -Abbau wéhrend einer Massenimpfung.

Herkdbmmliche Impfungen ahmten zunéchst so weit wie mdglich das gesamte immunogene Potenzial der
Viren nach, da eine polyklonale Immunreaktion ausgeltst wurde, wie bei der natlrlichen Immunitéat
(Curtis, 1965; Aichelburg, 1977; Brock und Madigan, 1991; Wong und Webby, 2013; Abb. 1 B, D). Nach
der Impfung kénnen jedoch eine Vielzahl wamerwiinschten Koérperreaktionauftreten, die in der Regel

nur bei sehr wenigen Menschen schwerwiegende Folgen haben und in seltenen Fallen sogar zum Tod
fuhren. Diese unerwiinschten Reaktionen hangen vom individuellen Gesundheitszustand und auch von der
Art der verwendeten Impfstoffe ab. Einige der pathologischen Folgen traditioneller Impfstoffe sind auf
mangelnde Reinheit der Impfstoffeinvollstandige Inaktivierung der Viren oder geringflgige
Verunreinigungen durch unerwiinschte Substanzen zuriickzufiihren, die bei der Virusproduktion entstehen.
Die Verunreinigungen enthalten Zellreste oder organische Fragmente aus dem Zellkultursystem, in dem
die Viren
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in groRen Mengen produziert wurden, oder aus den Huhnereiern, die zur Zichtung einer gro3en Anzahl

von Viren verwendet und spater fir die Impfung inaktiviert wurden.

Um die Reinheit dieser traditionellen Impfstoffe zu gewahrleisten, waren und sind langwierige Verfahren,
umfangreiche Infrastrukturen und kostspielige Mafnahmen unter Einsatz zahlreicher engagierter
Mitarbeiter erforderlich — eingjroRe Investition fur jedes Pharmaunternehmerd jede offentliche
Gesundheitseinrichtung. Dennoch musste in den letzten 40 bis 50 Jahren an der Verbesserung der
Technologien fur die sichere Herstellung traditioneller Impfstoffe gearbeitet werden. Dies geschah
insbesondere durch diebiotechnologische Herstellung von Virusproteinemit bekannter
Aminosauresequenz in hoher Menge und Reinheit, Proteineimattiéviert und als polyvalente Impfstoffe
verwendetverden kdnnenDas bedeutet, dass die meisten Virusproteine als Antigene verwendet werden
kénnen, sodass die zahlreichen Antikorper, die nach der Impfung gebildet werden, alle oder die meisten
Virusproteine binden und neutralisieren. Im Falle einer Infektion mit demselben Virus oder seinen
Varianten l6st das Immunsystem eine starke Reaktion aus, die einen breiten Schutz auch gegen die
Varianten oder sogar eineollstandige und dauerhafte Immunithewirkt, wie bei der natirlichen
Immunitat (Alibardi, 2023). Nach heutigem Kenntnisstamglizieren inaktivierte Proteine, die als
Impfstoffe injiziert werden nicht, dringen nicht in Zellen ein, sondern verbleiben extrazellular, haben
aul3er der Immunisierung keine weiteren physiologischen Wirkungdnwerden innerhalb von 1-3
Wochen abgebaut. Wahrend dieser Zeit werden inaktivierte virale Proteine (Antigene) von Antigen-
prasentierenden Zellen ( , APC-Zellen) phagozytiert, die in verschiedenen Koérperorganen verteilt sind,
und die daraus gewonnenen Peptide werden den Lymphozyten in den lymphatischen Organen prasentiert,
wo sie polyklonale Immunantworten stimulieren.

Anstatt diesem allgemeinen immunologischen Prinzip zu folgen, werden moderne Impfstoigemiein

oder wenige virale Proteine oder deren kleinere Epitbpegestelltdie an Zellrezeptoren (ACE2 oder
andere) binden, beispielsweise das Hamagglutinin (HA) fur Influenzaviren oder das Spike-Protein fir das
Sars-cov2-Virus (Wong und Webbing, 2013; Chaudhary et al., 2021; Chavda et al., 2022; Bellavite et al.,
2023, Abb. 1 A, B). Der Zweck dieser monovalenten Impfstoffe besteht darin, die Bindung des Virus an
unsere Zellrezeptoren tber das HA oder das Spike-Protein zu verhindern. Moderne Impfstoffe, die nur ein
einziges virales Antigen neutralisieren, z. B. HA bestimmter Influenzaviren oder das Spike-Protein von
SarsCov2-Varianten wahrend einer bestimmten Herbst-Winter-Saison, ermdglichen es den anderen
Varianten, die aus den haufigen Mutationen dieser einzelnen Proteine hervorgehen, auch in den folgenden
Fruhjahr-Sommer-Perioden in der Umwelt zu verbleiben. Wenn sich die saisonalen Bedingungen im
nachsten Jahr wieder von Sommer zu Herbst &ndern, kénnen diese neuen Varianten, die durch
monovalente Impfstoffe selektiert wurden, eine neue Ansteckungswelle auslésen. Daher sind Epidemien
durch die Herstellung und den Verkauf monovalenter Impfstoffe, einem kontinuierlichen
Produktionsprozess der Pharmaindustrie, nur auf das jeweilige Jahr beschrénkt. Es wéare wissenschaftlich
korrekter und logischer, polyvalente Impfstoffe anstelle von monovalenten Impfstoffen zu verwenden, um
eine bessere und dauerhafte Immunisierung zu erreichen. Daher wirden die hé&ufig entstehenden
Virusvarianten (Mutanten) fir die HA, den Spike oder andere virale Prateicte einer polyklonalen
Impfungvollistandig oder teilweisaeutralisiert,da auch die verbleibenden unveranderten Antigene durch

die aus diesen Impfungen gewonnene Immunitat neutralisiert werden (Abb. 1 C). Im Gegensatz dazu
tragen dieheute routinemalf3ig verwendeteronovalenten Impfungemvie bereits erwahnt, wahrscheinlich

zur kontinuierlichenSelektion neuer Virusvariantebei, da diese Impfstoffe nur die Variante eines
bestimmten Monats oder Jahres bekampfen und so die kontinuierliche Produktion und Persistenz neuer
Varianten ermdglichen, die die néachsten saisonalen Epidemien von Influenza, Covid-19 oder anderen
Virusinfektionen auslésen werden
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(Alibardi, 2023, siehe weiter unten). Die Immunisierung gegen ein oder zwei Prgteimmatiirlich und

offensichtlich unlogischauch wenn man bedenkt, dass es sich dabei um die Proteine handelt, die sich im
Virus am haufigsten verandern (mutieren) (HA und Spike). Daher wirde die wissenschaftliche Logik und
das wissenschaftliche Wissen Impfstoffe gegen die sich am wenigsten verandernden Virusproteine
hervorbringen, nicht gegen diejenigen, die sich infolge genetischer Mutationen am haufigsten verandern.
Die Veranderung dieser externen viralen Proteine ermdglicht es den mutierten Viren (Varianten), unsere
Zellen Uber neue Bindungsproteine zu infizieren, wahrend die gegen die urspringlichen viralen
Bindungsproteine wirksamen Antikorper unwirksam werden (Alibardi, 2023). Zusammenfassend lasst sich
sagen, dass moderne monovalente Impfstaffent lange wirksam sind wahrend sie von der
Pharmaindustrie hergestellt und bei jedem neuen Ausbruch einer Epidemie verkauft werden.

3. Einige Unterschiede zwischen viralen RNA-Infektionen und denen durch RNA-Impfstoffe

Die Entwicklung der molekularen Manipulation von Genen, sowohl von RNA- als auch von DNA-
Sequenzen, in den letzten 30 bis 40 Jahren ist mittlerweile Routine geworden (Brock und Madigan, 1991;
Khalil, 2020). Hauptanwendungsgebiete in der Medizin sind Gentherapien, die Herstellung transgener
Pflanzen und Tiere, Versuche zur Heilung genetischer Defekte, die Verwendung von Viren fir
Experimente zur Gentransfektion und seit kurzem auchddistellung von Impfstoffen auf Basis viraler

RNA oder DNARardi et al., 2018; Zhou et al., 2023). Die letztgenannte Technologie, dekalsft der
Impfunggilt, induziert die Produktion viraler Antigene im Korper nach der Injektion von Teilen der viralen
RNA oder DNA, die fir diese Antigene kodieren (Chaudhary et al., 2021; Chavda et al., 2022). Die
Produktion der viralen Antigene (z. B. Spike) erfolgt vollstdndig ddiehPatienten, die neuen Fabriken

fur die Herstellung der viralen Antigenejnd macht die komplexe und Kkostspielige Herstellung
traditioneller Impfstoffe durcldie Pharmaindustrigiberflissig, die ,nur” RNA- oder DNA-Sequenzen zu
relativ geringen Kosten unter Verwendung moderner Biotech-Plattformen synthetisiert.

Es gibt jedoch einReihe von Unterschiedeawischen der natlrlichen Virusinfektion und der durch diese

Art der Impfung induzierten Infektion mit biotechnologischer RNA oder DNA (Gambacorti-Passerini und
Aroldi, 2022; Petit und Longo, 2023; Alibardi, 2023). Die technischen Mdglichkeiten der Gentechnik in
Reagenzglasern und Laborexperimentemden denen von RNA-DNA-Impfstoffen angeglichvais, darauf
hindeutet, dass 20 bis 30 Jahre Erfahrung mit RNA-DNA-Impfstoffen vorliegen. Diese Art von Aussagen
ist unhaltbar, da die Manipulation von RNA oder DNA fiir Laborexperimente, agronomische Zwecke oder
Gentherapie oder -bearbeitung nicht mit der Manipulation von RNA oder DNA fir Impfungen am
Menschen gleichzusetzen istenschen reagieren nicht wie Reagenzglases jedoch von den Herstellern

von RNA-DNA-Impfstoffen offenbar ignoriert wird. Im letzteren Falgen und liegen keine
experimentellen Tests, Nachweise und ErfahrurigeiRNA- oder DNA-Impfstoffevor, bevor sie 2020—

2024 fur Massenimpfungen eingesetzt wurden. Eine ernsthafte wissenschaftliche Bewertung des Risiko-
Nutzen-Verhaltnisses und der Folgen der Impfung mit genetischem Material in teilweise bekannte und
komplexe menschliche Korper wurde nicht durchgefuihrt, und diese Studien sind noch nicht abgeschlossen
(Chaudhary et al., 2021; Chavda et al., 2022; Bellavite et al., 2023). Genetisches Material wie RNA oder
DNA ist nicht mit anderen bisher verwendeten Arzneimitteln vergleichbar, da diese Molektile grundlegende
zellulare Prozesse und Wechselwirkungen bestimmen, die noch nicht vollstandig bekannt sind und
hauptsachlich aus akademischen Informationen stammen, wobei mdgliche Risiken bei ihrer medizinischen
Anwendung und Ubertragbarkeit auf nachfolgende Generationen unbekannt sind. Folglich erscheint der
wahllose Einsatz von RNA-DNA-Impfstoffen auch heute noch als ein Massenexperiment. Auch die
Verabreichung von biotechnologisch hergestellten RNAs oder DNA in Tragerviren oder Liposomen fir
Massenimpfungen aul3erhalb von
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Die kontrollierte Laborumgebung kann nicht garantieren, dass diese genetischen Matekiilbleiben

(Abb. 2 C, D). Fragmentierte DNAs oder RNAs konnten unbekannte, wahrscheinlich pathogene
Auswirkungen auf den Koérper haben (Tinari et al., 2021; Zhang et al., 2021; Schoenmaker et al., 2021,
Seneff et al., 2022). Wahrend die biologische Evolution der Immunmechanismen schrittweise erfolgte,
fuhrt jede technologische Neuerung, die auf unvollstandigen und empirischen Kenntnissen basiert, in
komplexen Korpermechanismen, die sich im Laufe einer langen Evolution etabliert haben, zu
unvorhersehbaren Wechselwirkungen, die sehr wahrscheinlich zu pathologischen Zustanden flhren.

Wenn ein Virus in den Koérper eindringt und die vielfaltigen physikalischen und chemischen Barrieren
sowie die angeborenen Immunzellen (Phagozyten wie Granulozyten und Makrophagen) Uberwindet,
dringen die Viruspartikel nach der Erkennung ihrer Rezeptoren in die Zellen bestimmter oder bevorzugter
Organe ein (Lunge, Leber, Nervensystem usw.; Abb. 3 A).

Abb. 3. Klassischer ViruszyklusAj und potenzielle Wechselwirkungen von biotechnologischen RNA-
Impfstoffen innerhalb von ZellerA: Nach der Virusinfektion werden neue Viruspartikel vollstandig
freigesetzt, wobei die Spikes an der Kapsel haften und nicht als I6sliche Spike-Proteine freigesetzt werden.
B: Nach der Injektion eines RNA-Impfstoffs (schwarzer Balken mit wesentlichen Modifikationen an den
5'- und 3'-Nukleotidenden der RNA) und dem Eindringen in verschiedene Zellen bleibt die potenzielle
Wechselwirkung (?) mit zellularen RNAs oder DNA aufgrund unvollstandiger Kenntnisse aller
Zellfunktionen unbekannt.
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Viele verschiedene Viren besitzen spezifische Organ-Zell-Tropismen (Haut, Darm, Lunge, Drlisen, Gehirn

usw.) undinfizieren nicht alleim Korper vorhandeneielltypen wodurch die Ausbreitung der Infektion
begrenzt wird. Dies ist bei Impfstoffen mit RNA fir Spike nicht der Fall, da diese, abgesehen von ihrer
unbekannten Stabilitat im Blut oder in interzellularen Flussigkeiten, nicht auf bestimmte Zellen abzielen,
sondern potenzieltufallig in alle Zellen eingebawterden auf die sie treffenSchoenmaker et al., 2021;
Chaudhary et al., 2021; Chavda et al., 2022; Bellavite €2@23). Im Korper werden die eindringenden
Viren durch spezifische Makrophagen oder dendritische Zellen (APC, Antigen Presenting Cells)
identifiziert, die verschiedene Arten von Lymphozyten (T-Helfer-Lymphozyten und B-Lymphozyten)
aktivieren. Wenn Viren in ihre Zielzellen eindringen, werden sie von spezifischen Makrophagen und
Lymphozyten (T-zytotoxischen Zellen) erkannt und spéter zerstort, die die Zelloberflache dieser infizierten
Zellen Uberprifen. Beide Mechanismen, der extrazellulare (Antikdrperproduktion) und der intrazellulare
(Virusinfektion), fuhren zu breiterpolyklonalen Immunantworten und einem Immungedachtias,
zahlreiche verschiedene Klone von Lymphozyten produziert werden, die die meisten oder alle viralen
Antigene intern und auf Schleimhautoberflachen neutralisiereht nur ein oder zwei Antigene wie
moderne ImpfstoffeSopmpayrac, 2012; Abb. 1 D).

Im Gegensatz daanird bei der Injektion einer einfachen, aber fremden biotechnologischen RNA-DNA in
den Korper deWiruszyklus veranderda nur die Spike-Proteine oder Fragmente innerhalb und aufRerhalb
der Zelle freigesetzt werden, nicht jedoch das gesamte Virus (Abb. 3 A-B). Der intrazellulare Spike kann
wahrend der Zellteilung mit der DNA der Chromosomen interagieren, da in dieser Phase fur 1-3 Stunden
keine Kernmembran vorhanden ist (Abb. 3 B, 4 A). Die Spike-Proteine werden spéter an der Zellmembran
in Verbindung mit MHC | oder Il freigesetzt oder werden in biologischen Flussigkeiten I6slich. Dartber
hinaus wurden solche Biotech-RNAs eirlReihe von chemischen Modifikationanterzogen, um sie
stabiler und langlebiger zu machen, insbesondere an den 5'- und 3'-Nukleotidenden, und es wurden sogar
Nukleotidbasenmodifikationen eingefthrt (Pardi et al., 2018; Chaudhary et al., 2021; Chavda et al., 2022;
Kim et al., 2022; Bellavite et al., 2023; Abb. 3 B). Die potenziellen Wechselwirkungen, das Schicksal und
die Verweildauer dieser Biotech-RNAs, die zufallig und ohne Spezifitat in viele Zellen und Organe des
komplexen menschlichen Kérpers eingebaut werdied, unbekanntDer menschliche Kérpdeann nicht

wie ein Reagenzglas behandelt werddaniemand alle Funktionen und Wechselwirkungen seiner Zellen
und Organe kennt. Niemand kann mdogliche Wechselwirkungen mit diesen RNA-DNA-Impfstoffen im
Korper vorhersagen oder experimentell testen (Gambacorti-Passerini und Aroldi, 2022; Alibardi, 2023;
Abb. 3 B). Die modifizierten biotechnologischen RNAs (oder von Viren Ubertragenen DM8ASEN in

den Zellkern eindringennd mit der genomischen DNA in Kontakt kommen, insbesondere wéahrend der
Metaphase und Anaphase der Zellteilung, wenrkéimmembran fiir 1-3 Stunden verschwindddly( 4

A). Dieser potenziell gefahrliche Prozess der Penetration und DNA-Interaktion findet insbesondere in
Organen statt, in denen sich Milliarden von Zellen teilen, namlicBnmbryonen, Féten und Kindern,
neben den Stammzellen sich erneuernder Gewebe (Haut, Darm, Knochenmark usw.) oder in den
Keimdriisen von Erwachsenen (Alibardi, 2023; Abb. 4 B).
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Abb. 4. Kontakt von Impfstoff-RNA mit Chromosomen (DNA) wahrend der Mitdgeupd unbekannte

Folgen fur Organe, die viele sich teilende Zellen enthalten, die gro3e Mengen an biotechnologischer RNA
aufnehmen konnerBj. A: Sich teilende Zelle, die sowohl biotechnologische RNA als auch die von ihr
kodierten Spike-Proteine enthalt, die im Zytoplasma und im Kernbereich verteilt sind und mit den
Chromosomen (DNA) in Kontakt stehen. Spike-Proteine oder deren Fragmente (Peptide) liegen an der
Zelloberflache frei oder werden extrazellular freigesetztEBbryonen, Foéten, wachsende Kinder und
junge Individuen enthalten viele sich teilende Zellen, sodass die Aufnahme von Biotech-RNA oder -DNA
hoher ist als bei voll ausgewachsenen Erwachsenen oder alteren Menschen, bei denen weniger sich
teilende Zellen vorhanden sind. Die hauptsachlich betroffenen Gewebe sind physiologisch erneuerbare
Gewebe, von denen einige angegeben sind.

Wahrend,nattirliche zellularemRNAs” nicht mit ihrer eigenen DNA interagieren, ein Mechanismus, der
wahrscheinlich im Laufe der 1-2 Milliarden Jahre der Evolution eukaryotischer Zellen zusammen mit
anderen Zellfunktionen ,perfektioniert” wurde, sipdtenzielle Interaktionen und Rekombinationen von
Biotech-RNAsnit zelluléren
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RNA, DNA oder anderen Molekllesind jedoch unbekanr(Gambacorti-Passerini und Aroldi, 2022;

Bellavite et al., 2023). Auch higannder menschliche Korpaicht auf ein Reagenzglas reduziert werden

in dem diese Wechselwirkungen und Rekombinationen besser bekannt sind — ein reduktionistischer
Ansatz, der bei zahlreichen Menschen zu unerwiinschten oder pathologischen Ergebnissen fiihren konnte
(Petit und Longo, 2023).

Dariber hinaus konnen biotechnologische RNA-Sequenzen, die nur die Nukleotide fir die Produktion des
Spike-Proteins oder dessen Bindungsstelle an Zellrezeptoren enthalten, ohne weitere Gene zur Stilllegung
von Zellribosomen wie in vollstandigen Viren wahrscheinlich nicht die gleichen hohen Konzentrationen
des Spike-Antigens fir die Immunisierung produzieren wie die gesamte RNA eines SARS-CoV-2-Virus
bei einer natirlichen Infektion. Obwohl sie durch biotechnologische Manipulationen stabiler gemacht
wurden, konnte das Fehlen einer spezifischen Ribosomenhemmung durch biotechnologische RNAs dazu
beitragen, zu erklaren, warum das zuféllig in wenigen Korperzellen produzierte Spike-Protein keine starke
Immunstimulationauslésen kanndie zudem auf wenige Monate begrenzt Ganibacorti-Passerini und

Aroldi, 2022; Bellavite et al., 2023). Selbst bei relativ hohen Spike-Konzentrationen bleibt die Dauer der
produzierten Antikdrper jedoch begrenzt und fiihrt im Vergleich zu einer natirlichen Virusinfektion nicht
zu einem dauerhaften Schutz, wie nach RNA-DNA-basierten Impfungen deutlich geworden ist.

4. Pathologische Folgen von RNA-DNA-Impfstoffen

Virale Proteinantigene im Kapsid transportieren RNA oder DNA in bestimmte Zellen und werden von
APC-Dendriten-Zellen aufgefangen, die die Immunantwort aktivieren (Sompayrac, 2012). Wie bereits
erwahnt,wandernvirale RNAs oder DNAs oder die aus ihnen gebildeten Proteiclet als isolierte
Moleklle in den Korperda sie extrazellular und intrazellular schnell abgebaut wirden. Mogliche
unbekannte Nebenwirkungen, die durch die Injektion von RNAs Uber Liposomen (Pfizer- oder Moderna-
Impfstoffe) oder durch die Einfigung von DNA in das Tragerkapsid eines fremden Adenovirus
(Astrazeneca oder Johnson & Johnson) entstehen kdnnen, wurden berichtet (Gambacorti-Passerini und
Aroldi, 2022; Seneff et al., 2022; Acevedo-Whitehouse und Bruno, 2023; Bellavite et al., 2023; Petit und
Longo, 2023; Abb. 2 C, D). Die Einbindung einer vollstandigen oder teilweisen viralen RNA oder DNA
fuhrt zur Bildung intrazellularer Spike-Proteine, d@n der Oberflache jeder Zelledie die
biotechnologisch hergestellte RNA oder DNA aufgenommenfratielegt werdenDie von den Spikes
stammenden Antigene dringen nicht nur in den Zellkern ein, sondern alarmieren nach ihrer Freilegung an
der Oberflache verschiedener Zelltypen auch die Immunwachter (Makrophagen und T-Helfer- und/oder T-
Killer-Lymphozyten). Tatséachlich deutet die Exposition von Spikes auf der Oberflache vieler
verschiedener Zelltypen nach der Aufnahme der RNA-DNA-Impfstoffe darauf hin, dass diese Zellen
infiziert sind und von spezifischen Immunzellen (z. B. zytotoxischen T-Lymphozyten) zersttrt werden
sollten. Letztere$ihrt zu Autoimmunitaind kann alle Organe befalletie Zellen enthalten, die zuféllig

die RNA- oder DNA-Impfstoffe adsorbiert haben, was zu Myokarditis, Hepatitis, Neuritis, Enzephalitis
usw. fihren kann (Gambacorti-Passerini und Aroldi, 2022; Acevedo-Whitehouse und Bruno, 2023,;
Bellavite et al., 2023).. Neben den oben genannten Problemen besteht eine weitere Komplikation bei der
Verwendung dieser Impfstoffe in der Produktion \aktiven Proteinen, die sich fren Koérper bewegen

(Abb. 2 A, B). Diese Information war und ist vor der Aktivierung der RNA-DNA-Impfung fir das Sars-
cov2-Spike-Protein notwendig und wird fur die viralen Proteine, die in zukinftigen Impfprogrammen mit
RNA-DNA-Impfstoffen fur die meisten Virusinfektionen produziert werden, von entscheidender
Bedeutung sein (Pardi et al., 2018; Chaudhary et al., 2021; Chavda et al., 2022; Kim et al., 2022; Zhou et
al., 2023; Abb. 5).
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Abb. 5. Zuklinftige potenzielle RNA-Impfungen gegen verschiedene Viren, die traditionelle Impfstoffe
ersetzen sollen. Nach der Auswahl spezifischer RNAs (oder DNAS), die fur die verschiedenen Spikes oder
externen Bindungsproteine an Zellrezeptoren kodieren, die in diesen Viren vorhanden sind, konnten diese
Impfstoffe wie der Covid-19-Impfstoff fir Massenimpfungen verwendet werden. Ob diese aktiven
Virusproteine auch pathogene Wirkungen wie die des Sars-cov-2-Spike-Proteins haben, sollte vor der
Impfung von Menschen mit diesen RNA-basierten Impfstoffen in langwierigen Experimenten untersucht
werden.

Weitere pathologische Auswirkungen, die nach der RNA- oder DNA-Impfung gegen Covid-19 eindeutig
nachgewiesen wurden, sirglutdruckveranderungen (Ictus) und eine erhdhte Blutgerinmaiigdaraus
resultierender Sauerstoffunterversorgung des Gewebes und Nekrose der betroffenen Organe aufgrund von
Sauerstoffmangel, darunter Herz, Lunge, Nieren usw. (Acevedo-Whitehouse und Bruno, 2023; Bellavite et
al., 2023). Eine grundlegendere Verédnderung der zellularen Homoostase, die durch das Spike-Protein
hervorgerufen wird, betrifft die potenzielle Veranderung der DNA-Reparaturmechanismen, wie aus einer
verotffentlichten Studie hervorgeht (Jang und Mey, 2021). Die letztgenannte Studie wurde spater aus der
wissenschaftlichen Fachzeitschrift zurlickgezogen, aber aus unklaren Grinden wurden keine weiteren
Untersuchungen in dieser Richtung durchgefiihrt. Sollte sich dies bestatigen, konnte die Veranderung der
zellgenetischen Mechanismen verheerende Folgen haberuwider Zunahme von Tumoren, Infektionen

und Autoimmunitat fuhrerSollte sich dies hingegen nicht bestatigen, ware die Verwendung von RNA-
DNA-Impfstoffen sicherer erschienen, abbeider wurdenkeine weiteren unabhéngigen Untersuchungen
durchgefiihrt, um die urspringliche Studie aus dem Jahr 2021 zu bestéatigen oder zu widerlegen. Die
unkontrollierte Verbreitung von RNAs-DNAs, die ,infizierte Zellen” zur Zerstérung und potenziellen
DNA-Integrationen produzieren, muss bei der Verwendung dieser Art von Impfstoffen auf RNA- oder
DNA-Basis vorhergesagt werden ( Zhang et al., 2021; Gambacorti-Passerini und Aroldi, 2022; Bellavite et
al., 2023). Stattdessen werden RNA- und

43



Zeitschrift fur Biologie und
Biowissenschaften
ISSN 2157-607
ZUZ5, Band 1o, NT. .
DNA-basierte Impfstoffe alssehr erfolgreich und sogar des Nobelpreises 2023 wiikdigeichnet

(Chaudhary et al., 2021; Chavda et al., 2022), wobei das Fehlen weitgehend akzeptierter wissenschaftlicher
Beweise auBer Acht gelassen wird. RNA-DNA-Impfsto$i@len viele Menschenleben vor Covid-19
gerettet habenynd diese neuen Impfstofftypen sollen bei den fir die kommenden Jahre prognostizierten
nachsten Epidemieausbriichen massenhaft eingesetzt werden (Pardi et al., 2018; Kim et al., 2022; Zhou et
al., 2023; Abb. 5).

Leider ist nur wenig Uber die Funktionalitdt isolierter viraler Proteine bekannt, insbesondere Uber
diejenigen, die an unsere Zellrezeptoren binden, deren Funktionen komplex und nur teilweise bekannt sind.
Das aktive Spike-Protein hat bei zahlreichen geimpften Menschen viele und noch immer kaum bekannte
pathologische Wirkungen hervorgerufen, mit leichten bis schweren Nebenwirkungen oder sogar
Todesfallen, die deutlich haufiger auftreten als bei herkdmmlichen Impfs{@&avite et al., 2023;
Alibardi, 2023). Wir kennen die potenziellen Schaden, die danciere aktive virale Proteineerursacht
werden, diedurch nachste virale RNA-DNA-basierte Impfstoffe induziert wendiehf (Abb. 5). Diese
Informationen erfordern jahrelange unabhangige, 6ffentliche wissenschaftliche Studien und Bewertungen,
die nicht aus wenigen Monaten oder einem Jahr Forschung durch die Pharmaindustrie stammen diirfen,
deren primares Ziel der Gewinn und nicht die reine Wissensgewinnung ist. Die Produktion von RNA-
DNA-Impfstoffen und Massenimpfungen sollten gestoppt werden, und es sollte eine langjahrige
Versuchsphase von 10 his 20 Jahren durchgefiihrt werden, um festzustellen, ob diese Impfstoffe wirklich
die Zukunft der Impfungesind

5. Schlussfolgerungen

Wie oben erwahnt, ware ein wissenschaftlich fundierter und logischer Ansatz zur Herstellung dauerhafter
und wirksamer Impfstoffe, zunachst dien wenigsten veranderlichen Virusprotemgsammen mit den

haufig verénderlichen Proteinen wie den HA- und Spike-Proteinen zu neutralisieren undunickier
ausschlieRlichdie starker veranderlichen Proteine zu neutralisieren. Neben den Proteinen, die an
Zellrezeptoren binden, gibt es eine Reihe von Proteinen im Inneren und auf der Oberflache von Viren
(Brock und Madigan, 1991; Chaudhary et al., 2021; Chavda et al., 2022; Abb. 1), die durch Antikdrper aus
polyvalenten Impfungen markiert werden kénnen. So funktioniert unser nattrliches Immunsystem, und ein
faires medizinisches System sotitessnachahmenwas sich in Millionen von Jahren der Evolution in der
Natur entwickelt hat. Die Herstellung von monovalenten statt polyvalenten Impfstoffen folgt keinem
wissenschaftlichen Zweck und bedindgn kontinuierlichen Verkauf neuer, voribergehend wirksamer
Impfstoffe, die alle 6-12 Monagegen neue Virusvarianten angeboten wer@éese Impfungen tragen

kaum dazu bei, Virusepidemien langfristig oder dauerhaft zu stoppen. Tatsachlich halten monovalente
Impfstoffe, wie sie fur Grippe- oder Covid19-Impfstoffe typisch sind, nicht einmal diese wenigen Monate,
da sich das HA-Protein des Influenzavirus oder das Spike-Protein fir Covid19 (infolge ihrer Genmutation)
in der Zwischenzeit verandert haben. Die neuen Varianten werden wahrscheinlich auch aus diesen
monovalenten Impfstoffen ausgewahlt, die nur die in einer bestimmten Saison vorherrschende Variante
neutralisieren,wodurch andere Varianteiiir zukinftige Infektioneniiberleben und sich auswéhlen
kénnen was weitere neue Impfungen erforderlich macht. Stattdessen sollten Impfungen wie natirliche
Immunisierungen zum Wohle der Menschen dauerhaft wirksam sein. Die oben aufgezeigten Unterschiede
zwischen RNA-Virusinfektionen und der Immunreaktivitat gegentiber RNA-Biotech-Impfstoffen deuten
darauf hin, dass letztere noch viele Jahre wissenschaftlicher und medizinischer Forschung und Bewertung
bedurfen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die zahlreichen derzeit durchgefiihrten Forschungen zu zukinftigen
Impfstoffen, bei denen
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Bei der Erprobung hochentwickelter biotechnologischer Veranderungen sollte vermieden werden, den

menschlichen Korper als Versuchslakmr betrachten (Chaudhary et al., 2021; Chavda et al., 2022). Die
Wissenschaft in diesen biotechnologischen Laborstudien ist hoch, aber diese Forscher kennen die
Reaktionen des Korpers auf biotechnologische RNA-DNA nicht, da sie den menschlichen r{émper
erschaffen haberund dessen gesamte Komplexitat nicht kennen konnen. Letztere ist vielmehr das
Ergebnis einer millionenjahrigen, schrittweisen Evolution durch Versuch und Irrtum. Einige Probleme mit
modernen Impfstoffen sind hier zusammengefasst: a) Der Abbau von RNA-DNA (Abb. 2 C, D) sollte
eliminiert werden, und diese Impfstoffe sollten sich als sicher erwiesen haben; b) langlebige RNA-DNA-
Impfstoffe sollten so hergestellt werden, dass sie viele Antigene produzieren, nicht nur ein Protein, das
Spike-Protein oder wenige andere; ¢) RNA-DNA-Impfstoffe wiederholen nicht den Viruszyklus, da sie
aktive Proteine freisetzen, die pathologische Wirkungen hervorrufen kdnnen, und dies sollte durch
langjéahrige Studien vorhergesagt werden; d) Die zuféllige Einbindung von RNA-DNA in verschiedene
Zellen erzeugt exponierte Spikes, die Autoimmunitat auslosen, und dieses Ereignis sollte eliminiert
werden. e) Die zellularen Auswirkungen auf die RNA-Rekombination, mdgliche DNA-Insertionen und die
Blockierung von DNA-Reparaturmechanismen in den Zellen missen vor der Verwendung von RNA- oder
DNA-Impfstoffen bekannt sein. f) Polyvalente Impfstoffe, die durch biotechnologische Verfahren aus allen
oder den meisten viralen Proteinen hergestellt werden und die Verwendung friiherer In-vivo-Quellen (Eier,
Zellkulturen usw.) vermeiden, sind wahrscheinlich die besten Impfstoffe, die nach einer angemessenen
Versuchsphase in Zukunft eingesetzt werden kénnen. Daher erfordert die sichere Verwendung dieser
Impfstoffe viele Jahre wissenschaftlicher Forschung, bevor sie kommerzialisiert werden koénnen, und
einige laufende Experimente versuchen, dies zu klaren (Chaudhary et al., 2021; Chavda et al., 2022; Kim
et al., 2022). Die Herstellung langwirksamer Impfstaftdite das Hauptziel der Pharmaindustrie sein,
ebenso wie die Verwendung von Impfstoffen auf Proteinbasis.
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Astratto

Vengono presentate brevemente alcune differenze fondamentali tra le infezioni da RNA-virus e le
reazioni immunitarie suscitate dopo l'iniezione di brevi sequenze virali di RNA o DNA biotecnologico
modificato, sulla base di conoscenze consolidate sui virus e sullimmunologia. La reattivita agli RNA
biotecnologici fabbricati & relativamente nota e controllata all'interno delle provette. Al contrario, le
interazioni tra i vaccini biotech-RNA-DNA modificati inoculati nel corpo umano e le loro funzioni
complesse e incompletamente conosciute sono imprevedibili. Affermare il contrario indica che la
tecnologia attuale pretende di sapere tutto su come il corpo umano reagisce all'inoculazione di questi
vaccini a RNA-DNA, una convinzione scientifica insostenibile. Reazioni patologiche sconosciute
potrebbero essere generate da RNA biotecnologici utilizzati come vaccini, a livello cellulare e
organismico, come ha dimostrato la proteina spike attiva del virus SarsCov2, generando molti piu
effetti avversi rispetto ai vaccini precedentemente utilizzati. Il presente breve documento, di contenuto
teorico generale, evidenzia alcune delle principali differenze biologiche presenti tra i vaccini
tradizionali, basati su virus attenuati o sulle loro proteine, e i vaccini a RNA-DNA, basati su RNA
modificati corti e specifici somministrati in modo casuale o su DNA trasportati dal virus. Mentre i
vaccini a base di proteine iniettano proteine inattive con un breve turnover per la degradazione, i
vaccini a base di RNA-DNA danno origine a proteine attive e patogene con un turnover certificato
sconosciuto. Inoltre, le sequenze nucleotidiche biotecnologiche modificate possono penetrare in
numerosi tipi di cellule in diversi organi, generando proteine spike, autoimmunita e potenziali
alterazioni genetiche ancora da valutare negli anni futuri. La somministrazione di vaccini a RNA-
DNA appare come un trattamento sperimentale con conseguenze sconosciute a breve e lungo termine
su milioni di persone, e sono necessari molti anni di sperimentazione prima che il loro uso possa
diventare una pratica medica comune.

Parole chiave:RNA-vaccino, infezione virale, rilascio groteine, monoclonalg@oliclonale reazione
immunitaria
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1. Introduzione alle funzioni virali e immunitarie in generale

Il presente documento, di carattere generale, si basa su informazioni di base su cio che attualmente
sappiamo sulle infezioni virali e sull'immunita, con considerazioni sulle moderne vaccinazioni. | virus
sono particelle biochimiche delle dimensioni di 30-300 nm contenenti RNA o DNA, poche proteine
strutturali e funzionali e talvolta lipidi, e si comportano cquaeassiti genetici delle celluléCurtis,

1965; Brock e Madigan, 1991). Durante un'infezione virale, 'RNA o il DNA virale entrano nelle
cellule e si replicano dando origine a milioni di particelle virali pronte a infettare altre cellule. Questo
awviene perché I'RNA o il DNA virale contiene informazioni (geni) che impediscono in modo
specifico ai ribosomi della cellula infetta di tradurre i propri mMRNA, mentre traducono principalmente
o esclusivamente gli RNA o i DNA virali. Questo meccanismo consente un'elevata produzione di
proteine virali e di nuovi RNA o DNA virali e del relativo virus. | nueinus generatisono completi
comprese le proteine interne ed esterne utilizzate per legarsi e penetrare nelle cellule (spikes; vedi
Freire et al., 2015; Krupovic e Koonin, 2017). La maggior parte di queste proteare attaccatal

resto del virus, nel capside o nel nucleo virale, compreso lo spike, e non viene rilasciata al di fuori
delle cellule. 1l rilascio di proteine virali durante il ciclo virale, anziché di virus completi,
distribuirebbe le proteine dello spike nei fluidi corporei e potenzialmente limiterebbe le infezioni di
altre cellule da parte nuovi virus, poiché gli spike liberi potrebbero competere con i virus completi per
l'attacco ad altre cellule. Al contrario, quando solo le proteine spike sono prodotte in grandi quantita
da un vaccino RNA-DNA (Chaudhary et al., 2021; Chavda et al., 2022), queste sono le uniche
molecole che possono uscire dalle cellule infette. Le proteine spike o i loro frammenti vengono
rilasciati tra le cellule comproteine solubilie circolano in diverse regioni del corpo dove possono
attivare funzioni patologiche, come osservato per lo spike Covid19 (Gambacorti-Passerini e Aroldi,
2022; Acevedo-Whitehouse e Bruno, 2023; Bellavite et al., 2023). Come vedremo in seguito, le
caratteristiche fondamentali di un ciclo virale infettivo, la produzione di un virus completo, oltre ad
altre non sono soddisfattei vaccini a base di RNA in cui il ciclo virale é alterato (Alibardi, 2023).

Y

Il sistema immunitario, innato e adattativo, si € progressivamente evoluto per preservare il sé
biologico dei nostri corpi multicellulari, compresaltdta contro le infezioni viral(Danilova, 2006;
Sompayrac, 2012; Simoet al 2015). Questa difesa avviene attraverso la produziomerderose
varieta di cellule immunitarie e anticorgihe neutralizzano in modi diversi i virus che invadono il
nostro corpo. Attraverso un complesso meccanismontscolamento dei genil nostro sistema
immunitario € in grado di produrre oltre 500 milioni di anticorpi diversi, capaci di circalldnéerno

del nostro corpo(igM, IgG, IgE) e dirivestire le superfici mucosedi naso, polmoni, intestino e
condotti genitali (IgA). La produzione di molti tipi diversi di cellule immunitarie e anticorpi
(immunita policlonal® potenzialmente in grado di marcare qualsiasi tipo di proteine virali (antigeni),
determina il successo dellimmunizzazione e ha permesso alldicsnpravvivere durante milioni di
anni di evoluzione biologica. Per la maggior parte dei tipi di virus (raffreddore, vaiolo, varicella,
febbre gialla, morbillo, influenza, rosolia, parotite, SarsCov2 ecc.), vengono prodotti tipi multipli e
specifici di anticorpi diretti verso tutte le varieta di proteine virali penetrate nell'organismo.

L'immunizzazione che ne deriva ci protegge da future infezioni dello stesso vidiggrsr anni.
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anni o addirittura in modo permanentgn'immunita duratura deriva probabilmente dallecessive
esposizioni occasionaldell'organismo agli stessi virus nel corso della vita, esposizioni che
mantengono attivo il nostro sistema immunitario. Cid & dimostrato anche dalla presenza nel nostro
corpo di organi linfoidi sviluppati come linfonodi, milza e timo. Infatti, negli animali tenuti in
ambienti sterili 0 negli esseri umani nati con deficit immunologici come lI'agammaglobulinemia o
limmunodeficienza grave, e tenuti in ambienti sterili in cui non viene suscitata alcuna reattivita
immunitaria, gliorgani linfoidi sono assenti o non sviluppdta presenza di questi organi linfoidi nel
nostro corpo € quindi la prova di un'esposizione continua e variabile ai microbi, compresi i virus. Una
volta che una persona e guarita naturalmente da una malattia infettiva, dieéinitvamente
immune o comunque protetta per diversi adaiquella malattia, e pud essere colpita leggermente
dalla stessa infezione virale solo in rare circostanze (immunodepressione, altre malattie in corso,
squilibri alimentari, abbassamento dell'immunita durante l'invecchiamento ecc.)

Il processo di evoluzione biologica, in cui ogni nuova funzione immunologica € stata costruita in
sequenza, aggiungendo nuove capacita ai meccanismi immunitari precedentemente stabiliti, & stato
perfezionato nel corso di milioni di anngdando origine a organismi adattati a contrastare
efficacemente la maggior parte dei virus. Una reazione immunitaria naturale non e linfitata a
antigeni virali come i moderni vaccinma € invece potenzialmente diretta contridi gli antigeni

virali, fornendo efficienza generando una protezione immunitaria duratumagli organi interni e

nelle superfici delle mucose. Di conseguengssun intervento medico pud essere piu efficace del
nostro sistema immunitario naturale policlonalefatti, mentre una lunga evoluzione biologica ha
proceduto gradualmente affrontando molteplici stimoli che hanno adattato il nostro corpo alla maggior
parte dei virus, gli interventi medici immunologici progrediscono empiricamente, secondo il livello di
conoscenza conosciuto nel suo breve periodo di storia, pochi secoli (vedi oltre).

Solo in pochi ma drammatici casi (vaiolo, rabbia, ebola, febbre gialla, AIDS ecc.), I'elaborato sistema
immunitario adattativo finora evoluteagisce troppo lentamentger evitare queste malattie e, a
volte, persino la morte (Brock e Madigan, 1991). Quest'ultima, in particolare per le infezioni virali
trasmesse per via aerea, malattie tipiche dei vertebrati che hanno colonizzato la terraferma durante i
diversi periodi del Paleozoico, é tuttavia generalmente dovuta a infezioni batteriche secondarie, come
la polmonite, e non al virus stesso. Tuttavia, per la maggior parte delle infezioni virali, con un basso
livello di letalita nelle persone sane e normali (varicella, rosolia, morbillo, parotite, malattia del Nilo
occidentale, faringite adenoma, ecc.), I'organismo reagisce bene con una sofferenza di lieve entita e la
personaliventa quasi permanentemente immargaiarita da queste malattie virali. Per altre malattie,
come il raffreddore e l'influenza, I'immunita non e duratura a causa dell'alto tasso di mutazione in
particolare delle proteine spike/esterne che interagiscono con i recettori cellulari dell'ospite. Per i virus
influenzali queste continue generazioni di varianti derivano da processi combinatori tra RNA
frammentati di diversi mutanti/varianti (Brock e Madigan, 1991). Questo & il motivo per cui, per
realizzare vaccini antinfluenzali duraturi, si dovrebbero selezionare multipli di altri antigeni
influenzali (altre proteine virali). Per il covid19, finora non sono disponibili informazioni sufficienti

su un'immunita duratura, anche se gli individui immunizzati naturalmente (guariti) sono meglio o
ugualmente protetti con un'immunita piu lunga rispetto alle persone vaccinate con RNA o DNA.
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vaccini. A causa della loro immunizzazione naturale policlonale, & probabile che le persone vaccinate
Covil9 siano anche piu protette dalle nuove varianti rispetto a quelle vaccinate solo contro la proteina
spike (immunizzazione monovalente), ma sono stati pubblicati pareri contrastanti e le prove di
laboratorio definitive sono al momento inconcludenti.

Come per altre infezioni virali, anche per le varianti del virus sarsCov2 devono essere prodotti vaccini
policlonali che tagghino le altre proteine virali, a parte lo spike (Fig. 1).

Fig. 1. Confronto tra una vaccinazione monovalente e una polivadensmlo una proteina (ad
esempio, lo spike) viene neutralizzata dagli anticorpi anti-sggkevengono prodotti numerosi
anticorpi (7 qui mostrati, compresi quelli anti-spik&).una vaccinazione monovalente stimola solo la
produzione di proteine anti-spike, poiché il virus sarebbe coperto solo dallo spike. Mutazioni dello
spike ridurrebbero o abolirebbero completamente qualsiasi protezione immuniDariana
vaccinazione polivalente stimola invece la produzione di numerosi anticorpi (reazione policlonale,
solo 7 sono qui mostrati) che neutralizzano la maggior parte o tutti gli antigeni (con forme e colori
diversi) in modo che la protezione duri per la prima variante, la seconda variante e le varianti
successive.

Al contrario, continuare a produrre vaccini per linfluenza o per il sarCov2, o per altri virus,
etichettando solo le proteine virali esterne e piu modificate (dalle mutazioni) che sono ligandi

dei recettori cellulari, appare una procedura poco guidata dal punto di vista scientifico. Si suggerisce
qui che le oltre 100 varianti del virus dell'influenza e le 6-8 varianti di sarsCov2 finora
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noti, e nuovi generati ogni 6-12 mesi, potrebbe dipendere anche dalla selezione delle varianti derivate
dall'uso dei moderni vaccini monovalenti. Questi ultimi, pur contrastando la variante principale di un
certo anno, permettono la sopravvivenza e la selezione delle altre varianti generate in quello specifico
anno che infetteranno le persone negli anni successivi (Alibardi, 2023).

In conclusione, poiché il sistema immunitario ha evoluto reazioni policlonali che ci salvano
continuamente la vita, & logico prevedere che qualgiemiedura medica volta a immunizzare
permanentementie persone da infezioni potenzialmente pericolose debba seguire le regole naturali
dei cicli virali (non liberare proteine virali funzionalmente atfive quelle del sistema immunitario
attivato guscitare un'immunita policlongl€ig. 1 A, B). L'immunita policlonale o naturale colpisce le
varianti virali perché questa vaccinazione etichetta molti antigeni virali mutati (da mutazioni) e non
mutati e, sebbene alcuni antigeni cambino a causa di mutazioni genomiche, la maggior parte degli altri
rimane invariata, cosi che le vaccinazioni polivalenti danno una protezione duratura (Fig. 1 C, D).
Purtroppo, da molti anni queste indicazioni scientifiche non vengono seguite dalle industrie
farmaceutiche, che producono e vendono principalmente nuovi vaccini monovalenti.

2. Vaccinazione e vaccini tradizionali

L'intuizione, dovuta principalmente a Edward Jenner nel 1796, che la protezione dalla malattia letale o
devastante del vaiolo umano (40-80% di letalita in eta avanzata), mediante l'induzione dell'immunita
utilizzando un'infezione di vaiolo bovino, ha aperto la strada alla vaccinazione (Curtis, 1965;
Aichelburg, 1977). L'immunita conferita derivava daltamiglianza antigenicdel virus della mucca

con quello umano (entrambi virus del vaiolo) che immunizza e previene il vaiolo umano. Utilizzando
guesta procedura medica, in passato sono state controllate o addirittura cancellate altre gravi malattie
virali come la rabbia, la febbre gialla, la febbre catarrale, la poliomielite, I'epatite B, I'ebola, ecc. Si &
appreso che la scarificazione, l'iniezione o la somministrazione orale di virus inattivati, delle loro
proteine o di virus attenuati non in grado di dare origine alla malattia mzookervano la capacita
immunogenapotevano evitare la grave infezione, fornendo un'immunita duratura. La vaccinazione é
stata ed e unstraordinaria conquista della medicire ha salvato milioni di persone, ma si tratta di
unintroduzione volontaria nell'organismo di persone sahevirus inattivati o di loro antigeni per
prevenire il rischio di infezioni gravi, non di affezioni minori, e che i benefici dovrebbero superare
ampiamente i rischi di effetti negativi.

L'inattivazione delle proteine virali elimina qualsiasi effetto patogeno, ma mantiene l'immunogenicita
della proteina denaturata iniettata (Fig. 2 A). Al contrario, la vaccinazione con RNA odaNA
origine a proteine attivéa cui interazione con le funzioni dell'organiseasconosciuta o addirittura
patogenaWong e Webbing, 2013; Gambacorti-Passerini e Aroldi, 2022; Bellavite 202B; Fig. 2

B).
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Fig. 2. Differenze tra un vaccino a base di proteiA¢ ¢ un vaccino geneticoB], e vettori
biotecnologici di RNA o DNA C, D). A, l'inattivazione della proteina antigenica (le frecce indicano
alcuni epitopi marcati) da origine a una proteina denaturata che ha perso alcuni siti epitopici, formato
altri epitopi e cambiato conformazione. La proteina inattiva, tuttavia, mantiene alcuni degli epitopi
immunogenici precedenti e nuovi (frecce o a destra) e viene rapidamente de@adatantrario, i

vaccini genetici producono una proteina spike che rimane attiva e viene rilasciata in diversi tessuti o
circola nel sangue, innescando I'immuno-stimolazione ma anche reazioni patologiche sconosciute. I
tempo di degradazione dellRNA del vaccino e della sua proteina spike attiva non € n@yp (?).
vettore virale di una sequenza DNA-vaccino con possibile frammentazione e degradazione del DNA
durante la vaccinazione di massa. Le frecce rosse indicano che anche le proteine del capside possono
produrre effetti patogeniD, vettore liposomico di RNA-vaccino con possibile frammentazione e
degradazione dell'lRNA durante la vaccinazione di massa.

Le vaccinazioni tradizionali inizialmente imitavano il piu possibile l'intero potenziale immunogenico

dei virus, poiché veniva suscitata una reazione immunitaria policlonale, come per I'immunita naturale
(Curtis, 1965; Aichelburg, 1977; Brock e Madigan, 1991; Wong e Webby, 2013; Fig. 1 B, D).
Tuttavia, dopo la vaccinazione si possono attivare diveigzoni avverse dell'organismin genere

in pochissime persone, con conseguenze gravi e, raramente, persino la morte. Queste reazioni avverse
dipendono dalle condizioni di salute individuali e anche dal tipo di vaccino utilizzato. Alcune delle
conseguenze patologiche dei vaccini tradizionali derivano dadlacanza di purezza dei vacgini
dall'inattivazione incompleta dei virus o da piccoli inquinamenti dovuti a sostanze indesiderate
derivate dai processi di produzione virale. Le impurita contenevano residui cellulari o frammenti
organici provenienti dal sistema di coltura cellulare in cui i virus venivano
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prodotti in quantita elevata, o dalle uova di pulcino utilizzate per la lievitazione di un numero elevato
di virus, e successivamente inattivati per la vaccinazione.

Per garantire la purezza di questi vaccini tradizionali, erano e sono necessarie procedure lunghe e
noiose, grandi infrastrutture e attivita costose che coinvolgono numerosi agiditie investimento

per qualsiasi azienda farmaceuticaistituzione di igiene pubblica. Tuttavia, negli ultimi 40-50 si é
cercato di migliorare le tecnologie per la produzione sicura dei vaccini tradizionali. In particolare
attraverso lgroduzione biotecnologica di proteine virdli sequenza aminoacidica nota in quantita e
purezza elevate, proteine che possono edpattivate e utilizzate come vaccini polivalen@io
significa che la maggior parte delle proteine virali puo essere utilizzata come antigene in modo che i
numerosi anticorpi prodotti in seguito alla vaccinazione leghino e neutralizzino tutte o la maggior
parte delle proteine virali. Nel caso in cui si verifichi un'infezione con lo stesso virus o con le sue
varianti, il sistema immunitario suscita una forte reazione che determina un'ampia protezione anche
contro le varianti o addirittura umimunita completa e duraturacome per l'immunita naturale
(Alibardi, 2023). Per quanto € noto, le proteine inattivate iniettate come vaoairsi replicano, non
penetrano nelle cellule ma rimangono extracellulari, non producono altri effetti fisiologici a parte
l'immunizzazione vengono degradate entro 1-3 settimane. Durante questo periodo, le proteine virali
inattivate (antigeni) vengono fagocitaté‘da cellule presentanti I'aritigene (cellule APC) distribuite in
diversi organi corporei e i peptidi derivati vengono presentati ai linfociti all'interno degli organi
linfoidi dove stimolano risposte immunitarie policlonali.

Invece di seguire questo principio immunologico generale, i vaccini moderni sono prodotti solo
contro una o poche proteine virali o i loro epitopi piu piccoli chdegjano ai recettori cellulari
(ACEZ2 o altri), ad esempio I'emoagglutinina (HA) per i virus influenzali o la proteina spike per il
virus Sars-cov2 (Wong e Webbing, 2013; Chaudhary et al., 2021; Chavda et al., 2022; Bellavite et al.,
2023, Fig. 1 A, B). Lo scopo di questi vaccini monovalenti &€ quello di impedire I'attacco del virus ai
nostri recettori cellulari attraverso I'HA o la proteina spike. | moderni vaccini che neutralizzano solo
un singolo antigene virale, ad esempio I'HA di specifici virus influenzali o la proteina Spike delle
varianti SarsCov2, durante un certo autunno-inverno, permettono alle altre varianti derivate dalle
frequenti mutazioni di queste singole proteine di rimanere nell'ambiente anche nei successivi periodi
di primavera-estate. Quando le condizioni stagionali cambiano nuovamente dall'estate all'autunno
dell'anno successivo, queste nuove varianti, selezionate dai vaccini monovalenti, possono determinare
un nuovo contagio. Pertanto, le epidemie sono limitate solo a quell'anno specifico grazie alla
produzione e alla vendita di vaccini monovalenti, un processo produttivo continuo delle industrie
farmaceutiche. Sarebbe scientificamente piu corretto, e logico, utilizzare vaccini polivalenti invece di
vaccini monovalenti per ottenere un'immunizzazione migliore e duratura. Pertanto, le varianti virali
frequentemente generate (mutanti) per I'HA, lo spike o altre proteine virali verrebbero completamente
0 parzialmenteneutralizzate in seguito a una vaccinazione policlonglgiché anche gli antigeni
invariati rimanenti vengono neutralizzati dall'immunita derivata da queste vaccinazioni (Fig. 1 C). Al
contrario, come indicato in precedenza, le vaccinazioni monovabgugfi utilizzate di routine
contribuiscono probabilmente alla continselezione di nuove varianti viralpoiché questi vaccini
colpiscono solo la variante di un certo mese o anno, consentendo la continua produzione e
permanenza di nuove varianti che genereranno le prossime epidemie stagionali di influenza, covid19 o
altre infezioni virali.
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(Alibardi, 2023, vedi oltre). L'immunizzazione contro una-due protéiimmaturale e apparentemente
illogica, anche considerando che si tratta delle proteine che cambiano piu frequentemente (mutano) nel
virus (HA e spike). Pertanto, la logica e la conoscenza scientifica dovrebbero produrre vaccini contro
le proteine virali che cambiano meno, non contro quelle che cambiano piu frequentemente in seguito a
mutazioni genetiche. Il cambiamento di queste proteine virali esterne fa si che i virus mutati (varianti)
possano infettare le nostre cellule attraverso nuove proteine leganti, mentre gli anticorpi efficaci contro
le proteine virali leganti iniziali risultano inefficaci (Alibardi, 2023). In conclusione, i moderni vaccini
monovalentinon durandfinché vengono prodotti e venduti dalle industrie farmaceutiche a ogni nuova
esplosione epidemica.

3. Alcune differenze tra le infezionida RNA virale e guelle daRNA-vaccini

Lo sviluppo della manipolazione molecolare dei geni, sia delle sequenze di RNA che di DNA, negli
ultimi 30-40 anni € ormai diventato una routine (Brock e Madigan, 1991; Khalil, 2020). Le principali
aree di applicazione medica sono le terapie geniche, la produzione di piante e animali transgenici, i
tentativi di curare le menomazioni genetiche, l'uso di virus per esperimenti di trasfezione genica e,
recentemente, anchepaoduzione di vaccini basati su RNA o DNA vir@iPardi et al., 2018; Zhou et

al., 2023). Quest'ultima tecnologia, indicata confatilro della vaccinazionénduce la produzione di
antigeni virali nell'organismo, dopo l'iniezione di parti di RNA o DNA virale che codificano per questi
antigeni (Chaudhary et al., 2021; Chavda et al., 2022). La produzione degli antigeni virali (ad esempio
lo spike) & completamente a carico darienti, le nuove fabbriche per la produzione degli antigeni
virali, ed elimina la complessa e costosa produzione dei vaccini tradizionali realizzaithdiadlzie
farmaceuticheche "solo" sintetizzano sequenze di RNA o DNA a costi relativamente bassi utilizzando
le moderne piattaforme biotecnologiche.

Tuttavia, sono preseniumerose differenzea l'infezione virale naturale e 'infezione da RNA o DNA
biotecnologico indotta con questo tipo di vaccinazione (Gambacorti-Passerini e Aroldi, 2022; Petit e
Longo, 2023; Alibardi, 2023). La capacita tecnica delle operazioni di ingegneria genetica in provetta e
degli esperimenti di laborator@éstata equiparata a quella dei vaccini a RNA-DiWicando che ci

sono stati 20-30 anni di esperienza nell'uso di vaccini a RNA-DNA. Questo tipo di affermazioni &
insostenibile, poiché manipolare RNA o DNA per esperimenti di laboratorio, per scopi agronomici o
per la terapia o l'editing genico, non & uguale a manipolare RNA o DNA per la vaccinazione sull'uomo.
Gli esseri umani non reagiscono come provetia questo sembra essere trascurato dai produttori di
vaccini a RNA-DNA. In quest'ultimo casmn erano e non sono disponibili prove sperimentali,

evidenze ed esperienger i vaccini a RNA o DNA prima del loro utilizzo per la vaccinazione di

massa nel 2020-2024. Non é stata una seria valutazione scientifica del rapporto rischi/benefici e delle
conseguenze dell'inoculazione di materiale genetico in corpi umani parzialmente conosciuti e
complessi, e questi studi sono ancora in corso (Chaudhary et al., 2021; Chavda et al., 2022; Bellavite et
al., 2023). Il materiale genetico come I'RNA o il DNA non & come qualsiasi altro farmaco utilizzato in
precedenza, perché queste molecole determinano i processi cellulari di base e le interazioni ancora
incompletamente conosciute e sono principalmente informazioni accademiche, con possibili rischi
sconosciuti nelle loro applicazioni mediche e nella trasmissibilita alle generazioni successive. Di
conseguenza, l'uso indiscriminato di vaccini a RNA-DNA appare, anche oggi, una sperimentazione di
massa. Inoltre, la somministrazione di RNA biotecnologici o di DNA all'interno di virus vettori o
liposomi per la vaccinazione di massa, al di fuori di
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I'ambiente di controllo del laboratorio, non pud garantire che queste molecole gerigtaigano

integre (Fig. 2 C, D). DNA o RNA frammentati potrebbero produrre effetti sconosciuti
sull'organismo, probabilmente patogeni (Tinari et al., 2021; Zhang et al., 2021; Schoenmaker et al.,
2021; Seneff et al., 2022). Mentre I'evoluzione biologica dei meccanismi immunitari & avvenuta passo
dopo passo, qualsiasi novita tecnologica basata su una conoscenza parziale ed empirica introduce in
meccanismi corporei complessi, consolidati da una lunga evoluzione, interazioni imprevedibili che
molto probabilmente danno origine a condizioni patologiche.

Quando un virus entra nell'organismo e supera le molteplici barriere fisiche e chimiche, nonché le
cellule immunitarie innate (fagociti come granulociti e macrofagi), le particelle virali penetrano nelle
cellule di organi specifici o preferiti, in seguito al riconoscimento dei loro recettori (polmoni, fegato,
sistema nervoso ecc.; Fig. 3 A).

Fig. 3. Ciclo virale classicoX() e potenziali interazioni vaccino biotecnologico-RNA all'interno delle
cellule. A, dopo l'infezione virale, le nuove particelle virali vengono rilasciate complete, con le punte
attaccate al capside, non rilasciate come proteine di punta soBbillopo [l'iniezione e la
penetrazione del’lRNA-vaccino (barra nera con le principali modifiche alle estremita nucleotidiche 5'
e 3' del’lRNA) in varie cellule, le potenziali interazioni (?) con gli RNA o il DNA cellulari rimangono
sconosciute a causa della conoscenza incompleta di tutte le funzioni cellulari.
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Molti virus diversi possiedono tropismi organo-cellulari specifici (pelle, intestino, polmoni, ghiandole,
cervello ecc.) enon infettano nessun tipo di cellupgesente nell'organismo, limitando I'estensione
dell'infezione. Cid non avviene utilizzando vaccini contenenti RNA per picchi che, a parte la loro
stabilita sconosciuta nel sangue o nei fluidi intercellulari, non mirano a cellule specifiche ma sono
potenzialmenteincorporati a caso in tutte le cellule che incontra(®choenmaker et al., 2021,
Chaudhary et al., 2021; Chavda et al., 2022; Bellavite,e2@23). All'interno dell'organismo, i virus
invasori vengono identificati attraverso specifici macrofagi o cellule dendritiche (APC, Antigen
Presenting Cells) che attivano diversi tipi di linfociti (linfociti T helper e linfociti B). Quando i virus
penetrano nelle cellule bersaglio, vengono individuati e successivamente distrutti da macrofagi e
linfociti specifici (cellule T-citotossiche) che controllano la superficie cellulare di queste cellule
infette. Entrambi i meccanismi, extracellulare (produzione di anticorpi) e intracellulare (infezione
virale), danno origine ad ampiisposte immunitarie policlonali e alla memoria immunitaneiché
vengono prodotti numerosi cloni diversi di linfociti che neutralizzano la maggior parte o tutti gli
antigeni virali all'interno e sulle superfici mucosalpn solo uno o due antigeni come i moderni
vaccini(Sompayrac, 2012; Fig. 1 D).

Al contrario, quando un semplice ma alieno biotech-RNA-DNA viene iniettato nel corpiajoil

virale viene modificato poichgolo le proteine o i frammenti dello spike vengono rilasciati all'interno

e all'esterno cellula, ma non l'intero virus (Fig. 3 A-B). Lo spike intracellulare pud interagire con il
DNA dei cromosomi durante la divisione cellulare, poiché in questa fase non é presente la membrana
nucleare per 1-3 ore (Figg. 3 B, 4 A). Le proteine dello spike sono successivamente esposte sulla
membrana cellulare associate a MHC | o Il o diventano solubili nei fluidi biologici. Inoltre, questi
RNA biotecnologici sono stati sottopostuaa serie di modifiche chimichger renderli piu stabili e
duraturi, soprattutto nelle estremita nucleotidiche 5'- e 3'- e persino introducendo modifiche alle basi
nucleotidiche (Pardi et al., 2018; Chaudhary et al., 2021; Chavda et al., 2022; Kim et al., 2022;
Bellavite et al., 2023; Fig. 3 B). Le potenziali interazioni, il destino e la durata di questi RNA
biotecnologici incorporati casualmente in molte cellule e organi senza alcuna specificita, nel
complesso corpo umansono sconosciutll corpo umanaon puo essere trattato come una provetta
poiché nessuno conosce tutte le funzioni e le interazioni delle sue cellule e dei suoi organi. Nessuno e
in grado di prevedere o ha testato sperimentalmente le possibili interazioni con questi vaccini RNA-
DNA all'interno dell'organismo (Gambacorti-Passerini e Aroldi, 2022; Alibardi, 2023; Fig. 3 B). Gli
RNA biotecnologici modificati (0 i DNA trasportati dai virupossono penetrare nel nuclen
contattare il DNA genomico, soprattutto durante la metafase e I'anafase della divisione cellulare,
guando lamembrana nucleare scompare per 1-3 @Feg. 4 A). Questo processo potenzialmente
pericoloso di penetrazione e interazione con il DNA si verifica in particolare negli organismi in cui
miliardi di cellule si dividono, ossia negimbrioni, nei feti e nei bambink parte le cellule staminali

dei tessuti in via di rinnovamento (pelle, intestino, midollo sanguigno ecc.) o nelle gonadi degli adulti
(Alibardi, 2023; Fig. 4 B).
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Fig. 4. Contatto del'lRNA vaccinale con i cromosomi (DNA) durante la mifosie( conseguenze
sconosciute su organismi contenenti molte cellule in divisione che possono incorporare un'elevata
guantita di RNA biotecnologicaB|. A, cellula in divisione contenente sia biotech-RNA sia le loro
proteine spike codificate, distribuite nel citoplasma e nella regione nucleare a contatto con i
cromosomi (DNA). Le proteine spike o i loro frammenti (peptidi) sono esposti sulla superficie
cellulare o rilasciati a livello extracellular®, gli embrioni, i feti, i bambini in crescita e gli individui
giovani contengono molte cellule in divisione, per cui I'assorbimento di biotecnologie-RNA o DNA &
maggiore rispetto agli individui adulti o anziani completamente cresciuti, in cui € presente un numero
inferiore di cellule in divisione. | principali tessuti colpiti sono quelli che si rinnovano
fisiologicamente e alcuni sono indicati.

Mentre gli 'mRNA cellulari naturali non interagiscono con il proprio DNA, un meccanismo che e
stato probabilmente "perfezionato" con altre funzioni cellulari durante gli 1-2 miliardi di anni di
evoluzione delle cellule eucariotiche, fwtenziali interazioni e la ricombinazione degli RNA
biotecnologicicon il DNA cellulare non sono state in grado di garantire la sicurezza delle cellule.
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RNA, DNA o altre molecolesono sconosciutéGambacorti-Passerini e Aroldi, 2022; Bellavite et al.,
2023). Ancora una volta, il corpo umammn pu0 essere ridotto a una provetiave queste
interazioni e ricombinazioni sono invece meglio conosciute, un approccio riduzionista che potrebbe
generare esiti avversi o patologici in numerose persone (Petit e Longo, 2023).

Inoltre, senza altri geni per il silenziamento dei ribosomi cellulari come nei virus completi, le
sequenze di RNA biotecnologico che contengono solo i nucleotidi per la produzione della proteina
spike o il suo sito di legame ai recettori cellulari, probabilmente non possono produrre gli stessi alti
livelli di antigene spike per I'immunizzazione come l'intero RNA di un virus sarsCov2 in un'infezione
naturale. Anche se reso piu stabile grazie alle manipolazioni biotecnologiche, la mancanza di
un'inibizione specifica dei ribosomi da parte degli RNA biotecnologici pud contribuire a spiegare
perché lo spike prodotto a caso in cellule sparse del corpo non puo indurre urstirfotazione
immunitarig che & anche limitata a pochi mé&ambacorti-Passerini e Aroldi, 2022; Bellavite et al.,
2023). Anche producendo concentrazioni di picchi relativamente elevate, la durata degli anticorpi
prodotti rimane comunque limitata e non genera una protezione duratura rispetto a un'infezione virale
naturale, come é diventato evidente dopo le vaccinazioni basate su RNA-DNA.

4. Conseguenze patologichdei vaccinia RNA-DNA

Gli antigeni proteici virali nel capside trasportano 'RNA o il DNA in cellule specifiche e vengono
catturati dalle cellule APC-dendritiche che attivano la risposta immunitaria (Sompayrac, 2012). Come
indicato in precedenza, gli RNA o i DNA virali o le proteine da essi geneaateviaggiano come
molecole isolate nell'organism@oiché verrebbero rapidamente degradati a livello extracellulare e
intracellulare. Sono stati segnalati potenziali effetti collaterali sconosciuti derivanti dall'iniezione di
RNA attraverso liposomi (vaccini Pfizer o Moderna) o di DNA inserito nel capside portante di un
adenovirus alieno (Astrazeneca o Johnson & Johnson) (Gambacorti-Passerini e Aroldi, 2022; Seneff et
al., 2022; Acevedo-Whitehouse e Bruno, 2023; Bellavite et al., 2023; Petit e Longo, 2023; Fig. 2 C,
D). L'incorporazione di un RNA o di un DNA virale completo o parziale produce proteine spike
intracellulari chevengono esposte sulla superficie di qualsiasi celthl@ ha ricevuto il bio-RNA o -

DNA. Gli antigeni derivati dagli spike, oltre a penetrare nel nucleo, allerterebbero anche le sentinelle
immunitarie (macrofagi e linfociti T-helper e/o T-killer) dopo la loro esposizione superficiale su vari
tipi di cellule. Infatti, 'esposizione di picchi sulla superficie di molti tipi di cellule diverse dopo che
gueste hanno incorporato i vaccini a RNA-DNA indica che queste cellule sono infette e devono essere
distrutte da cellule immunitarie specifiche (ad esempio, linfociti T-citotossici). Quest'ultimo evento
determina l'autoimmunita puo colpire tutti gli organi che contengono cellule che hanno casualmente
adsorbito i vaccini a RNA o a DNA, dando origine a miocarditi, epatiti, nevriti, encefaliti ecc.
(Gambacorti-Passerini e Aroldi, 2022; Acevedo-Whitehouse e Bruno, 2023; Bellavite et al., 2023).
Oltre ai problemi sopra indicati, un‘altra complicazione nell'utilizzo di questi vaccini € la produzione
di proteine attive che viaggiano liberamengdinterno dell'organismo (Fig. 2 A, B). Questa
informazione era ed & necessaria prima di attivare la vaccinazione a RNA-DNA per la proteina spike
Sars-cov2 e sara essenziale per le proteine virali prodotte in futuri programmi di vaccinazione che
utilizzano vaccini a RNA-DNA per la maggior parte delle infezioni virali (Pardi et al., 2018;
Chaudhary et al., 2021; Chavda et al., 2022; Kim et al., 2022; Zhou et al., 2023; Fig. 5).

42



Rivista di biologia e scienze della vita
ISSN 2157-6076
2025, vol. 16, n. 2

Fig. 5. Futuri potenziali vaccini a RNA contro diversi virus, previsti per sostituire i vaccini
tradizionali. Dopo aver selezionato specifici RNA (o DNA) che codificano per i diversi spike o per le
proteine esterne che si legano ai recettori cellulari presenti in questi virus, questi vaccini possono
essere utilizzati, come il vaccino covidl9, per la vaccinazione di massa. Se queste proteine virali
attive possano determinare anche effetti patogeni, come quelli della proteina spike della Sars-cov-2,
dovra essere valutato attraverso una lunga sperimentazione prima di inoculare questi vaccini a base di
RNA alle persone.

Altri effetti patologici, chiaramente dimostrati dopo la vaccinazione con RNA o DNA Covid-19, sono

le alterazionidella pressione sanguigna (ictus) e l'aumento della coagulazione del saogue
conseguente mancata ossigenazione dei tessuti e necrosi degli organi colpiti da anossia, cuore,
polmoni, reni, ecc. Un'alterazione piu basale dell'omeostasi cellulare generata dalla proteina spike
riguarda la potenziale alterazione dei meccanismi di riparazione del DNA, come suggerito da uno
studio pubblicato (Jang e Mey, 2021). Quest'ultimo studio & stato successivamente ritrattato dalla
rivista scientifica, ma non sono state condotte ricerche successive in questa direzione, per ragioni non
chiare. Se confermata, l'alterazione dei meccanismi genetici cellulari pud essere devastante,
aumentando tumori, infezioni e autoimmunil contrario, se non confermato, lI'uso di vaccini a
RNA-DNA sarebbe apparso piu sicuro, martroppo non soncstate condotteulteriori ricerche
indipendentiper confermare o smentire lo studio iniziale del 2021. La distribuzione incontrollata di
RNA-DNA che produce "cellule infette" da distruggere e potenziali integrazioni di DNA deve essere
prevista con questi tipi di vaccini a base di RNA o DNA (Zhang et al., 2021; Gambacorti-Passerini e
Aroldi, 2022; Bellavite et al., 2023). Invece, i vaccini a RNA e
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| vaccini a base di DNA, trascurando la mancanza di prove scientifiche ampiamente accettate,
vengono indicati come djrande successo e addirittura degni del Premio Nobel ZGPaudhary et

al., 2021; Chavda et al., 2022). Si dice che i vaccini a RNA-GKAiano salvato molte vite da
Covid19e che questi nuovi tipi di vaccini siano previsti per un utilizzo di massa nelle prossime
epidemie previste per i prossimi anni (Pardi et al., 2018; Kim et al., 2022; Zhou et al., 2023; Fig. 5).

Purtroppo, si sa poco della funzionalita delle proteine virali isolate, soprattutto di quelle che si legano
ai nostri recettori cellulari sulle nostre complesse e parzialmente note funzioni corporee. La proteina
spike attiva ha causato numerosi effetti patologici, ancora poco conosciuti, SU humerose persone
vaccinate, con reazioni avverse da lievi a gravi o addiritturademessi, sensibilmente superiori
rispetto all'uso dei vaccini tradiziona(Bellavite et al., 2023; Alibardi, 2023). Non conosciamo i
potenziali danni derivanti daltre proteine virali attive indotte dai prossimi vaccini a base di RNA-
DNA virale (Fig. 5). Queste informazioni richiedono anni di studi e valutazioni scientifiche
indipendenti e pubbliche, non derivate da pochi mesi o un anno di ricerche condotte dalle industrie
farmaceutiche, organizzazioni che cercano principalmente il profitto, il loro obiettivo naturale, prima
della pura conoscenza. La produzione di vaccini a RNA-DNA e la vaccinazione di massa dovrebbero
essere interrotte, e una lunga sperimentazione dovrebbe essere fatta nei prossimi 10-20 anni se questi
vaccini sono davvero indicati cometlturo della vaccinazione

5. Conclusioni

Come indicato in precedenza, un approccio scientifico e logico per realizzare vaccini duraturi ed
efficaci sarebbe quello di neutralizzare innanzituttprigeine virali meno mutevoihsieme a quelle

che cambiano frequentemente, come le proteine HA e spike, ®olmn esclusivamente proteine

pit mutevoli. All'interno e sulla superficie dei virus sono presenti numerose proteine, oltre a quelle
che si legano ai recettori cellulari (Brock e Madigan, 1991; Chaudhary et al., 2021; Chavda et al.,
2022; Fig. 1), che possono essere marcate da anticorpi derivati da vaccinazioni polivalenti. Questo ¢ |l
modo in cui funziona il nostro sistema immunitario naturalenesistema medico equo dovrebbe
imitare cio che si & evoluto in natura durante milioni di anni di evoluzione. La produzione di vaccini
monovalenti anziché polivalenti non segue uno scopo scientifico e detdarinatinua vendita di

nuovi vaccini, temporaneamente funzionawfiferti contro nuove varianti viralogni 6-12 mesi

Queste vaccinazioni forniscono uno scarso aiuto per fermare per lunghi periodi o in modo definitivo le
epidemie virali. Infatti, i vaccini monovalenti, come quelli tipici per ‘influenza o il Covid19, non
durano cosi pochi mesi, poiché la proteina HA del virus dell'influenza o la proteina spike del Covid19
sono cambiate (in seguito alla mutazione del loro gene) nel frattempo. Le nuove varianti sono
probabilmente selezionate anche da questi vaccini monovalenti che neutralizzano solo la variante
dominante presente in una certa stagioonasentendo la sopravvivenza e quindi la selezione di altre
varianti per infezioni future e richiedendo ulteriori nuove vaccinazioni. Invece, la vaccinazione, come
l'immunizzazione naturale, dovrebbe essere duratura a beneficio delle persone. Le differenze tra le
infezioni da RNA-virale indicate sopra e la reattivitd immunitaria con i vaccini RNA-biotech indicano
che questi ultimi necessitano di molti anni di ricerca e valutazione medico-scientifica.

In conclusione, le numerose ricerche attualmente condotte sui futuri vaccini dove
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Le sofisticate modifiche biotecnologiche sperimentate dovrebbero evitare di considerarpoil
umano come una provet{€haudhary et al., 2021; Chavda et al., 2022). La scienza in questi studi
biotecnologici di laboratorio e elevata, ma questi ricercatori non conoscono le reazioni del corpo alle
biotecnologie-RNA-DNA perchéon hanno generatd corpo umano e non possono conoscere
I'intera complessita delle sue funzioni. Quest'ultima invece deriva da milioni di anni di evoluzione
progressiva, passo dopo passo, attraverso prove ed errori. Alcuni problemi dei vaccini moderni sono
qui riassunti: a) la degradazione RNA-DNA (Fig. 2 C, D) dovrebbe essere eliminata. 2 C, D)
dovrebbe essere eliminata e questi vaccini dovrebbero dimostrarsi sicuri; b) i vaccini a RNA-DNA
duraturi dovrebbero essere fatti per produrre molti antigeni, non solo una proteina, lo spike o poche
altre; c) i vaccini a RNA-DNA non ripetono il ciclo virale in quanto rilasciano proteine attive che
possono produrre effetti patologici, e questo dovrebbe essere previsto attraverso lunghi studi; d)
l'incorporazione casuale di RNA-DNA in varie cellule genera picchi esposti che suscitano
l'autoimmunita, e questo evento dovrebbe essere eliminato; e) I'impatto cellulare sulla ricombinazione
dell'lRNA, le possibili inserzioni di DNA e il blocco dei meccanismi di riparazione del DNA
allinterno delle cellule devono essere conosciuti prima di utilizzare vaccini a RNA o a DNA; f) i
vaccini polivalenti, prodotti attraverso procedure biotecnologiche su tutte o la maggior parte delle
proteine virali, evitando di utilizzare fonti pregresse in vivo (uova, colture cellulari ecc.), sono
probabilmente i migliori vaccini.), sono probabilmente i migliori vaccini da utilizzare in futuro dopo
un ragionevole periodo di sperimentazione. Pertanto, I'utilizzo sicuro di questi vaccini richiede molti
anni di indagini scientifiche prima che possano essere commercializzati, e alcune sperimentazioni in
corso stanno cercando di fare chiarezza (Chaudhary et al.,, 2021; Chavda et al., 2022; Kim et al.,
2022). La produzione di vaccini duratudovrebbe essere l'obiettivo principale delle industrie
farmaceutichee luso di vaccini a base di proteine

Ringraziamenti

Studio condotto presso I'Histolab comparativo di Padova, Italia. Apprezzo molto la discussione dei
colleghi sull'argomento.

Contributi degli autori

Il Dr. L. Alibardi é stato responsabile del disegno dello studio e della conduzione della ricerca, della
raccolta dei dati, della stesura del manoscritto e della sua revisione. L'autore ha redatto e approvato |l
manoscritto finale.

Finanziamento
Il Comparative Histolab, Padova, Italia, ha finanziato lo studio.
Interessi contrastanti

L'autore dichiara di non avere interessi finanziari concorrenti o relazioni personali che possano
influenzare il lavoro riportato in questo articolo.

Consenso informato
Ottenuto.
Approvazione etica

Il Comitato etico per le pubblicazioni del Macrothink Institute.

45



Rivista di biologia e scienze della vita
ISSN 2157-6076
2025, vol. 16, n. 2

Etica della pubblicazione (COPE).

Provenienza e revisione paritaria

Non commissionato; sottoposto a revisione esterna in doppio cieco.
Dichiarazione di disponibilita dei dati

| dati che supportano i risultati di questo studio sono disponibili su richiesta all'autore corrispondente.
| dati non sono disponibili al pubblico a causa di restrizioni etiche o di privacy.

Dichiarazione di condivisione dei dati
Non sono disponili altri dati.
Accesso libero

Questo & un articolo ad accesso libero distribuito secondo i termini e le condizioni della licenza
Creative Commons Attribution (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Diritti d'autore

| diritti d'autore di questo articolo sono di proprieta dell'autore o degli autori, mentre i diritti di prima
pubblicazione sono concessi alla rivista.

Riferimenti

Acevedo-Whitehouse, K., & Bruno, R. (2023). Potenziali rischi per la salute della terapia con vaccini
a mMRNA: a ipotesi. Ipotesi mediche Ipotesi 171, 111015.
https://doi.org/10.1016/j.mehy.2023.111015

Aichelburg, U. (1977)Vita e morte dei microb{Vita e morte dei microbiXollana Aperta Mondadori,
Milano, Italia.

Alibardi, L. (2023).1l significato della vaccinazione e dei vaccini a RMAIomo tanto pud quanto sa
(Significato della vaccinazione e vaccini a RNA. L'uomo tanto pud quahtoAsscne Editrice,
Roma, Italia.

Bellavite, P., Ferraresi, A., & Isidoro, C. (2023). Risposta immunitaria e meccanismi molecolari degli
effetti avversi cardiovascolari delle proteine spike del SARS-CoV-2 e dei vaccini a mRNA.
Biomedicina, 11451. https://doi.org/10.3390/biomedicines11020451

Brock, T. D. e Madigan, M. T. (1991Biologia dei microrganismi6a edizione. Prentice Hall,
Englenwood Cliffs, New Jersey, USA.

Chaudhary, N., Weissman, D. e Whitehead, K. A. (2021). Recensione. Vaccini a mRNA per le
malattie infettive: principi, consegna e traduzione cliniddature Reviews, 20 817-838.
https://doi.org/10.1038/s41573-021-00283-5

Chavda, V.P., Soni,.SVora, L.K., Soni, S., Khaa, A., & Ajaliya, J. (2022).

46



Rivista di biologia e scienze della vita
ISSN 2157-6076
2025, vol. 16, n. 2

Vaccini e terapie a base di mMRNA per la Covid-19 e le future pandé&faeini, 10 2150.
https://doi.org/10.3390/vaccines10122150

Curtis, H. (1965)I virus. The Natural History Press, New YothkSA.

Danilova, N. (2006). L'evoluzione dei meccanismi immunitdournal of Experimental Zoology
306B 496-520. https://doi.org/10.1002/jez.b.21102

Freire, J. M., Santos, N. C., Veiga, A. S., Da Poian, A. T., & Castanho, M. (2015). Ripensare le
proteine del capside dei virus avvolti: multifunzionalita dall'imballaggio del genoma alla trasfezione
del genomaFEBS Journgl282 2267-2278. https://doi.org/10.1111/febs.13274

Gambacorti-Passerini, C., & Aroldi, A. (2022). Vaccini a base di RNA contro la SARS-Cov-2: una
parola di cautela e un'analisi dei potenziali eventi avversi a lungo tex@rgenismi, 5101-104.

Jang, H. e Mey, Y. F. (2021). La Sars-Cov2-spike ostacola la riparazione dei danni al DNA e inibisce la
Vv

(D) Ricombinazione J in vitrd/irus, 13 2056. httg://doi.org/10.3390/v13102056

Khalil, A. M. (2020). La rivoluzione dell'editing del genoma: recensiaimurnal of Genetic
Engineering and Biotechnology, ,.168. https://doi.org/10.1186/s43141-020-00078-y

Kim, S. C., Sekhon, S. S., Shin, W. R., Cho, B. K., Ahn, J. Y. e Kirfi{.Y2022).

Modifiche degli elementi strutturali del vaccino dellmRNA per migliorare la stabilita del'mRNA e
I'efficienza  della  traduzione. Molecular and  Cellular  Toxicology, 18 1-8.
https://doi.org/10.1007/s13273-021-00171-4

Krupovic, M., & Koonin, E. V. (2017). Origini multiple delle proteine del capside virale da antenati
cellulari. PNASE2401-E2410. https://doi.org/10.1073/pnas.1621061114

Pardi, N., Hogan, M. J., Porter, F. W., & Weissman D. (2018). Vaccini a mRNA. Una nuova era nella
vaccinologia. Nature Recensioni  su Farmaco Discovery, , 17 261-279.
https://doi.org/10.1038/nrd.2017.243

Petit, C. e Longo, G. (2023). La pandemia e la soluzione tecnol@yiganismj 6, 23-39.

Schoenmaker, L., Witzigmann, D., Kulkarni, J. A., Verbeke, R., Kersten, G., Jiskoot, W., &
Crommelin, D. J. A. (2021). Review. mRNA-lipid nanoparticle COVID-19 vaccine: structure and
stability. International Journal of Pharmacolggy 601, 120586.
https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2021.120586

Seneff, S., Nigh, G., Kyriakopoulos, A.M., & McCullogh, P. A. (2022). Soppressione immunitaria
innata da parte della vaccinazione con mRNA SARS-COV-2: ruolo dei G-quadruplex, degli esosomi e
dei micro-RNA. Food e Chemical Toxicology 164, 113008.
https://doi.org/10.1016/j.fct.2022.113008

Simon, A. K., Hollander, G. A., & McMichael, A. (2015). Evoluzione del sistema immunitario negli
esseri umani dall'infanzia alla vecchiai@roceedings of the Royal Society 832 20143085.
https://doi.org/10.1098/rspb.2014.3085

Sompayrac, L. (2012 ome funziona il sistema immunitariimhn Wiley & Sons.

a7



Rivista di biologia e scienze della vita
ISSN 2157-6076
2025, vol. 16, n. 2

Tinari, S. (2021). La fuga di dati del'EMA Covid-19 e cosa ci di¢érsiabilita dell'RNA.
British Medical Journal372 n627. httg://doi.org/10.1136/bmj.n627

Wong, S. S. e Webby, R. J. (2013). Vaccini antinfluenzali tradizionali e rRegensioni cliniche e
microbiologiche, 26476-492. https://doi.org/10.1128/CMR.00097-12

Zhou, W., Jang, J., Liao, S., Wu, F., Yang, W., Hou, L., & Zhang, Y. 2023. La nuova era dei
vaccini: il vaccino a RNAVirus, 15, 1760. https://doi.org/10.3390/v15081760

48



Science, Public Health PolicyAn Institute for Pure
and the Law and Applied Knowledge

Volume: v6.2019-2025 (IPAK)

January 2025

Peer Reviewed, Policy, Publig pjjc Health Policy
Health Initiative (PHPI)

Review: Calls for Market Removal

of COVID-1!

Intensify as Risks Far Outweigh Theoretical B
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Abstract

COVID-19 vaccination campaigns around the globe have failed to
safety and efficacy, leading to mounting evidence of significant har
scientists, researchers, and concerned citizens, 240 elected gove
public health and physician organizations, 2 State Republican Part
Committees, and 6 scientific studies from across the world have cal
COVID-19 vaccines. As of September 6, 2024, the CDC has documen
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health consequences or death, have been far exceeded. Exc
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or mortality have undermined the rationale for continued administra
regulatory action underscore substantial shortcomings in data safety,
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death. Procter et al. have published
these deaths may have been avoidabl

COVID-19 vaccine, DNA contamina'qpéhlgrggc%rsosmco's started on day 1 e
1 shows that, by September ¢

mortality, market withdrawal, negat':i\i/%ureefflcacy,

pharmaceutical recalls CDC has recorded 19,028 American
vaccine deaths reported to them in

Adverse Event Reporting System

healthcare professionals or ph

companies who believe the product is re
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and negative efficacy associated wvalkcCroe\sl,Dal®ng with compiling a cor
list of all calls for an immediate morator

Figure 1. United StatesCOVID-19 Vaccine VAERS Adverse Event Reports. Adapted fr

Excess Mortality The significant discrepancy in exc:¢

figures between Rancourt and Mostert |

Instead of saving lives, mass COVIRQ:{d8 Vt"h%Cié‘@éipoen and timeframe of thei

has likely led to increased mortality gLgRleyl) d% #8lysis accounts for 195 col

The largest autopsy study pubdipshead 4 202'® while Mostert's fc
indicates that 73.9% of deaths afterywacedptigindfees up to 2022. In the Ur
a direct cause or significantly canigifRyfedes?inPdted that 278,000 Ame
COVID-19 wvaccination, demonstuytingied i PcoVvID-19 vaccines b
likelihood of a causal link betywgeen FLOZYlDWlhgiIe Pantazatos an
vaccines and death [9]. By SgpdigmpPeld wedoden 146,000 to 187,¢C
Rancourt et al. estimated 17 mbldi@Ri¢OdViRatPs by August 2021 [13].
vaccine-related deaths worldwide [10]aI.M8§f?rﬁfa?etdah-9,240 excess cardiac arr
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vaccine uptake and increased allinaecttomo,rtwhieyeas no significant cor
[15]. Alessandria et al. revealedothseetrviad iwiidlhalthhe unvaccinated popl
vaccinated with one or two doses fHuobHahdgleeraatl-Reitzner observed a sigr
cause mortality risks compared tidiwenvacrrislattedn between COVID-19
individuals, with those receiving tweatedksosaensd Iblséengise in excess mortalif
37% of life expectancy during stablrodvamp thlied.pandemic years in Ge
Lataster further demonstrated a conshissteontrmedattomebecoming particularly pre
correlation between COVID-19 vaccinthientriatkbtsyaad [19]. Rodrigues and An
excess mortality for every month analylzatd O¥|.DALI®rnvaccination nearly double
uncovered a significant corredadtbonfrbomtwldenauses after one-year
Australian excess deaths and COaWwfldcil®n p20dster

Table 1. COVID-19 Vaccine Excess Mortality.

While these studies highligBbVIDebh vacaoineg and death, the calc
correlations and potential causativeéinldnkgs breetpwoaeend are subject to severa
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Variability in data quality across d(i3fle bedit smwchigsall countries that use \

reliance on observational datafararrkcpetdendtiahe recall Iimits of
confounding factors such as unwighldrianvgalf ebayltthp to 375,340% (Figure
conditions, reporting biases, lan#i95i5cohmepCatéer polio vaccine was
vaccination records may influenreecalllea aéteultldd. death reports [27]. T
Additionally, causation cannot vaecidefionfitl®@gley was recalled after
established from correlations alonégtalétiess[@abtlingn 1999, the Rotashield
further investigation through swepk-ncdoerdt rafltleerd 15 cases of intussus

longitudinal studies. Nonetheless Théd esudsfamdiamlgsontrast between COVID
raise profound concerns about the safedyharegp qprublamd historical vaccine reca
health impacts of COVID-19 vaccinatiengpibigaarhs.hortcomings in data safety m

FDA Class | Recall Indicated Negative Efficacy

The FDA's threshold for a Class | recMuldedieedtadias have demonstrated tha
situation where the use or exposuwvedoirmavedlanideviduals may face a h
product poses a reasonable probabinfeyxtodncawsmmgred to unvaccinated
serious adverse health consequEeynthe®sssomn eééeatlh found that individual
[21] has been greatly surpassedwiThiswonepolme@se doses had a 42% hi
completely withdrawing a producdinffectiomp whhimpared to those with one
markets. In most cases, product recallks9 hre Cnieatadtelly et al. estima
by the company itself, either voluntaeififeotitelHewsngpf Pfizer-BioNTech (BN’
the FDA's recommendation, with the F\DAdevermse@mMINA-1273) vaccines again
the recall process. However, for vacsubesrilainto gieslined significantly, reach
medical devices, and controlled subsedfeesiveme FDAevels (-17.8% and -12.]1
holds the authority to mandate a recdld.2nandss2a20y¥% for Moderna) after se
[22]. The FDA recalls thousands of3f®rfodchisesabhla et al. found a do
year and the number of Class | recadlis rcoasieadesriek of COVID-19 inf
trend upward [23]. According to AnneiRdiidvidmogreamreceiving more than
director of the Office of Mediexlpd&réeancesg amd253% higher risk
Radiological Health Operations (OMDRHW®a¢ cOribitteed oindividuals [31]. Similarly,
Regulatory Affairs (ORA) at thealFDA&vealdd dhaalvaccinated children ag
devices lead the number of recaltled peadsiovtsthiout prior infection were
fiscal years 2012 through 2024 ,likietlhy aotogeat orMffected and 257% m
32,336 recalls occurring over thaevetopesymptomdatic COVID-19 compal
compared to product types suchvacxinfated mpereds [32]. These findings
cosmetics (26,184 recalls), drugs (hbsé3sermiouasllcdncerns about the long-t
and biologics (11,605 recalls) [24]. and safety of repeated COVID-19 va
suggesting that continued reliance on t
. i may inadvertently increase susceptibility
As of April 26, 2024, according to VaAﬁdRS' the total

adverse outcomes.
number of reported COVID-19 vaccine deaths
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Figure 2. Reported Deaths for Major Drug/Vaccine Recalls Versus Total COVID-19 Vaccine [
reprinted from Rhodes and Parry [25], who obtained permission from VAERS Analysis to us
use this figure has been granted in accordance with the open access Creative Commo!

DNA Contamination stem cells, with DNA concentrations r

0.6 to 18.7 ng, emphasizing the potential
Studies investigating DNA contgmmafidPnN3gdNlsnig and Kirchner (Germ

potential gene integration from COViRylHNACELM@E mination levels betwee|
have revealed concerning findings (TB?‘,tB’Iﬁozhd:?:gvvf't"rﬂ-their findings submittec
McKernan et al. from Medicinal Ggap iy CsythlbPitdes and published in a pe
reported DNA levels far exceePdL’PI‘%aTIh[%gﬁ.afSeﬂé(icher Rose. and Mck
threshold in Pfizer and Moderna(dgﬁ%idnae)s,di\gl:tcﬁvered DNA levels up
measurements as high as 3,390 ngR¢5s40R{ IYiHIRIvaccine batches, raisin
electrophoresis and fluorometer (Erb%tc,heorﬂ%ar-{@ep'rresenting their findings
findings included evidence of gene [iﬂtdap_rati@rﬂ, Andner also reporte
SV40 sequences in cancer cells, r&Q$iAQiFQMN6RTHS Australian vaccine s
that were reported to the FDA and pfgpented 2tidbers ranging from 451 ng
World Council for Health (WCH),;{33-BRhseM/DORasel treatment and up
(Japan) found minimal DNA COd"ﬂ""@\}ﬁ@“Qé"qd@nces [41]. These f
Moderna vaccines, measuring 0.1 ggq b WRS Therapeutic Goods Ad

deemed negligible [36]. BUugKgRUIRSoulVet™I. (France) analyzed F
demonstrated DNA integration into human epithelial
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samples, reporting average DNAccwldtatmamafecn HEK293 cells, raisin
levels of 216 ng, which further increasedctorf sl6@bmgut gene integration a
following treatment with TritonaXdvé0Le evandsnpd3]. Wang et al. (USA)
significant safety concerns [42]. Kaanmefrrromettwad. Pfizer vaccine lots

(Germany) examined Pfizer vaccimdgadmipglest anesidual DNA contart
found DNA contamination levels rangexgefedim@,7d@ulatory limits, with amou
to 3,683 ng after treatment with TritooomX-3,005p43Joc 6,550 ng per dose
Additionally, further analysis using BfiNeaxdedpbbbtowneatiry (NanoDrop) and 41.4

DNA levels between 32.71 and 42.09preg, dorsféernvimg fluorometric dsDNA qi
DNA contamination levels excee(ubit)egnallysosy44].

limits. They demonstrated that vaccine-derived DNA

Table 2. Verifications of mMRNA Vaccine DNA Contamination in the World. Red boxes indica
the regulatory limit of 10 ng per clinical dose. *Multiplied the value by 300 for ul. **From t
MRNA 400 ng, the calculation for Moderna 1-dose as mMRNA 100 ug. Credit for table creatic

Fujikawa, PhD, Institute of Medical Statistics, Information, and Communications, Jap
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Table 2. Continued.

These findings indicate that DNA Caodlst &dari Matikert,Removal of COVID-19 Va
reported across multiple manufacturers, vaccine

platforms, and geographic regions, M? éxcellid Nthed81,000 physicians
thresholds recommended by regulb@3¢¢ Gy Sciednd concerned citizens,
such as the European Medicines Ageht¥ye(BEMANtaqificials, 17 professional |
the U.S. Food and Drug Admini@PatPOy¥S{(EBR)Organizations (Figure
typically set at <10 ng per cliRePHPldoar Fasyes, 17 Republican F
Moreover, DNA contaminationCOomgReigesyanpgdy scientific studies frol
regulatory thresholds may still W&dLd shgNpricghled for the market w
health risks. However, mQ%'Pahd viiccings (Table 3). Doctor
epidemiological evidence direcByi105n9aligd faisglobal recall of COVID
contamination to adverse health outtdbMAS bk Qin¢021 [48]. In May 2021,
limited. The presence of sequencels® Quén ds06s)40called for a pause
raises possible risks for gene Vat&ighraldidh Bhy9ram if vaccinatic
carcinogenicity [46, 47]. FurthWorldwideadepnofginstitute independent

essential to clarify the potdhdihtoriyngs; dgpeds (DSMB), event
implications of such contamination. COmmittees (EAC), and enact risk mit

The World Council for Health, on N
2021, issued a declaration der
governments and corporations cease and
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direct or indirect participation in thefmannefmotwalngf all mMRNA COVID-19 va
distribution, administration othummroomasieonbeoéduse of contaminati
COVID-19 experimental injections bdsaedmendsriansg the risk of genotoxic
safety concerns [50]. In May 2022, théaG@lpodrayl COVPM24, again Dr. McCulloug
Summit, including more than 17,000 pemeicabrod ahld COVID-19 booster produ
scientists, declared that the COVID-I®aekperimantd$ House of Representativ
genetic therapy injections mus€Oe/mMB-195Mdccime Injuries [59]. On F
October 2022, the Associa2084, mefmmbdte &rlorh New Zealand Doctor
Professionals and Independertut Rensigdrcldseri=snce (NZDSOS)

(APSIIN) sent a letter to the MinistoynprfeHemsiheinetter to parliament ca
Chile to request the immediate msuedpates inobhdoawal of COVD-19 vacc
inoculation with mMRNA platfeimmrificah]t. sBAfety concerns [60].

McCullough concluded with the adkedullofughx georindation issued several
panels, that complete market onespeavall metliaa pllatforms calling for a
COVID-19 vaccines was justified basedogmatithred temcesis COVID-19 vaccines du
risk of death, on December 7, 2@ath aimd OhNeA W&ntamination concerns |
Senate [53], and on September 1B02202Weaidn etthal. published a pair o
European Parliament [54]. On MarcheXéreh@23, theer-reviewed manuscripts
Association of American PhysicianshandO8ubgk®Dnwsaccines are not safe fo
issued a factual, scientificallyand  rohwudde de reambved from the market
consensus driven statement calling fellO®IE QO¥dbPd1%n international group of
vaccines to be removed from the mparkietsbianadsorscientists, academics art
lack of safety and efficacy [5&k]JitiZlehnes Matliedaflor the immediate s
Citizens Inquiry, a Canadian citizend®d/ lalhdl gitmeRN-A vaccines and a cor
funded organization <chartered raovaioaeionigpdteheir safety and effica
governments COVID-19 policies, on29epterh®8q.14The accord has garn
2023, called for market removal ofiggnht@Q®&3D -fIrd> m prominent mediof
vaccines [56]. In late 2023, Ameriresrearthrerdealntd concerned citizens whi
Freedom created a signable pleadmgergiablirgidimmce suggests these n
COVID-19 shots to be pulled off the pmadkiets[5nTay Abse contributing to increa
of December 1, 2024, 228 electkidabiflitgiahg, ex@ess deaths. Legal act
County Political Committees, 2015 Cacttob®rollitjc20l24, by VERITY France

Parties, and multiple physician orgsnizariitarsst shavecitizens, and Vi
signed the pledge calling for COVIDhE Admdinsesravive Tribunal of Montre
be removed from the market, indhedpnghibutiom®tf the prescription and di

limited to Sen. Ron Johnson, Rep.tiMearGOrMd RNayT¥rvaccine by PFIZER-Bio
Greene, Rep. Thomas Massie, ArizhhemaSRhKHEVYdahovaccine by MODERNA,
Republican Parties, America s Fromelirneithadceowrsl, from the market by t
Frontline COVID-19 Critical Care ANdyieamcoefoH elaét®afety of Medicines and |
Advisory and Recovery Team, theacGdoaNNSMEedbthh. On November 1, 2024
Project, and the Global COVID S8Slunpmbtis[tbe/d .20 study that found a signif
January 4, 2024, the Florida SurgeonnGeéemerahfealhesignal threshold concern



Science, Public Health PRewxyewmndc€alls for Market Removal of COVID-19 Vaccines Intensify
the Law Theoretical Benefits January

thrombosis adverse events after COMIDe 1% vEe®tNcAnesntamination [43]. On L
and called for a global moratoriwm2465e Wdes® aimle to obtain email confil
November 2024, a study by Oldfldelhde mtb earls reefc-European Parliame]
ommended a moratorium on COWMONMID91MRWMNMAcCcines removed from
vaccines due to incomplete dataChgéstomnues Aafleetyson (Germany), Cris
concerns, and potential long-term(Rroskasni®),].vVOrginie Joron (France)
November 25, 2024, the NORH&usE&rmoupAuahria). Moreover,
international group of politiciamesnfiamdatilenadhag 8 current and formel
medical and other professionals BEedtraalletSem affors and Federal
extreme concern to the headsParfissmané hafveldalled for the removal
European countries (Denmark, EstwancaneBinlamdyding Gerard Rennick,
Greenland, lIceland, Latvia, LithMmahdalmNRBRowayts, Ralph Babet, Ma
Sweden, the United Kingdom, and I[Ralaimeé) Heaansiomg Russell Broadbent, and
for a suspension of modified mMmRNA Waccahes woibitsggned confirmation tha
serious health concerns [67]. On Dedrtaeaber Bef2®a4,[68] calls for the COVID:
Kadmmerer et al. published an origimalheairmioeaiahalty removed from the mark
called for an immediate halt of all RNA biologicals

Figure 3. Organizations that Called for COVID-19 Vaccine Market Withdrawe
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Table 3. Calls for COVID-19 Vaccine Market Withdrawal.
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Table 3. Continued.

Conclusion Acknowledgments

We expect that calls for an immediWte wiaotatto rtihvamk Dr. Kenji Fujikawa, Phl
on COVID-19 vaccines will continue to fincr™ @&scki amatil Statistics, Infor
a critical mass is reached, and tGemmmuondaationasr,eJapan) for granting us
finally removed from the market. Exoessemtdreatatlyle he created, Verificati
negative efficacy, and w Vhesipe ddNA CdnNammination in the World.
contamination associated with COVID-19 vaccines

have been sufficiently demonstra';[H'ad”ﬁgHeNolﬂlﬁA's

criteria for a Class | recall have been f?lcexc

ed.
. Conf ts o Interest None
No large-scale, conclusive, randomized, double-

blind, placebo-controlled trials havgsdgm9ssiiagediew Board Statement: Th

reduction in infection transmission,nrbqsrpéida”éaémpcm approval.
or death as primary endpoints. Thus, the COVID-19

vaccines are not proven to be effec
important clinical outcomes. A pos
COVID-19 vaccination goes agalnsl 9819 knll—'(fbd'fﬁ‘omas SJ. Kitchin N, et al
practice and violates the Hippocratlgf(%)l% hcytoo aphov%NT162b2 MRNA Covid-19
all, do no harm. Immediate remolel fgICJ I\XIB_]Z%ZO 383(27):2603-2615.
vaccines from the market is essentlall tf §é/%vEeJM0a2034577

d

further Ic?s_s of life and ensure thhettne)ﬁ 8 eps/f8 1056/NEJMo0a2034577
accountability are taken.
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Zusammenfassung

Die weltweiten COVID19-Impfkampagnen haben grundlegende Sicherheits- und Wirksamkeitsstdards nicht erfillt, was zu immer mehr
Hinweisen auf erhebliche Schaden fiihrt. Mehr als 81.000 Arzte, Wisschaftler, Forscher und besorgte Biirger, 240 gewéhlte
Regierungsbeamte, 17 Berufsverbénde im Bereich der offentlichen skmdheit und der Medizin, 2 republikanische Landesparteien, 17
republikanische Kreisverbande und 6 wissenschaftliche Studien audler Welt haben die Marktriicknahme der COVID9-Impfstoffe gefordert.
Bis zum 6. September 2024 hat die CDC 19.028 Todesfalle in den Vfégten Staaten dokumentiert, die dem Vaccine Adverse EveReporting
System (VAERS) von Angehdrigen der Gesundheitsberufe oder Phaumg&rnehmen gemeldet wurden, die glauben, dass das Produkt mit ihe
Tod in Zusammenhang steht. Die Gesamtzahl der an VAERS genielddodesfélle im Zusammenhang mit COVIDI-Impfstoffen (37.544 in
allen teilnehmenden L&ndern) hatdie Ruckrufgrenzen fritherer Impfstoffriicknahmen umbis zu 375.340 %oweit Uberschritten. Die Kriterien
fur einen Rickruf der FDA-Klasse |, der fir Produkte mit einer begndeten Wahrscheinlichkeit schwerwiegendergesundheitlicher Folgen
oder Todesfallegilt, wurden weit iiberschritten. Ubersterblichkeit, negative Wirksamkeitweit verbreitete DNA-Kontamination und
das Fehlen eines nachgewiesenen Riickgangs der Ubertragung, Hesinkenhausaufenthalte oder der Sterblichkeit haben die Begriindung fii
die weitere Verabreichung untergraben. Diese einheitlicheforderungen nach regulatorischen MalRnahmen unterstreicheerhebliche Méangel
bei der Uberwachung der Datensicherheit und der Risikomindemg. Die sofortige Entfernung der COVIDO-Impfstoffe vom Markt ist
unerldsslich, um weitere Todesfalle zu verhindern und sicherzisllen, dass die ndchsten Schritte zur Rechenschaftspflicht fidie
entstandenen Schéden unternommen werden.

*Korrespondenz: nichulscher@gmail.com
1. McCullough Foundation, DallasTX
2. Americans for Health Freedom, HoustorX
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COVID19-Impfstoff, DNA-Kontamination, UbermaRige
Sterblichkeit, Marktriicknahme, negative Wirksamkeit,
Arzneimittelriickrufe

Einfihrung

Die Zulassung von COVID9-Impfstoffen basierte aufbeschleunigten
Notfallzulassungsverfahren (Emergency Use Authorization, EUA)
bei denen die Bewadltigung der dringendenGesundheitskrise durch
SARS-Co\2-im Vordergrund stand. Friiherandomisierte kontrollierte
Studien (RCTs) zeigtereine relative Risikoreduktion von 95 % bei
symptomatischem COVID-19, eine Kennzahl, die die Entscheidung
fir eine breite Einfiihrung untermauerte [1, 2]. Diese Studie weisen
jedoch schwerwiegende methodische Méngel auf [3]. Die Studien
wurden vorzeitig abgebrochen und die Placebo-Gruppen wurden
entblindet, wodurch die Moglichkeit, die langfristige Sicherheit und
unerwiinschte Ereignisse zu bewerten praktisch ausgeschlossen
wurde. Wichtige Untergruppen wie Kinder, Schwangere und
immungeschwéchte Personen wurden ausgeschlossen, und die
Endpunkte der Studien konzentrierten sich aufdie Verringerung
leichter Symptome und nicht auf schwere Erkrankungen oder
Mortalitdt. Diese Verzerrung des Studiendesigns schrankte ied
Mdoglichkeit ein, das tatséchliche Risiko-Nutzen-Profil der Imfstoffe zu
bewerten [3].

Die CDC schatzte, dass 70,3 % der Amerikaner im Alter von

sx  fS"f Sf-—1+ ¢c..S 2022 MttCQOYID-19 infiziert
gemessen anhand von SARS-CoV-2-Antikérpern [4]. Zum
1. Dezember 2024 schéatzen wir, dass mindestens 90 #er
gesamten USBevolkerung an COVID-19 erkrankt sind und eine
natlrliche Immunitdt gegen SARS-CoV-2 besitzen. Die CDC
meldete 1.212.008 Todesfélle zwischexdem 1. Januar 2020 und dem
23. November 2024, bei denen zu einem Zeitpunkt vor dem Tod
ein positiver COVID19-Test vorlag [5]. Davon waren 94 % alter als
50 Jahre. Bei einer Beurteilung durch erfahren&liniker schatzen
wir, dass etwa 10 %der Gesamtzahl der Todesfélle oder 121.200
TodesfélleCOVID19-Pneumonie als Haupttodesursache hatten

Tod. Procter et al. haben veroffentlicht, dass 85 %dieser
Todesfélle durch friihzeitige Multimedikamentenprotokolle, die @
ersten Tag zu Hause begonnen wurden, hétten vermieden wene
kénnen [6]. Abbildung 1 zeigt, dass bis zum 6. September 2024 die
CDC 19.028 Todesfalle im Zusammenhang mit COMID-
Impfstoffen registriert hat, die ihr im Vaccine Adverse Event
Reporting System (VAERS) von medizinischem Fachpersonal
oder Pharmaunternehmen gemeldet wurden die einen
Zusammenhang zwischen dem Produkt und denTod sehen [7].
Ungefahr 1175 Todesfalleereigneten sich am Tag der Impfung
und 1250 Todesfélle am Tag nach der Impfung. Diin VAERS
gemeldetenTodesféllewerden auf der Grundlage eines konservativen
Multiplikators von 31 als zu niedrig eingeschétzt basierend auf einem
Vergleich zwischen den erwarteten Raten schwerwiegender
unerwiinschter Ereignisse (SAE) aus klinischen Studien und den
in VAERS beobachteten Meldungen [8Die Datenaus den klinischen
Studien von Pfizer ergaben eine SAE-Rate von 0,7 %, was bei
Anwendung auf die 197 MillionenCOVID19-Impfstoffdosen, diebis
August 2021 in den USA verabreicht wurden, etwa 1,4 Millionen
erwartete SAEs bedeuten wirde VAERS dokumentierte jedoch
weitaus weniger Falle, was zu der Schlussfolgerung fihrt, si&
aufgrund der passiven Meldungund der bekannten Probleme mit
der Untererfassung nurl von 31 Todesféllen oder schwerwiegenden
unerwiinschten Ereignissen im VAERS-System erfasst wif8]. Das
bedeutet, dass die Zahl der Todesféalle in den USA dur€®VID-
19-Impfungen bei 589.868 (19.028 x 31) liegen kénnte. Daher sind wir
der Meinung, dass maglicherweise mehr Amerikanean den COVID-
19-Impfungen gestorben sindals an einer SARS-CoV-2-Infektion.

In der medizinischen Fachliteratur gibt es mehr als 3400
begutachtete Manuskripte zu tddlichen und nicht tddlichen
COVID19-Impfschaden, darunter solche, die von
Aufsichtsbehdrden  weltweit anerkannt sind, wie Myokarditis,
neurologische Schaden, Thrombosen und immunologische Syndrome.
Neue Erkenntnisse aus verschiedenen globalen Datensatzdeuten auf
Muster besorgniserregender unerwiinschter Ereignisse und
Mortalitdtstrends  im  Zusammenhang mit  COVID19-
Impfkampagnen hin, was kritische Fragen zum Risiko-Nutzen-
Verhéaltnis und zur langfristigen Sicherheitaufwirft . Aufgrund dieser
erheblichen Bedenken haben wir die Literatur auf Uberméfige
Mortalitat, DNA-Kontamination
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und negative Wirksamkeit im Zusammenhang mit COVII8-Impfstoffen

Abbildung 1. Meldungen

Uber unerw Unschte Ereignisse im Zusammenhang mit COVID-

Riickblick: Forderungen nach einer Marktriicknahme von COVID8-Impfstoffen werden lauter, da die Risiken wei

liberwiegen

sowie eine umfassende
Liste aller Forderungen nach einem sofortigen Moratorium estellt.

19-Impfstoffen in den Vereinigten Staaten (VAERS). Adapti ert aus

OpenVAERS [7].

Uberschiissige Sterblichkeit

Anstatt Leben zu retten, hat die Massenimpfung gegen C@V19
wabhrscheinlich zu einer erhdhten Sterblichkeit gefiihrt (Tabellel) [9-20].
Die bislang grof3te verodffentlichte Autopsiestudie zeigt,
dass 73,9 % der Todesfalle nach der Impfungine direkte Ursache oder
einen wesentlichen Beitrag durch die COVIO9-Impfung haben,
was eine hohe Wahrscheinlichkeit einen kausalen
Zusammenhang zwischen COVID9-Impfstoffen und dem
Tod belegt [9]. Bis September 2023 schatzten Rancourt ek a
weltweit 17 Millionen Todesfélle im Zusammenhang mitCOVID19-
Impfungen [10]. Mostert et al. berichteten von 3,1 Millionen
zusétzlichen Todesfallen, die mdglicherweise auf COVID19-
Impfungen und Lockdowns in 47 westlichen Landern zwischen 2020 wh
2022 zurickzufuhren sind [11].

far

Die erheblichen Diskrepanzerewischen den Zahlen von Rancourt und
Mostert zur Uberzahligen Sterblichkeit sind wahrscheinlich auf den
Umfang und den Zeitrahmen ihrer Schatzungeruriickzufiihren: Die
Analyse von Rancourt umfasst 195 Lander biende 2023, wéhrend sich
Mostert auf 47 westliche Lander bis 2022 konzentriert. In den
Vereinigten Staaten schatzte Skidmore dass bis Dezember2021
maoglicherweise 278.000 Amerikaner an COVID9-Impfstoffen
gestorben sind [12], wéhrend Pantazatos undSeligmann
prognostiziert zwischen 146.000 und 187.000impfstoffassoziierte
Todesfélle bis August 2021 [13]. Hulscher et al. schatzten 49.240
zusétzliche Todesfélle durch Herzstillstand in den USA zwischen 2021din
2023, die maglicherweise mit der COVIO9-Impfung in Zusammenhang
stehen [14]. Aarstad und Kvitastein fandere i N e n signifikanten
Zusammenhang zwischen einer héheren
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Impfstoffaufnahme und einer erhthten Gesamtmortalitat [15].
Alessandria et al. zeigten, dass Personen, die mit einer odewei
Dosen geimpft wurden im Vergleich zu nicht geimpften Personen
ein hoheres Risiko fir die Gesamtmortalitdt hatten, wobei
diejenigen, die zwei Dosen erhielten, wahrend der
Nachbeobachtungszeit 37 % ihrer Lebenserwartung einblf3ten
[16]. Lataster wies dariiber hinaus eine konsistente positive Keelation
zwischen den COVIO9-Impfquoten und der tberzahligen Sterblichkeit
fir jeden analysierten Monat nach [17]. Allerdeckte eine signifikante
Korrelation zwischen den uberzéahligen Todesfallen in Australien
und COVID19-Auffrischungsimpfungenauf.

Riickblick: Forderungen nach einer Marktriicknahme von COVID8-Impfstoffen werden lauter, da die Risiken wei

liberwiegen

ungeimpften Bevdlkerung keine
Kuhbandner und

Impfungen, wéhrend bei der
signifikante Korrelation beobachtet wurde [18].
Reitzner beobachteten einen signifikantenpositiven Zusammenhang
zwischen den COVIO9-Impfquoten und dem Anstieg der
Ubersterblichkeit im zweiten und dritten Pandemiejahr in Deutschland,
wobei dieser Zusammenhangm dritten Jahr besonders ausgepragt war
[19]. Rodrigues und Andrade stellten festdass die COND-19-Impfung
das Risiko,innerhalb eines Jahres nach einer COVID-Infektion an
einer beliebigen Ursache zu sterberfast verdoppelt[20].

Tabelle 1. COVID- 19-Impfstoff- Uberschusssterblichkeit.

Wahrend diese Studien auf
besorgniserregende Zusammenhange und mdégliche

kausale Zusammenhénge zwischen

COVID19-Impfstoffen und Todesfallen aufzeigen, unterliegen die
Berechnungen und Ergebnisse jedoch mehreren Einschrankungen
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Unterschiede in der Datenqualitdt verschiedener Studien, die
Abhangigkeit von Beobachtungsdaten und potenzielle
Storfaktoren wie Grunderkrankungen, Verzerrungen bei der
Berichterstattung und unvollstandige Impfdaten kénnendie
Ergebnisse beeinflussen Darliber hinaus lasst sich aus
Korrelationen allein keine eindeutige Kausalitat ableiten, sodass
Untersuchungen im Rahmen gut Kkontrollierter
Langsschnittstudien erforderlich Dennoch geben diese
ErgebnisseAnlass zu erheblichen Bedenken hinsichtlich der Sicherheit
und der Auswirkungen von COVIDE9-Impfprogrammen auf die

offentliche Gesundheit.

weitere
sind.

Rickruf der FDA der Klasse | angezeigt

Die Schwelle der FDA flr einen Ruckruf der Klasse Idefiniert als eine
Situation, in der die Verwendung oder Exposition ggeniiber einem
nicht konformen Produkt mit hinreichender Wahrschenlichkeit

schwerwiegende gesundheitliche Folgen oder den Todur Folge
haben kann

[21]  wurde bei weitem ubertroffen. Dabei wird ein Produkt
vollstandig vom Markt genommen In den meisten Féllen werden
Produktriickrufe vom Unternehmen selbst initiiert, entweder feiwillig

Riickblick: Forderungen nach einer Marktriicknahme von COVID8-Impfstoffen werden lauter, da die Risiken wei
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(37.544 in allen L&ndern, die VAERS nutzen) habendie
Rickrufgrenzen friherer Impfstoffrlicknahmen um bis zu 375.340
% weit Uberschritten (Abbildung 2) [25, 26]. Im Jahr 1955 wurde der
Cutter-Polio-Impfstoff nach 10 Todesfallensofort zurlickgerufen [27].
Der Schweinegrippe-Impfstoff von 1976 wurde nach 53
gemeldeten Todesfallenzuriickgerufen [25]. Im Jahr 1999 wurde der
Rotashield-Impfstoff nach 15 Fallen von Intussuszeption ausgesetzt
[28]. Der erhebliche Kontrast zwischen den Meldungen Uber Todesfall
im Zusammenhang mit COVIDY-Impfstoffen und historischen
Impfstoffriickrufen deutet auf erhebliche Méngel bei der Uberwehung

der Datensicherheit hin.

Negative Wirksamkeit

Mehrere Studien haben gezeigt, das8OVID19-geimpfte Personen im
Vergleich ungeimpften  Personen héheren
Infektionsrisiko ausgesetzt sein k&nnen.Eythorsson et al. fanden
heraus, dass Personen, dimit zwei oder mehr Dosengeimpft wurden,
ein um 42 % hoheres Risiko furine Reinfektionhatten als Personen
mit einer Dosis oder weniger[29]. Chemaitelly et al. schatzten
dass die Wirksamkeit der Impfstoffe von Pfizer-BioNTech (BNT162b2)
und Moderna (mRNA-1273) gegen Omicron-Subvarianten deutlich

zZu einem

oder auf Empfehlung der FDA, wobei die FDA den Rickrufprozess abnahm und negative Wirksamkeitswerte erreichte( -17,8 % und -12,1 %

Uberwacht. Bei Impfstoffen, Biologika, Medizinprodukten und
kontrollierten Substanzen ist jedoch die FDA befugt, bei Berdfaeinen
Ruckruf anzuordnen [22]. Die FDA ruft jedesJahr Tausende von
Produkten zuriick, und die Zahl der Rickrufe der Klasse | steigt weiter
an [23]. Laut Anne Reid,Programmdirektorin des Office of
Medical Devices andRadiological Health Operations (OMDRHO),
Office of t% —Zf—-""> St tE”
Medizinprodukte die Liste der zurtickgerufenen Produkte in den
Geschéftsjahren 2012 bis 2024 an,
Ruckrufen in diesem Zeitraum verglichen mit Produktarten
wie Lebensmitteln und Kosmetika( 26.184 Ruckrufe), Arzneimitteln
(116.137 Ruckrufe)
—et ‘Z'%acof

SSAXIwW 0..¢"—"1 0 tv a

Laut VAERS wurden bis zum 26. April 2024 insgesamt

fur Pfizer;

-10,2 % und -20,4 % fiir Moderna) nach sieben Monatdi80]. Shrestha
et al. stellten ein dosisabhéngiges erhdhtes Risikfiir eine

COVID19-Infektion fest, wobei Personen, die mehr als
drei Dosen erhielten, ein um 253 % hoheres Risiko hatteals

nicht geimpfte Personen [31]. In &hnlicher Weise zeigten Feltisn et al.,

dass geihipfe"Kinder im Alter von 6 Monatetbis 4 Jahren ohne vorherige
Infektion im Vergleich zu ihren ungeimpften Altersgenosserein um 159

mit insgesamt 32.336 % hoheres Infektionsrisiko und ein um 257 % hoheres Riko

fur einen symptomatischen COVID9-Verlauf hatten [32]. Diese
Ergebnisse geben insgesamt Anlass zu ernsthaften Bedenken diattlich
der langfristigen Wirksamkeit und Sicherheit wiederholter COVID9-
Impfstoffdosen und deuten darauf hin, dass ein fortgesetztes Vertrauen
in diese Strategie unbeabsichtigt die Anfélligkeit fiir Infekbnen und
unerwiinschte Folgenerhdhen kdnnte.
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Abbildung 2: Gemeldete Todesf
Todesf élle, die an VAERS gemeldet wurden. *Abbildung
ihrer Abbildung [26] erhalten haben. Die Genehmigung zur Verwendung dieser Abb
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&lle bei gr 6Reren R Uckrufaktionen von Medikamenten/Impfstoffen im Vergle ich zur Gesamtzahl der COVID- 19 -Impfstoff-
Ubernommen aus Rhodes und Parry [25], die von VAERS Analysis die Genehmigung zur V erwendung

ildung wurde gem &R der Open-Access-Lizenz Creative Common CC BY-

NC 4.0 erteilt.

DNA-Kontamination

Studien, die sich mit DNA-Kontamination undpotenzieller
Genintegration  durch ~ COVIDE9-Impfstoffe ~ befassen, haben
besorgniserregende Ergebnisse zutage gefdrdert (Tabelle 2)33-44).

Stammzellen mit DNA-Konzentrationen im Bereich von

0,6 bis 18,7 ng, was das Potenzial fiir unerwiinschte Ereignéss
unterstreicht [37, 38]. Kénig und Kirchner (Deutschland)identifizierten
DNA-Kontaminationswerte zwischen 3.600 und 5.340 ngwobei ihre
Ergebnisseden deutschen Gesundheitshehdrdenvorgelegt und in einer

McKernan et al. von Medicinal Genomics (USA) berichteten Uber Fachzeitschrift veroffentlicht wurden [39]. Speicher, Rose und

DNA-Werte, die weit Uber dem Sicherheitsgrenzwert in den
Impfstoffen von Pfizer und Moderna lagen, wobei
Elektrophorese und Fluorometer Messwerte von bis zu 3.390 ng
pro Dosis ermittelt wurden. lhre Ergebnisse umfassten Hinweise auf
Genintegration undSV40-Sequenzen in Krebszellemjas zu Bedenken

fuhrte, die der FDA gemeldet und demWorld Council for Health

(WCH) vorgelegt wurden [33-35]. Nitta (Japan) fand minimale

DNA-Kontaminationen in Moderna-Impfstoffen, die mit 0,1 ng

gemessen wurden und als vernachlassigbar eingestuft
[36]. Buckhaults (USA) wies DNA-Integration
menschliche Epithelstammzellen nach

mittels

wurden in

McKernan et al. (Kanada) entdeckten DNA-Werte von bis zu 5.100
ng in mehreren Impfstoffchargen, was erhebliche Bedenken aufkomem
lieR, und stellten ihre Ergebnisse auf der WCH vor40]. Speicher
berichtete auch (ber eine hohe DNAKontamination
australischen Impfstoffproben, wobei die Gesamt-DNA-Wertenach
RNaseA/DNasel-Behandlungwischen 451 ng und 1.420 ng lageand
bis zu 14,69 ng SV40-Sequenzen nachgewiesen wurden [41].
Diese Ergebnisse wurden der Therapeutic Goods Administration
(TGA) gemeldet. Raoult et al. (Frankreich) analysierten den Béir-
Impfstoff

in
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Proben, die durchschnittliche DNAKontaminationswerte von 216 ng
aufwiesen, die nach der Behandlung mit Triton-X100 weiter auf
5.160 ng anstiegen was erhebliche Sicherheitsbedenken aufwarf
[42]. Kémmerer et al. (Deutschland) untersuchten Proben des
Pfizer-Impfstoffs und stellten nach der Behandlung mit Triton-X100
DNA-Kontaminationswerte zwischen 2.712 und 3.683 ng fest [43].
Dariiber hinaus ergab eine weitere Analyse mit RNaseA DNAerte
zwischen 32,71 und 42,09 ng, was bestdtigte, dasslie DNA-
Kontaminationswerte die gesetzlichen Grenzwerte Uberschritten.
Sie zeigten, dass aus dem Impfstoff stammende DNA

Tabelle 2. Nachweise von DNA-Verunreinigungen in mRNA-Impfs
Grenzwert von 10 ng pro Klinischer Dosis
400 ng mRNA wurde die Berechnung f

Datenextraktion: Dr. Kenji Fujikawa, PhD, Institut f

toffen weltweit. Rote Felder kennzeichnen DNA-Verunreinigunge
uberschreiten . *Der Wert wurde mit 300 f

Ur Moderna 1 Dosis als 100 ug mRNA vorgenommen. Quelle f
Ur Medizinische Statistik, Information und Kommunikation, Japan. (@
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HEK293-Zellen transfizieren kann, was erhebliche Bedenken
hinsichtlich der Genintegration und potenzieller unerwiinschter

Ereignisse aufwirft [43]. Wang et al. (USA) analysierten sechs
Flaschchen aus zwei Chargen des Pfizempfstoffs und stellten

mithilfe UV-Vis-Spektrophotometrie  (NanoDrop) eine

signifikante Rest-DNA-Kontamination fest die die

gesetzlichen Grenzwerte bei weitem (berschritt und zwischen

3.450 und 6.550 ng pro Dosislag, sowie mithilfe einer

fluorometrischen dsDNA-Quantifizierung (Qubit)zwischen 41,4 und

109,5 ngpro Dosis [44].

von

n, die den zul &ssigen
Ur ul multipliziert. **Ausgehend von der Angabe von 44 x 10 f gDNAzu
ur die Erstellung der Tabelle und die

hudikaha auf X)
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Tabelle 2. Fortsetzung.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die DNA-Kontamination,Forderungen nach einer Marktriicknahme von COVID- 19-Impfstoffen

die bei mehreren Herstellern, Impfstoffplattformen und in
verschiedenen geografischen Regionegemeldet wurde, weit iber den
von Aufsichtsbehdrden wie der Europdischen Arzneimittelagentur
(EMA) undder US-amerikanischen Food and Drug Administration
(FDA) empfohlenen Grenzwerterliegt, die in der Regel bei <10
ng pro klinischer Dosis festgelegt sind [45]. Daruber hinaus
kénnen DNA-Kontaminationen unterhalb der regulatorischen
Grenzwerte  dennoch  erhebliche  Gesundheitsrisiken
darstellen. Mechanistische oder epidemiologische Belege,
die diese Kontamination direkt mit gesundheitsschédlichen

Auswirkungen in Verbindung bringen, sind jedoch nach wie vor

Mehr als 81.000 Arzte, Wissenschaftler, Forscher und
besorgte  Blrger, 240 gewahlte Regierungsheamte, 17
Berufsverbé&nde aus dem Bereicler 6ffentlichen Gesundheiund der
Medizin (Abbildung 3), 2 republikanische Landesparteien, 17
republikanische Kreisverbdnde und 6 wissenschaftliche Studien aus
aller Welt haben die Ricknahme der COVIDS-Impfstoffe vom
Markt gefordert (Tabelle 3). Arzte fir COVIEEthik forderten am 10.
Marz 2021 einen weltweiten Ruckruf der COVIDE9-Impfstoffe [48]. Im
Mai 2021 forderten Bruno et al. 60 Autoren) eine Aussetzung

des Massenimpfprogramms, wenn die Impfprogramme

begrenzt. Das Vorhandensein von Sequenzen wie SV40 erhéhtveltweit keine unabhangigen Datenuberwachungsgremien (DSMB),

das Risiko einer Genintegration und Karzinogenitat [46
47]. Weitere Untersuchungen sind unerlasslich,um die
potenziellen biologischen einer  solche
Kontamination zu klaren.

Auswirkungen

Ereignisbeurteilungsausschiisse  (EAC) einrichten und  keine
Risikominderungsmaflnahmen ergreifen 49]. Der
Weltgesundheitsrat verdffentlichte am 29. November 2021 eine
Erklarung, in der er +t<¥ $%<f"—e% fe —ef

c-i"o:téo:to f_
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direkte oder indirekte Beteiligung an der Herstellung,dem Vertrieb,
der Verabreichung oder der Werbung fur experimentelle
COVID19- ¢ "e—"""10 f—"%"—=t
[50]. Im Mai 2022 erklarte der Global COVID Summit, an dem melis
17.000 Arzte und Wissenschaftler teilnahmen, dassdie experimentellen
Gentherapie-Injektionen gegen COVID-19beendet werden
*0e¢*tefpl]. Im Oktober 2022 sandte die Vereinigung
der
(APSIIN) einen Brief an das chilenische Gesundheitsministerium
in dem sie die sofortige Aussetzung der Impfung mit RNA-

Plattformen forderte [52]. Dr. McCullough kam mit
Zustimmung von Expertengremien zu dem Schlusslass eine
vollstdndige Marktricknahme aller COVID19-Impfstoffe

aufgrund des uberméRigen Sterberisikos gerechtfertigt sei und
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zur  Entfernung aller mMRNA-COVIO9-Impfstoffe der

Anwendung am Menschen aufgrund von Verunreinigungen

aus

¢ S™ME"™ 1% tet 1 durch DINAFragmerte emd dem Risiko der Genotoxizitét [58]. Am

12. Januar 2024 forderte Dr. McCullough erneutn einem Ausschuss des
USReprasentantenhauses zu COVID-19-Impfschadeire Entfernung
aller COVID19-Auffrischungsimpfstoffe vom Markt [59]. Am 29.
Februar 2024 legten «—%Z<ttt” 11" "%ofecof—c'e

Gesundheitsfachleute und unabhangigen Forscher Doctors SpeakingOut with Scienced(NZDSOS) dem Parlament

einen umfassenden Briefvor, in dem sie aufgrund erheblicher
Sicherheitshedenken die sofortige Riicknahme der COVQ9-
Impfstoffe forderten [60]. Im Jahr 2024 vertffentlichte die
McCullough Foundation mehrere Erklarungen Social-Media-
Plattformen, in denen sie aufgrund von Bedenken hinsichtlich
Uberhdhter Todesfdlle und DNA-Kontamination sofortiges

auf

ein

zwar am 7. Dezember 2022 im US-Senat [53] und am 13.Moratorium fiir COVID419-Impfstoffe forderte [61]. Im Juli 2024

September 2023 inder

Européisches Parlament [54]. Am 21. Marz 202%ero6ffentlichte die
Association of American Physicians and Surgeons (Veraining
amerikanischer ~ Arzte  und  Chirurgen) sachliche,
wissenschaftlich fundierte und konsensorientierte Erkl&rung, in
der sie forderte, alle COVID19-Impfstoffe aufgrund mangelnder
Sicherheit und Wirksamkeit vom Markt zu nehmen [55].Die
National Citizens Inquiry, eine von kanadischen Birgergegrindete
und finanzierte Organisation, die die COVID19-MalRnahmen der
Regierungen untersucht, forderte am 14. September 2023 die
Marktricknahme aller COVID19-Impfstoffe [56]. Ende 2023 hat
Americans for Health Freedom eine unterschriftsfahige Erklarung
verfasst, in der die Rucknahme der COVIDY-Impfstoffe vom Markt
gefordert wird [57]. Bis zum 1. Dezember 2024 haben 228
gewahlte Amtstrager,17 politische Ausschisse auf Kreisebene
zwei politische Parteien auf Bundesstaatsebeneund mehrere
Arzteorganisationen die Erklarung unterzeichnet, in dedie Entfernung
der COVID19-Impfstoffe vom Markt gefordert wird, darunter unter
anderem Senator Ron Johnson, die Abgeordnete MaiprTaylor

eine

verdffentlichten Mead et al. zwei ausfuhrlichreferenzierte, von
Fachkollegen begutachtete Manuskriptein denen sie zu dem Schluss
kamen, dassdie COVID19-Impfstoffe fur den menschlichen Gebrauch
nicht sicher sind und vom Markt genommen werden sollten [3, 62]. Die
HOPE Accord, eine internationale Gruppe von Fachleuten aus dem
Gesundheitswesen, Wissenschaftlern, Akademikern und besorgten
Burgern, forderte am 3. Juli 2024 die sofortige Aussetzung der
COVID19-mRNA-Impfstoffe und eine umfassende Neubewertung
ihrer Sicherheit und Wirksamkeit [63]. Das Abkommenwurde
von 64.168 prominenten Experten,
Forschern und besorgten Birgernunterzeichnet, die argumentieren,
dass neue Erkenntnisse darauf hindeuten, dass diese neuartigen
Impfstoffprodukte zu erhéhten Invaliditdtsraten und UberméRigen
Todesféllen beitragen kdnnten. Am 11. Oktober 2024 reicht&ERITY
France zusammen mit Wissenschaftlern, Biurgern
Opfern beim Verwaltungsgericht Montreuil, um die Verschreibung
und den Vertrieb des Impfstoffs COMIRNATY von PFIZER-BioNfiamd
des Impfstoffs SPIKEVAX von MODERNA sowie deren Riicknahme
vom Markt durch die Nationale Agentur fiir die Sicherheit von

medizinischen

und

Greene, der Abgeordnete Thomas Massie, die Republikanischemrzneimitteln und Gesundheitsprodukten (ANSM) zu erreichen [64]Am

Parteien von Arizona und Idaho, America's Frontline Doots, die
Frontline COVID-19 Critical Care Alliancedas Health Advisory and

1. November 2024 verdffentlichten Rogers et al. eine Studie,ediinen
signifikanten Verstol3 gegen den Schwellenwert fir Sicherheitsiwveise in

Recovery Team, das Global Health Project und der Global COVIBezug auf zerebrale

Summit [57].Am 4. Januar 2024 forderte der Gesundheitsminister von
Florida

s ™
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Thrombose-Nebenwirkungen nach COVID9-Impfungen und forderten  aufgrund von DNA-Kontamination [43]. Am 4. Dezembef024
ein weltweites Moratorium [65]. Ebenfalls im November 2024 erhielten wir eine E-Mail-Bestatigung, dass
empfahl eine Studie von Oldfield et al. aufgrund unvollstandiger vier Mitglieder des Europédischen Parlaments die COVIDS-
Daten, schwerwiegender Sicherheitsbedenken und potenzieller Impfstoffe vom Markt nehmen wollen Christine Anderson
Langzeitrisiken ein Moratorium fir COVID19-mRNA-Impfstoffe  (Deutschland), Cristian Terhes (Rumanien), Virginie Joron
[66]. Am 25. November 2024 sandte die NORTH Group, eine (Frankreich) und Gerald Hauser (Osterreich). Dariuber
internationale Gruppe von Politikern und fiihrenden hinaus erhielten wir die Bestatigung, dass acht alkelle und
Medizinern und anderen Fachleuten, einen Brief mit- j — é $ " » —eh&malige australische Senatoren und Mitglieder des
T« % ¢ @nddie Staatschefs von elf europdischen Landern Bundesparlaments die Entfernung derCOVID19-Impfstoffe gefordert
(Danemark, Estland, Finnland, Grénland, Island, Lettland, Litauen, haben, darunter Gerard Rennick, Alex Antic, Malcolm Roberts,
Norwegen, Schweden, Vereinigtes Konigreich und Irland), in dem sie Ralph Babet, Matt CanavanRauline Hanson, Russell Broadbent und
unter Berufung auf schwerwiegende gesundheitliche Bedenken die Craig Kelly. Wir erhielten auch die Bestatigung, dass Children's
Aussetzung modifizierter mMRNA-Impfstoffe forderte [67]. An 3. Dezember Health Defense [68]die sofortige Entfernung der COVID19-Impfstoffe
2024 verdffentlichten Kdmmerer et al. einen Originalartiké, in dem  vom Markt fordert.
sie einen sofortigen Stopp allerRNABiologika forderten.

Abbildung 3. Organisationen, die de R iicknahme der COVID-  19-Impfstoffe vom Markt gefordert haben.
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Tabelle 3. Forderungen nach einem Verbot von COVID- 19-Impfstoffen.
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Tabelle 3. Fortsetzung.

Fazit

Wir gehen davon aus, dass die Forderungen nach emnesofortigen
Moratorium fir COVID19-Impfstoffe weiter zunehmen werden bis eine
kritische Masse erreicht ist und die Produkteschlief3lich vom Markt
genommen werden. Ubersterblichkeit, negative Wirksamkeit
und weit verbreitete DNA-Kontamination im Zusammenhang mit
COVID19-Impfstoffen wurden nachgewiesen. Die
Kriterien der FDAflr einen Rickruf der Klasse | wurden bei weitem

hinreichend

Uberschritten.  Keine  gro?  angelegten, aussagekraftigen,
randomisierten, doppelblinden, placebokontrollierten Studien haben
eine Verringerung der Infektionsubertragung, der

Krankenhausaufenthalte oder der Todesfédlle als primdre Endpunkte
nachgewiesen. Somiist die Wirksamkeit der COVID19-Impfstoffe zur
Verringerung wichtiger klinischer Endpunkte nicht nachgewiesen Eine
Position, die die COVID19-Impfung unterstiitzt, widerspricht der
guten medizinischen Praxis und verstot gegen den hippokratischen
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Abstract

Le campagne di vaccinazione contro il COVID-19 in tutto ilando non hanno soddisfatto gli standard fondamentali di sicezza ed efficacia,
portando a prove crescenti di danni significativi. Oltré31.000 medici, scienziati, ricercatori e cittadini preocepati, 240 funzionari governativi
eletti, 17 organizzazioni professionali di sanita pubblica enedici, 2 partiti repubblicani statali, 17 comitati repubblicani di contea e 6 studi
scientifici provenienti da tutto il mondo hanno chiesto ilritiro dal mercato dei vaccini contro il COVID-19. Al 6 sembre 2024, il CDC ha
documentato 19.028 decessi negli Stati Uniti segnalati al Vacei Adverse Event Reporting System (VAERS) da operatoringari o aziende
farmaceutiche che ritengono che il prodotto sia correlato ladecesso. Il numero totale di decessi correlati al vaccinGOVID-19 segnalati al
VAERS (37.544 in tutti i paesi partecipanti) hauperato di gran lungai limiti di richiamo dei precedenti ritiri di vacci ni, fino al 375.340%. |
criteri per un richiamo di Classe Idella FDA che si applica ai prodotti con una probabilita ragionevoldi causare graviconseguenzenegative
per la salute o la morte, sono stati ampiamente superati. L'eccesso domalita, I'efficacia negativa,la contaminazione diffusa del
DNA e la mancanza di una riduzione dimostrata della trasesione, dell'ospedalizzazione o della mortalita hanno minatle ragioni alla base
della continuazione della somministrazione. Queste richi¢s unificate di intervento normativo sottolineano legravi carenze nel monitoraggio
della sicurezza dei dati e nella mitigazione dei rischi. Lamozione immediata dei vaccini COVID-19 dal mercato &senziale per prevenire
ulteriori perdite di vite umane e garantire che vengano adtate le misure necessarie per garantire la responsabifitdei danni subiti.
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Parole chiave

Vaccino COVID-19, contaminazione da DN@grtalita in eccesso
ritiro dal mercato, efficacia negativarichiami farmaceutici

Introduzione

L'approvazione dei vaccini contro il COVID-19 si & basatu procedure
accelerate di autorizzazione all'uso di emergenza (EUA)he
hanno dato priorita alla gestione dell'urgentecrisi sanitaria causata
dal SARS-CoV-2. primi studi randomizzati controllati (RCT) hanno
dimostrato una riduzione del rischio relativo del 95% diCOVID19
sintomatico, un parametro che ha sostenuto la decisione di una
diffusione su larga scala [1, 2]. Tuttavia, questi studi prestano gravi
problemi  metodologici [3]. Gli studi sono stati interrotti
prematuramente e i gruppi placebo sono stati svelati, elimendo di
fatto la possibilita di valutare la sicurezza a lungo termine @i
eventi avversi. Sono stati esclusisottogruppi chiave, come bambini,
donne in gravidanza e individui immunocompromessi, e gli
endpoint degli studi si sono concentrati sullaiduzione dei sintomi
lievi piuttosto che sulla malattia grave o sulla mortalitaQuesto bias di
progettazione ha limitato la capacita di valutare il vero profib rischio-
beneficio dei vaccini B].

I CDC ha stimato che il 70,3% degli americani di eta

-sX fee< fAd chntratto il COVID-19 entro settembre 2022,
utilizzando gli anticorpi SARS-Co\2 come parametro di
misurazione [4]. Al 1° dicembre 2024, stimiamo che laneno |l
90% dell'intera popolazione statunitense abbia conatto il
COVID-19 e abbia sviluppato un'immunita naturale al SARS-CoV-
2. Il CDCha riportato 1.212.008 decessi avvenuti trail 1° gennaio
2020 e il 23 novembre 2024, con un test positivo al COVID-19 in
un momento precedente alla morte [5]. Tra questi, il 94% avev
piu di 50 anni. Se la valutazione fosse stata effettuata dsedici
esperti, stimiamo che circa il 10%del numero totale delle vittime,
ovvero 121.200 decessi, potrebbeavere come causa primaria la
polmonite da COVID19.

morte. Procter et al. hanno pubblicato che I'85% dijuesti decessi
avrebbe potuto essere evitato con protocolli multidrug inizati il primo
giorno a casa [6]La figuralmostra che, al 6 settembre 2024, il CDC
ha registrato 19.028 decessi americani da vaccino COVID-19
segnalati al Vaccine Adverse Event Reporting System (VAERS)
da operatori sanitari o aziende farmaceutiche che ritengono
che il prodotto sia correlato aldecesso [7]. Circa 1175 decessi
si sono verificati lo stesso giorno della vaccinazione 250 il giorno
successivo. Si stima che i decessi segnalati nel VAERS siano
sottostimati di un fattore conservativo di 31, sulla bas di un confronto
tra i tassi di eventiavversi gravi(SAE)attesi dagli studi clinici ele
segnalazioni osservate nel VAERS [d].dati degli studi clinici di Pfizer
indicavano un tasso di SAE dello 0,7%, che, applicatbl97 milioni

di dosi di vaccini COVID19 somministrate negli Stati Uniti fino ad
agosto 2021, suggerirebbe circa 1,4 miliordli SAEprevisti. Tuttavia, il
VAERS ha documentato un numero molto inferiore di casi,
portando alla conclusione che sold decesso 0 evento avverso grave
su 31 viene registrato nel sistema VAERS a causa della sua natura
passivae delle note difficolta di segnalazione [8]. Cio significa che
il bilancio delle vittime americane della vaccinazione contro |l
COVID19 potrebbe essere di 589.868 (19.028 x 31). Pertanto, & nostra
opinione che piu americani potrebbero essere mortia causa della
vaccinazione contro il COVID-19 che a causa delfézione da
SARS-Co\2-

Esistono oltre 3400 articoli sottoposti a revisione
paritaria nella letteratura medica riguardantilesioni mortali € non
mortali causate dal vaccino COVIDY, comprese quelle riconosciute
dalle agenzie regolatorie di tutto il mondo, quali miocardite lesioni
neurologiche, trombosi e sindromi immunologiche. Nuove evidee
provenienti da diversi set di dati globaliindicano modelli di eventi
avversi preoccupanti e tendenze di mortalita associate alle
campagne di vaccinazionecontro il COVID19, sollevando questioni
critiche sul rapporto rischio-beneficio e sulla sicurezza auhgo
termine. A causa di queste significative preoccupazioni, abbiamo
esaminato la letteratura scientifica alla ricerca di casdi mortalita in

eccesso, contaminazione del DNA
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e l'efficacia negativa associati ai vaccini contro@0OVID19

Figura 1. Segnalazioni di eventi avversi relativi al vaccino C

Mortalita in eccesso

Anziché salvare vite umane, la vaccinazione di massa canil COVID19
ha probabilmente portato ad un aumento della mortalita (Tablla 1) [9-
20]. Il piu ampio studio autoptico pubblicato fino ad oggi
indica che il 73,9% dei decessi dopo la vaccinazione somnma causa
diretta o hanno contribuito in modo significativo alla
vaccinazione contro il COVIO9, dimostrando
probabilita di un nesso causale tra i vaccini contro il
COVID49 e la morte [9]. Entro settembre 2023, Rancourt et
al. hanno stimato 17 milionidi decessi correlati al vaccinoCOVID-19
in tutto il mondo [10]. Mostert et al. hanno riportato 3,1 milioni di

un'alta

decessi in eccesso potenzialmenteattribuibili alla vaccinazione
COVID-19 e ai lockdown in 47 paesi occidentali dal 2020 al 2022 [11].

Analisi: si intensificano le richieste di ritiro dal mercato dei vaccini contrdl COVID-19, poiché i rischi superano di gre

, Oltre a compilare un elenco completo
elenco di tutte le richieste di moratoria immediata.

OVID-19 negli Stati Uniti (VAERS). Adattato da OpenVAERS [7.

La significativa discrepanza nedati sulla mortalita in eccessotra
Rancourt e Mostertderiva probabilmente dall'ambito e dal periodo di
riferimento delle Rancourt prende in
considerazione 195 paesi finoalla fine del 2023, mentre quella di
Mostert si concentra su47 paesi occidentali fino al 2022. Negli Stati
Uniti, Skidmore ha stimato che entro dicembre2021 potrebbero
morire 278.000 americani a causa dei vaccini contro il COVID-19
[ 12], mentre Pantazatose Seligmann

prevede tra 146.000 e 187.000decessi associati al vaccino entro
agosto 2021 [13]. Hulscher et al. hanno stimato 49.240 decessi peresto
cardiaco in eccesso negli Stati Uniti tra il 2021 e il 2023, fEnzialmente
collegati alla vaccinazione contro il COVID-19 [14]. Aaexl e Kvitastein

loro stime: lanalisi di

hanno riscontrato un‘associazione significativa tra unanaggiore
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Analisi: si intensificano le richieste di ritiro dal mercato dei vaccini contrdl COVID-19, poiché i rischi superano di gre

somministrazione del vaccino e un aumento della mortalita per iniezioni, mentre non é stataosservataalcuna correlazione significativa

tutte le cause [15]. Alessandria et al. hanno rivelato cHe persone
vaccinate con una o due dosi erano esposte a un riscldbmortalita

per tutte le cause piu elevato rispetto alle persone non vactite,

con una perdita del 37% dell'aspettativa di vita duante |l

follow-up per coloro che avevano ricevuto due dosi [1p Lataster ha
inoltre dimostrato una correlazione positiva costante tra i tassi di

vaccinazione contro il COVID-19 e la mortalita in eccesgper ogni mese
analizzato [17]. Allenha scoperto una correlazione significativa
tra i decessi in eccesso in Australia e il richiamo del ®eino contro il

COVID-19.

Tabella 1. Mortalit

studi evidenziano correlazioni
preoccupanti e potenziali nessi causali tra

Mentre questi

con la popolazione non vaccinata [18]Kuhbandner e Reitzner hanno
osservato una correlazione positiva significativa tra i tassi di
vaccinazione contro il COVID-19 e l'aumento della mortalita in
eccesso durante ilsecondo e il terzo anno della pandemia in Germania,
con questa correlazione che € diventata particolarmente praunciata nel
terzo anno [19]. Rodrigues e Andrade hanno scopertazhe la
vaccinazione contro il COVID-19 quasi raddoppia il riééo di morte per
tutte le cause dopo un anno dall'infezione da COVID [20].

ain eccesso dovuta al vaccino contro il COVID- 19.

vaccini COVID-19 e la morte, i calcoli e i risultati rip¢ati sono soggetti a
diverse limitazioni.
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La variabilita nella qualita dei dati tra i diversi studi,I'affidabilita dei
dati osservazionalie potenziali fattori di confondimento quali
condizioni di salute preesistenti, distorsioni nella
segnalazione e registrazioni incomplete delle vaccinazioni
possono influenzare i risultati. Inoltre, la causalita non puod
essere stabilita in modo definitivo sulla base delle sole correlazioni,
rendendo necessarieulteriori indagini attraverso studi longitudinali
ben controllati. Ciononostante, questi risultatisollevano profonde
preoccupazioni circa la sicurezza e limpatto sulla salute pidica dei
programmi di vaccinazione contro il COVID-19.

Richiamo di classe | indicato dalla FDA

La soglia della FDA per un richiamo di Classe |, definitoorne una
situazione in cui l'uso o l'esposizione a un prodottaon conforme
comporta una probabilitd ragionevole di causareyravi conseguenze
negative per la saluteola morte.

[21] e stato ampiamente superato. Cid comporta il ritiro
completo di un prodotto dai mercati pubblici. Nella maggior parte dei
casi, i richiami di prodotti sono awviati dalla societa stessa,
volontariamente o su raccomandazione della FDA, con |BEDA che
supervisiona il processo di richiamo. Tuttavia, per i vaccipii prodotti
biologici, i dispositivi medici e le sostanze controllatela FDA ha l'autorita
di imporre un richiamo se necessario[22]. La FDA ritira migliaia di
prodotti ogni anno e il numero di ritiri di Classe | continua a cresee
[23]. Secondo Anne Reid]irettrice del programma dell'Ufficio per
i dispositivi medici e le operazioni di salute radiologica (OMDRHO),
Ufficio per gli affari regolatori (ORA) della FDA, "I dispositivi
medici sono in testa alla classifica dei prodotti richiamati negli
anni fiscali dal 2012 al 2024, con un totaleli 32.336 richiami in
quel periodo rispetto ad altri tipi di prodotti come alimenti
e cosmetici( 26.184 richiami), farmaci( 16.137 richiami)

e prodotti biologici (11.605 richiami)" [24].

Analisi: si intensificano le richieste di ritiro dal mercato dei vaccini contrdl COVID-19, poiché i rischi superano di gre

(37.544 tra tutti i paesi che utilizzano il VAERS) hannsuperato di

gran lungai limiti di richiamo dei precedenti ritiri di vaccini

fino al 375.340% (Figura 2) [25, 26]. Nel 1955, il vaccino contrda

poliomielite Cutter fu immediatamente ritirato dopo 10 segnalazioni di
decessi [27]. Il vaccino contro linfluenza suina del 1B € stato
ritirato dopo 53 decessisegnalati[25]. Nel 1999, il vaccino Rotashield
e stato sospeso dopo 15 casi di intussuscezione [28]l notevole

contrasto tra le segnalazioni di decessi causati dal vacarCOVID-19 e i
ritiri storici dei vaccini indica significative carenze nel monitoraggio della
sicurezza dei dati.

Efficacia negativa

Diversi studi hanno dimostrato chele persone vaccinate controil
COVID-19 possono essere esposte a un rischio maggiore di
infezione rispetto alle persone non vaccinateEythorsson et al. hanno
scoperto che le persone vaccinateon due o piu dosi avevano un
rischio di reinfezione superiore del 42%rispetto a quelle con una dose
o meno[29]. Chemaitelly et al. hanno stimato chédefficacia
dei vaccini Pfizer-BioNTech (BNT162b2) e Moderna (mRNA-13J contro
le sottovarianti di Omicron e diminuita in modo signifiativo,
raggiungendo livelli di efficacia negativi( -17,8% e -12,1% per Pfizer;
-10,2% e -20,4% per Moderna) dopo sette megi30]. Shrestha et al.
hanno riscontrato un aumento del rischio di infezime da
COVID19 dipendente dalla dose con un rischio maggiore
del 253% nelle persone che avevano ricevuto piu di tre
dosi rispetto a quelle non vaccinate [31]. Analogamente, Feldstein et
al. hanno rivelato che i bambini vaccinati di eta compresta 6 mesie 4

anni senza precedente infezione avevano il 159% irpiu di
probabilitd di contrarre l'infezione e il 257% in piu di
probabilita di sviluppare COVID-19 sintomatico rispetto ai loro

coetanei non vaccinati [32]. Questi risultati sollevanoseri dubbi
sull'efficacia e la sicurezzaa lungo termine delle dosi ripetute di
vaccino contro il COVID-19,suggerendo che continuare a fare
affidamento su questa strategia potrebbe inavvertitamerg aumentare la

Al 26 aprile 2024, secondo il VAERS, il numero totale di decessisyscetibilita allinfezione e gli esiti avversi.

segnalati in seguito alla somministrazione del vaéno COVID19
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Figura 2. Decessi segnalati per i principali richiami di farm aci/vaccini rispetto al totale dei decessi da vaccino COVID -19 segnalati al VAERS. *Figura
riprodotta da Rhodes e Parry [25], che hanno ottenuto l'autorizzazione dall'analisi VAERS per utilizzare la loro figura [26]. L'autorizzazione all'uso di questa
figura & stata concessa in conformit & con la licenza Creative Common CC BY-NC 4.0 ad accesso libero.
Contaminazione del DNA , con concentrazioni di DNA comprese tra

Da 0,6 a 18,7 ng, sottolineando il potenziale di eventi anar[37, 38].
Gli studi che hanno esaminato la contaminazione deINA ela  Kgnig e Kirchner (Germania) hanno identificato livelli di
potenziale integrazione genica dei vaccini contro il COM-19 hanno  contaminazione da DNA compresi tra 3.600 e 5.340 ngpttoponendo i
rivelato risultati preoccupanti (Tabella 2) [33-44]. McKernan et al. della |oro risultati alle autorita sanitarie tedeschee pubblicandoli su una
Medicinal Genomics (USA) hanno riportatdivelli di DNA che rivista sottoposta a revisione paritaria[39]. Speicher, Rose e McKernan
superano di gran lunga la soglia di sicurezza nei vaccini Pfizer egt al. (Canada) hanno scoperto livelli di DNA fino a 5.100 rig
Moderna, con misurazioni che raggiungono i 3.390 ng perose diversi lotti di vaccini, sollevando notevoli preoccupazione presentando i
utilizzando metodi di elettroforesi e fluorimetria. | loro risultati  |oro risultati al WCH [40]. Speicher ha anche segnalato
includevano prove di integrazione genica sequenze SV40 nelle cellule ynelevata contaminazione da DNA in campioni di vaccini
tumorali, sollevando preoccupazioniche sono state segnalate alla FDA australiani, conlivelli totali di DNA compresi tra 451 ng e 1.420 ng
e presentate alWorld Council for Health (WCH) [33-35]. Nitta dopo trattamento con RNaseA/DNasel e fino a 14,69 ndi sequenze
(Giappone) ha riscontrato una contaminazione minimadi  Sv40 [41]. Questi risultati sono statisegnalati alla Therapeutic

DNA nei vaccini Moderna, pari a 0,1 ng, ritenuta trascurabile Goods Administration (TGA). Raoult et al. (Francia) hanno alizzato il
[36]. Buckhaults (USA)ha dimostrato l'integrazione del DNA nelle  yaccino Pfizer

cellule epiteliali umane
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campioni, riportando livelli medi di contaminazione da DN/Apari a
216 ng, che sono ulteriormente aumentati a 5.160 ngdopo il
trattamento Triton-X-100, sollevando  significative
preoccupazioni in materia di sicurezza [42]. Kammerer et al.
(Germania) hanno esaminato campioni del vaccino Pfizer@nno
riscontrato livelli di contaminazione da DNA compresi tra2.712 e 3.683
ng dopo il trattamento con Triton-X-100 [43]. Inoltre, ulteriori analisi con
RNaseA hanno mostrato livelli di DNA compresi tra 32,71 e 42,08y,
confermando chei livelli di contaminazione da DNA superavana
limiti normativi. Hanno dimostrato che il DNA derivato dal vaccino

con

Tabella 2. Verifiche della contaminazione da DNA del vacc
limite normativo di 10 ng per dose clinica. *Valore moltipli
dose come mRNA 100 ug. Crediti per la creazione della

ino mRNA nel mondo. | riquadri rossi indicano una con
cato per 300 per ul. *Dalla descrizione di DNA 44x10fg a
tabella e I'estrazione dei dati: Dr. Keniji

Analisi: si intensificano le richieste di ritiro dal mercato dei vaccini contrdl COVID-19, poiché i rischi superano di gre

potesse trasfettare le cellule HEK293, sollevando notevoli
preoccupazioni circa lintegrazione genica e potenzialieventi
avversi [43]. Wang et al. (USA) hanno analizzato séhle provenienti da
due lotti di vaccini Pfizer e hanno rilevato una significativa
contaminazione residua da DNAhe superavadi gran lunga
i limiti normativi, con quantita comprese tra 3.450 e 6.550 ng per
dose utilizzando la spettrofotometria UV-Vis (NanoDrop) e tra 41,4 e
109,5 ngper dose tramite analisi fluorometrica di quantificazione

del dsDNA (Qubit) [44].

taminazione da DNA superiore  al
mRNA 400 ng, il calcolo per Moderna 1
Fujikawa, PhD, Istituto di Statistica Medica, Informazione

e Comunicazione, Giappone. (@hudikaha su X)



Scienza, politica sanitaria pubblica eliritto

Analisi: si intensificano le richieste di ritiro dal mercato dei vaccini contrdl COVID-19, poiché i rischi superano di gre

Tabella 2. Continua.

Questi risultati indicano che la contaminazione da DNA, segnalataRichieste di ritiro dal mercato dei vaccini contro il COVID-

da diversi produttori, piattaforme vaccinalie aree geografiche, supera
di gran lunga ilimiti raccomandati dalle agenzie regolatoriequali

I'Agenzia europea per i medicinali (EMA) ela Food and Drug
Administration (FDA) statunitense, fissati in genere a <10 ng
per dose clinica [45]. Inoltre, livelli di contaminaZzone da

DNA inferiori alle soglie normative possono comunque
comportare rischi significativi per la salute. Tuttavia, le
prove meccanicistiche o epidemiologiche che collegano
direttamente questa contaminazione a esiti negativi per la salute
rimangono limitate. La presenza di sequenze come SV40 aumenta
possibili rischi di integrazione genica e carcinogenic¢a [46,

47].
potenziali implicazioni biologiche ditale contamirazione.

Sono necessarie ulteriori ricerche per chiarirele

19

Oltre 81.000 medici, scienziati, ricercatori e citadini
preoccupati, 240 funzionari governativi eletti, 17 organizzazioni
professionali di sanitd pubblica e medici (Figura 3), 2 partiti
repubblicani statali, 17 comitati repubblicani di contea e 6 studi
scientifici provenienti da tutto il mondo hanno chiesto il ritiro dal
mercato dei vaccini COVID-19 (Tabella 3). Il 10 marzo 2021,
Doctors for COVIDEthics ha chiesto il ritiro globale dei vaccini contro il
COVID-19[48]. Nel maggio 2021, Bruno et al.50 autori) hanno
jchiesto una sospensione del programma di vaccinazie di
massa se i programmi di vaccinazionen tutto il mondo non
istituiranno comitati indipendenti di monitoraggio della sicurezza dei
dati (DSMB), comitati di valutazione degli eventi (EAC) e non
adotteranno misure di mitigazione del rischio [49]. 1 29 novembre
2021, il World Council for Health ha rilasciato una
dichiarazione in cui "chiedeai governi e alle aziende di cessare e
desistere da
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partecipazione diretta o indiretta alla produzione, distribuzione,
somministrazione o promozione delle iniezioni sperimentali
contro il COVID-19" sulla base di gravi preoccupazioni imateria di
sicurezza [50]. Nel maggio 2022, il Global COVID Summit, che haito
oltre 17.000 medici e scienziati, ha dichiarato che"le
sperimentali di terapia genetica contro il COVID19 devono
cessare" [51]. Nell'ottobre 2022, I|'Associazione de
professionisti sanitari ricercatori indipendenti
(APSIIN) ha inviato una lettera al Ministero della Salute cilenper
chiedere la sospensione immediata della vaccinazi@ncon
piattaforme a mRNA [52]. Il dottor McCullough ha concluso,
con l'assenso di gruppi di espertiche la completa rimozione
dal mercato di tutti i vaccini COVID-19 era giustificata in base al
rischio eccessivodi morte, il 7 dicembre 2022,al Senato degli
Stati Uniti [53], e il 13 settembre 2023al

Parlamento europeo [54]. Il 21 marzo 2023, I'Associazione dei rdei e
chirurghi americani ha rilasciato una dichiarazione fattuale,
scientificamente fondatae basata sul consenspin cui si chiede che
tutti i vaccini COVID19 siano ritirati dal mercato a causa della loro
mancanza di sicurezzad efficacia [55]. Il 14 settembre 2023, la
National Citizens Inquiry, un'organizzazione canadese guidata e
finanziata dai cittadini con lo scopo di indagaresulle politiche
dei governi in materia di COVIDLE9, ha chiesto il ritiro dal mercato di
tutti i vaccini contro il COVID49 [56]. Alla fine del 2023, Americans
for Health Freedom ha creato un impegno firmabile che chiede
il ritiro dal mercato dei vaccini contro il COVID-19 [57]Al 1° dicembre
2024, 228 funzionari eletti, 17 comitati politici di conteg 2
partiti politici statali e diverse organizzazioni di medici hanno firmato
I'impegno che chiedell ritiro dal mercato dei vaccini contro il COVID19,
tra cui, ma non solo, il senatore Ron Johnson, la déga Marjorie
Taylor Greene, il deputato Thomas Massie, i partiti repubbbai
dell'Arizona e dell'ldaho, America's Frontline Doctors,Frontline
COVID-19 Critical Care Alliance, HealtAdvisory and Recovery Team,
Global Health Project e Global COVID Summit [57})Igennaio 2024,
il chirurgo generale della Florida ha dichiarato

iniezioni

e dei
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per la rimozione di tutti i vaccini mRNA COVIO9 dall'uso umano a
causa della contaminazioneda frammenti di cDNA e del rischio
di genotossicita [58]. Il 12 gennaio 2024, ancora una volta il dottor
McCullough ha chiesto la rimozione damercato di tutti i prodotti di
richiamo COVID-19 in una commissione della Camera dei
Rappresentanti degli Stati Uniti sulle lesioni da accino COVIDE9
[59]. I 29 febbraio 2024, i membri dellassociazione New Zealand
Doctors Speaking Out with Science (NZDSOS) hanno
presentato al Parlamento una lettera dettagliata ircui chiedevano
limmediata sospensione dei vaccini COVD-19 a causa djravi
preoccupazioni in materia di sicurezza [60]. Nel 202, la
McCullough Foundation ha rilasciato diverse dichiarazioni sui sial media
chiedendo unamoratoria immediata sui vaccini COVID-19 a causéei
decessiin eccessce delle preoccupazioni relative alla contaminazione del
DNA [61]. Nel luglio2024, Mead et al. hanno pubblicato una coppia di
manoscritti ampiamente referenziati e sottoposti a revisione paritaria
che concludonache i vaccini COVID-19 non sono sicuri per 'uso wamo

e dovrebbero essere ritirati dal mercato [3, 62]. L'HOPEo&ord, un gruppo
internazionale di professionisti sanitari, scienziati,accademici ecittadini
preoccupati, ha chiesto la sospensione immediata dei vaccini a
mRNA contro il COVID-19 e una rivalutazione completa della tor
sicurezza ed efficacia il 3 luglio 2024 [63]. L'acado ha
raccolto 64.168 firme di eminenti esperti medicj
ricercatori e cittadini preoccupati che sostengono chele prove
emergenti suggeriscono che questi nuoviprodotti
potrebbero contribuire allaumento dei tassi di disabilitae di mortalita in
eccesso. L'11 ottobre 2024, VERITY France, insiemesxienziati,
cittadini e vittime, dinanzi al Tribunale amministrativo di
Montreuil, chiedendo il divieto di prescrizione e distribuzime del vaccino
COMIRNATY da parte di PFIZER-BioNTechdel vaccino SPIKEVAX da
parte di MODERNA, nonché il loro ritiro dal mercato da parte
dell'Agenzia nazionale per la sicurezza dei medicinali e dei prodotti
sanitari (ANSM) [64]. Il 1° novembre 2024, Rogers et al. hanno Ipblicato
uno studio che ha riscontrato una significativa violazionedella soglia di
sicurezza relativa al segnale di sicurezza cerebrale.

vaccinali
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eventi avversi trombotici dopo i vaccini COVID9 e ha chiesto una a causa della contaminazione del DNA [43]. Il 4 dicembr2024
moratoria globale [65]. Sempre nel novembre 2024, uno studio di abbiamo ricevuto conferma via e-mail che

Oldfield et al. ha raccomandato una moratoria sui vaccinia mMRNA4 membri del Parlamento europeo vogliono che i vaccini
contro il COVID-19 a causa di dati incompleti, gravi preoccupazioni COVID19 siano ritirati dal mercato: Christine Anderson
di sicurezza e potenziali rischi a lungo termine [66]. 1125 (Germania), Cristian Terhes (Romania), Virginie Joron (Francia) e
novembre 2024, il NORTH Group, un gruppo Gerald Hauser (Austria). Inoltre, abbiamo ricevuto
internazionale di politici e professionisti di spicco delsettore conferma che8 senatori federali australiani attuali ed exsenatori
medico e di altri settori, ha inviato una lettera di "estrema federalie membri del Parlamento federale hanno chiesto la rimozione
preoccupazione" ai capi di Statodi 11 paesi europei deivaccini COVID19, tra cui Gerard Rennick, Alex Antic, Malcolm
(Danimarca, Estonia, Finlandia, Groenlandia, Islanda, Lettonia,Roberts, Ralph Babet, Matt CanavanPauline Hanson, Russell
Lituania, Norvegia, Svezia, Regno Unito e Irlanda) chiedendo la Broadbent e Craig KellyAbbiamo anche ottenuto la conferma che
sospensione dei vaccini a mRNA modificati, citando grapreoccupazioni  Children's Health Defense [68] chiedeche i vaccini COVID-19siano
per la salute [67]. Il 3 dicembre 2024, Kdmmerer et al. hanno immediatamente ritirati dal mercato.

pubblicato un articolo originale chechiedeva limmediata sospensione

di tutti i prodotti biologici a base di RNA.

Figura 3. Organizzazioni che hanno chiesto il ritiro dal mercato dei vaccini COVID- 19.
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Tabella 3. Richieste di ritiro dal mercato dei vaccini contro il COVID- 19.
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Tabella 3. Continua.

Conclusione Ringraziamenti

Prevediamo che le richieste di una moratoria immedia sui vaccini  Desideriamo ringraziare il dottor Kenji Fujikawa, PhD, (ituto di
contro il COVID-19 continueranno ad aumentare final raggiungimento Statistica Medica, Informazionee Comunicazione, Giappone)
di una massa critica ealla definitiva rimozione dei prodotti dal per averci concesso il permessdali utilizzare la tabella da lui creata,
mercato. L'eccesso di mortalita, I'efficacia negativa e la Verifiche della contaminazione del DNA dei vacciaimRNA nel mondo.
contaminazionediffusa del DNAassociata ai vaccini contro il COVID-

19 sono stati sufficientemente dimostrati.| criteri della FDAper un  Finanziamenti: Nessuno

richiamo di Classe | sono stati ampiamente superatiNessuno studio
clinico su larga scala, conclusivo, randomizzatan doppio cieco e
controllato con placebo ha dimostrato una riduzione dellarasmissione
dellinfezione, dei ricoveri ospedalieri o dei decessi comeendpoint
primari. Pertanto, i vaccini contro il COVID19 non hanno dimostrato di
essere efficaci nel ridurreimportanti esiti clinici. Una posizione a favore
della vaccinazione contro il COVID-19 e contrarialla buonapratica  Riferimenti
medicae viola il giuramento di Ippocrate dinon nuocere. L'immediata
rimozione dei vaccini contro il COVID-19 dal mercato & essenziale
per prevenire ulteriori perdite di vite umane e garantire che
vengano intrapresi i prossimi passi per garantire la resposabilita.
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Observedto-Expected Fetal Lossé®llowing mRNA COVIIRB Vaccination in Early Pregnancy

ABSTRACT

Background

The clinical trials used to approve COYfDvaccines excludgategnant women, and existing safety
assessments of COVID vaccination, particularly during early stages of pregnancy, are limited to
observational studies prone to various types of potential bias, including healthyneaduas.

Methods

The study includes pregnancies in Israel with last menstruation period (LMP) between Maréb 1, 20
and February 28, 2022. The main analysis presents obs¢ovexpected comparisons of the number

of eventual fetal losses among pregnant women exposed to mMRNA QOWdbeination (almost all
Pfizer) during gestational weeksl8-and 1427, respectively. Women vaccinated for influenza during
gestational weeks 8+, as well as women vaccinated prior to pregnancy for CQ¥D influenza,

were used as comparative controGohortspecific expected number of fetal losses are established
based on estimates from a regression model trained on historical data from 2% that

incorporates individualevel risk factors and gestational week of each pregnant woman includeé in th
cohort.

Results

Analysis of 226,398ingletonpregnancies in Israélom 2016to 2022 indicates that COUI®
vaccination with dose 1 during weeks 8-13 was associatedhigtierthan-expectedobserved number
of fetal losses of approximately 13 versusxpected for every 100 exposed pregnancies, i.e., nearly
3.9 (95% CI: [2.55.14]) additional fetal lossemboveexpected per 100 pregnanci&ost of the excess
fetal losses occurred after gestational week 20 and nearly half occurred aftatigeal week 25.
Similarly, women vaccinated with dose 3 during weel8 &xhibited anigherthan-expectednumber

of fetal losses with nearly 1.9 (95% CI: 633%2]) additional fetal lossesboveexpectedper 100
pregnancies. In contrast, pregnant women vaccinated for influenza during weeks 8-2Teekhibi
consistentijowerthan-expectedbserved number of fetal losses, likely the result of healthy vaccinee
bias.Women vaccinated foEOVIBL9 or influenza prior to pregnancy exhibitedcordingto-expected
or lowerthan-expectechumbers of fetal losses.

Conclusion

The results provide evidence for a substantialiyherthan-expectechumber of eventual fetal losses
associated with COVIDBvaccination during gestational weeksl 8-
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INTRODUCTION

Pregnant womenwere excluded fronmthe pivotalrandomizedclinical trialsused for the initial
regulatory approvals ahe COVIBL9 vaccines Theone subsequent randomized clinidaial in
pregnant women was conducted Bizer and only includeti73women whowere vaccinatedn

relativelyadvancedstages opregnancy(gestational weeks 284) (Pfizer 2023)

Observationaktudieson COVIEL9 vaccination during pregnancy predomingntbmpare outcomes
between vaccinated and unvaccinated pregnant veonaluring active vaccinatiocampaignaising
variousregression model@-ell, Dhinsa, et al. 2022, Magnus, et al. 2022, Calvert, Carruthers, et al.
2022, Velezet al. 2023, Calvert, Carruthers, et al. 2023, Goldshtein, Steinberg26eal. Hui, et al.
2023, Rimmer, et al. 2023 mong these studies, only a fdwveconsideed the impact of COVIBEL9
vaccination irearly stages of pregnangyhen the risk oteratogenicity idikely thehighest(Calvert,
Carruthers, et al. 2022, Velez, et al. 2023, Shimabukuro, et al..2Zafdi)ional studies bthe
associatiorbetweenCOVIBL9 vaccinationin early pregnancyand spontaneous abortion§orior to
week 20)used a case control methoKharbanda, Haapala and DeSilva, et al. 2021, Kharbanda,

Haapala and Lipkind, et al. 2023)

With a few exception§Aharon, et al. 2022, Kuhbandner and Reitzner 2023, Velez, et al, 80283¢s
on COVIEL9vaccination during pregnancy have meported on anystatistically significaréissociation
of adverse pregnancy outcomes wifOVIBL9 vaccinationduring pregnancy(Rimmer, et al. 2023,

Prasad, et al. 2022)

However, thes@mbservationaktudieshaveknownmethodological limitations related to controlling for
gestational timing of vaccinatiothe inclusionandexclusion criteriapplied,and potential

confounding biases thatre not controlledfor. (Fell, Dimitris, et al. 2021 particular,observed and
unobserved differences in health status between vaccinated and unvaccinated women could affect the
studied outcomesnd be a source of methodological hiesferred toashealthy(or unhealthy)

vaccineddias (Hgeg, Duriseti and Prasad 2023, Remschmidt, Wichmann and Harder 2015)

The present stug aimedto assess the impact @OVIBL9 vaccination during gestational week8-
by leveraging anonymized data from Maccabi Healthcare Sertte¢S) the second largest health

fund in Israel. The main analysis consatatifferent exposed cohorts of pregnant women, defined
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based on the timing and dose of vaccination, asthg historical dataganalyzedhe respective

observedto-expected difference in theumber offetal losgswithin eachcohort.

Israel was the first country in the world to launch d@ioawide COVIBL9 vaccination campaign,
starting n December 2020, using almost exclusively the Pfizer BNT162b2 mRNA \adsuggist
2021, Israel waagainthe first countryto vaccinate the population with a booster doge.
recommendatiorto vaccinate pregnant women was published by the Israeli Ministry of Health on
January 19, 2021, and was initially restricted to tAtahd 39 trimesters beforebeingextended to all
stages of pregnanayn February 1, 202IThere are several studies on thssociatio betweenCOVID
19 vaccinationandvariouspregnancyoutcomes based on data from Israel, but treharesimilar
methodological limitationso those mentioned abovgWainstock, Yoles and Sergko 2021,

Lipschuetz, et al. 2023, Dick, et al. 2022, Rottenstreich, et &, Zadldshtein, Steinberg, et al. 2022)

MATERIALS AND METHODS

DataSources

This study relies on the centralizetéctronichealthrecord (EHRyatabasemaintained byMHSsIine
the 1990’s comprised ofalongitudinal datdaseon 2.7 million patient$26% ofisrael’s population)
with minimal turnover (~1% annuallyAnonymized datdrom the MHSpregnancyegistrywere
extractedon May 6, 2023at which pointthe registrycontaired informationon 1,330,845 pregnancies
since 1990This study use@26,395pregnancies with complete and reliable data and LMP between
March 1, 2016 and February 28, 20Z2e registryncludes informatiommoutinely recorded by
obstetricians, including pregnancy outcomes and the date on whigpoccurred,date oflast
menstrualperiod (LMP)number of embryos, and whether the pregnancy was considered high risk
along with the date on which the pregnancy entered the higk-categoryData from the pregancy
registry were joined with otheEHRdatapertaining todiagnosectlinical conditions, claims fonedical
services and procedureand a specialize@OVIBL9registry that included information o68OVIBL9
vaccination recordand laboratory findings fim a central laboratoryMHS’institutional review board
approved the study, whictvas exempt from informed consent due to its retrospective nature taed

useof routinely collectedanonymizednformation.
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Exposures

The primary analysiacluded cohorts bpregnantwomen exposedo dose 1 or 3 oanyCOVIBEL9
vaccination duringpregnancywith separate cohorts for exposure durirggstational weeks 83 and
weeks 1427, respectivelyDose 2 was included only as a supplementary analyscethe vast

majority of women who received dose 1 continued to recedlase2. The dose 3 cohortiscludeonly
women who received two doses prior to pregnancy. The study also included single-vineets dor
gestational weeks W=8,...,27, each composed of women who vaccoratiee specifiqgestational

week W forCOVIBL9 (dose 1 or 3), respectivelyheprospective risk of each woman included in these
COVIBEL9 vaccinatiorcohortsis assessedrospectivelyfrom arisk weelkdefined as the gestational

week of vaccination(Seethe discussion regarding the outcomiasiow.)

Women vaccinated during gestational weekg Were excludedbecausdadentification and followup
of pregnancies during these weelkspartial and inconsistent, raising concerns aheorting biases
for exanple, vaccinated womemight be more prone to report early fetal lody week 8or 9,almost

all pregnancies are already under follayp and documentation is substantially more consistent

Toaddressat least partially, bias frorpotentiallyunobserved confounding covariates, the analysis
consideedtwo types of comparative control cohortBirst, control cohortsvere similarlydefined for
exposure tanfluenza vaccination during gestational week$38and14-27,as well asingleweeks
W=8,...,27Secondexposure tovaccinationprior to pregnancy was considered as another control with
singleweek cohorts for gestational weeks W=8,...,27, each inclwbngen still pregnant at the start

of week W, who received doses 1 andi@se 3or influenzavaccinationprior to pregnancy. In thee

latter cohorts, the risk week is defined as the respective gestational week W.

Exploratoryanalysis included exposure to SARS/2 infection during pregnandgonfirmed by
positive PCR test), wittbhorts corresponding to infeicin occurringduring gestational weeks 83 and

17-24 with and without priorCOVIBEL9 vaccination, respectively.
Outcomes

The main outcome ahe studywaseventual fetal losshroughout pregnancy, which is a composite
measure that includes spontaneous and induced abortions and stillbirtltescomposite outcome was
determined based on the pregnancy registry, diagnasproceduralcodes. (See Table Sithe

4
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Supplementary Appendix for detailed description.) While spontaneous abortions andthsliticur
involuntarilyandare driven by biological mechanismeduced abortiongan beeither electiveor
therapeutic (i.e.driven by melical reasons Elective abortionsire typicallydriven bypersonal
considerations or reasorsich aghe age d the mother and the circumstances of the pregnancy (e.qg.,
outside marriage othe resultof relationships prohibited bgriminallaw). Medical reason$or induced
abortions(e.g., fetaldefects and malformationjvolve biological mechaisms,overlapping withthose

of spontaneous abortionand stillbirtrs. Dagnosisand claimglatarelated to induced abortionsften

do not includecleardocumentation of the underlying rationale amsanyare driven byfetal health

concerns

To assess the plausibility that the fingsregarding theeventual fetal loss ratesere not entirely
driven by elective decisions of womdate fetal lossedrom gestationaweeks 1420and 25
respectivelywere considered as additional outcomén Israe]allinduced abortios mustbe pre-
approved byspecial committesthat are appointed within healthcare institutiond.recent report by
the Israeli Ministry of Healtbn temporal trends of induced abortions during 198022indicates that
elective abortions after gestational week have beome increasinglyare, andinduced abortions

after week 24arerare and only granted for medical reasofisrael Ministry of Health 2023)

Observedto-ExpectedNumbers of EventuaFetal Loss

The primary analyses in this study follesha commonly usedapproachin vaccine safety studieghere

the observed incidence @afdverse eventamong vaccinated individuals compared tdhe expected
incidencebased on background rat@s the general populationGordillecMarafion, et al. 2024,

Mahaux, Bauchau and Holle 2015)like eisting studies on the safety of vaccination during pregnancy
that have used expected background incidence rates that are not specific to the study’s population
(Shimabukuro, et al. 2021the current studyestimated the cohort-specific expectedumber offetal

losesadjusted for the individualevel characteristics of the vaccinate@men

Theadjustedestimatesof the expectednumber offetal losses were calculated based on an individual-
levelbaseline reference modebtained by training a poolekbgisticregression model on pregmcies
with LMPsbetweenMarch 1, 2016 ané&ebruary28, 2018 This modetook as an input a pregnancy on

a given gestigonal riskweek It then estimated the prospective risk of eventual fetal loss from that
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weekthroughout the pregnancyadjustingfor the gestationalageand calendar month of the
pregnancy, age of th&oman, as well asnultiple covariates that capture #woman’shealth status,
health-seeking behavia@and other socioeconomic factorsor adetailed description of the baseline
reference modelcovariatesand model resultsee Supplementary Appendbection Sand Tabls S1
andS2

Thecohort-specific expeted number of eventual fetal logs was calculated bgummingthe predicted
individual risk probabilities of all the women in the cohevhich weae calculatecbased on the week in
whicheachof them were exposed (i.e., thesk week) Theexpectednumber wa thencompared to

the observed number dital losgsin the cohort Figure S1 in the Supplementary Appendix illustrates
how the analysis was conducted on the vaccination cohorts for gestational welk§ Be cohort
specific expectednd observechumkbers of fetal losesare reported(asnumber of fetal losses per 100
pregnancies)together withthe observed-toexpecteddifference the 95% confidence interval (C8§nd
the number of pregnancies included in each coh®he ratios of observetb-expectedfetal losses

with corresponding 95% Chkse reportedseparatelyin the SupplementanAppendix.For a description

of how the expected values and $Alere calculated, see section S2 in the Supplementary Appendix.

The analysigan be interpretedhsa simuated trial, whereeach vaccinated pregnant woman included
in the cohort wa ‘matched’with a ‘syntheticunvaccinated control’ witlsimilarindividual and
pregnancy characteristics. The outcomes of the synthetic contrals {semulated’ basedn the
baseine referencemodel andcompared to the observed outcomeBy comparing vaccinated women
to historical(synthetic)controlsrather thancontrolswithin the vaccination periodthe observedto-

expected analysiallowed maximal‘'matching’on observed covartasanduncensored followdp time.

Late ftal lossesTo address th@otential concern that women vaccinatddr COVIEL9 (dose 1 or 3)
or influenzain early gestational week8-13) couldhave beemmore (or less)rone to have purely
elective induced ahions, the observed-toexpecteddifference in the number of eventual fetal l@ss
was calculatedrom weeks 14, 20 and Z6r women vaccinated in weeks1®. Notably,the individual
risk of eventual fetal loss, f@ach woman in these cohorte/as estimated prospectively at gestational
weeks 14, 20and25, separatelyfor all the women whavere still pregnanat the beginning of the

respective weekin addition, the percentage of women experienciatal lossfrom gestational week
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25 onward wa calculated for women receivit@OVIBL9 vaccination(dose lor 3)or influenza
vaccination in each of thaveeksW=8...,13 Thesewere then compared to the same percentage

among all womerstill pregnant at the start of each week.W

Validation and Robustness Analyses

To obtain out-of-sample validation ofhe baseline referencestimatesand assess how consistehey
were betweendifferent analysis periodshe observedto-expected analysiwas conductedor
influenza vaccination cohorts with LMffsm March 1, 208 to February 28, 209. Thesancluded the
cohorts ofgestationalweeks 813, weeks 147, as well asingleweek cohorts W=8,...,2¥ith

influenzavaccination prior to pregnandyut in the same influenza seasas the LMP

Several additional robustness analysese conducted. First, the main observeddapected analyses
wererepeated using a baseline reference model that was estimated on data fromhMa2016
throughFebruary28, 2019. Second, to assess the sensitivity of the results to the choice of kie-fol
up start time (week 8), the observed-to¢pected analysiwas repeated when pregnancies vee

followed from week 10.

Complementaryanalysesvere conducted to comparboth therisk score and covariate distribution$
the cohort of women vaccinated f@OVIBL9in weeks 18-13 witlthe corresponding influenza
vaccinationcohort, as well as women exposed to influenz&£@VIBL9 vaccinatiorprior to pregnancy
To assess theorrelation between influenza andOVIBL9 vaccination in early stages of pregnanite
women whose pregnancy’s timing allowed thenréaeive dose 1 of th€OVIBL9 vaccine during
gestational weeks 83 and8-27, respectivelywere identified. Within theseyroups, women who

receivedinfluenza vaccines in the same seasomeveompared & women who did nat

RESULTS

Figure lpresents the pregnancies included and excluded from the analysis, alonthe/itbasons for
exclusionTableS3presents descriptive statistics dime covariates for womemncluded in each of the
three analysiperiods (ReferenceValidation andCOVIBLY). It showssmalldifferencesn the mean
value ofsomecovariates, which were adjusted for ithe observedto-expectedanalyses The rates of
COVIBL9 vaccinatiorduring pregnancynd theircalendartiming aredescrbed in the Supplementary

Appendixsection 8 and Figure S5
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Figure 1. Pregnancies Included and Excluded from Analyses
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Observedto-ExpectedAnalysis

Vaccination during pregnancylablel shows theresultsof the observed-tcexpectedanalysidor
women vaccinated duringeeks 813 and 1427. Women vaccinated fa€OVIBEL9 with doses 1 or 3
duringweeks 813 exhibited higherthan-expectednumbeis ofobservedfetal losgsthroughout
pregnancy Theobservedto-expected differencewere 3.85(95% CI: [2.55.14]) for dose 1land1.9
(95% ClI: 0.39.42]) for dose 3i.e.,anadditional3.85 and 1.9 obseedfetal lossesaaboveexpected
per 100 pregnanciesespectively For COVIQ9 vaccinationduringweeks 1427, the observed
numbers of fetal lossesvere lower-than-expected with observedto-expecteddifferences of -0(9
(95% CI:-L.07 - -0.51])for dose 1 and0.85(95% ClI:-p.48- -0.37])for dose 3

In marked contrast, the corresponding influenza vaccination cohorts egtilonver-than-expected
numbers ofobserved fetal lossswith observed-to-expected differences -5.11(95% CI:-p.06 -
-4.16]and -124(95% CI}-1.61- -0.98])for weeks 813 and 1427, i.e.,5.11 and 1.24 fewer fetal losses
per 100 pregnanciesompared to expectedespectivelyThe results forCOVIBL9 vaccinedose 2are
similar to dose 1 andre shownin Table 8 in the Supplementary AppendiXhe observedo-expected

fetal loss ratisare reported in Table@

Figure 2 shows the observed-to-expected results for each individuegd-leeel cohort W=8,...,27, for
COVIBL9 dose 1 and influenza vaccination. These exhibited patterns consistent with the results in
Table 1 for cohorts of women who vaccinated during week8 &nd 1427. Figure 2(a) shows that, for
each of the weeks W=8,...,13, women who were vaccinated with dose 1 during week W, exhibited
higherthan-expectechumbers of observed fetal losses with observed-to-expected differenceslas hig

as an additional 9 fetal losseser expecteger 100 pregnancies. The observiedexpecteddifference
remained positive but decreased from week 9 through week 13, and in weeks W=14,...,27, the pattern
was reversed witlalowerthan-expectechumber of observed fetal losses. In contrast, the

corresponding influenza vaccination cohorts shown inZig). exhibited substantiallpwer-than-
expectedbbserved numbers of fetal loss rates throughout all weeks W=8,...,27. The results fior COV

19 vaccination doses 2 aRldare presented in Figure S2 in the Supplementary Appendix.
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Table 1. Observedb-Expeced Eventual Fetal Loesamong Women Vaccinated facOVIB19 or
Influenza in Gestational Weeks B3 and 1427

Notes: Table 1 shows observead-expected fetal losses (per 100 pregnange®ong women vaccinated fo
COV/ID19 (dose 1 or 3) or influenza with LMP from Mar. 1, 20E@b. 28, 2022. Numbe(n) in parentheses
report the corresponding total (observed/expectad)mber of fetal lossem the cohort

a. The number of expected fetal lossgas obtained by summigthe predicted probabilities of eventual fetal
loss of womervaccinatedn eachgestational weekwhichwere estimated from the baselineferencemodel

for each woman based on her covariate values and gestational weelvaafcination(see Table & in
Sipplementary Appendix for full list of covariates and model re¥ults

b. Of women vaccinated with dose 1 during weekis38and 1427, 97% and 96% received BNT162b2. For dose
3, nearly 100% of women vaccinated during weel8&nd 1427 received BNT162b2.

c¢. The influenza vaccination cohort corresponds to inftuenzaseasons during Mar. 1, 2020-eb. 28,
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Figure 2. Observetb-Expected Eventual Fetal Losd®gs Gestational Weelof Vaccination
among Women Vaccinated faZOVIB19 or Influenza

(@) (b)

COVIB19 Vaccine Dose 1 During Pregnancy Influenza Vaccine During Pregnancy

Legend:

x Panel (a) shows results for women who received dose 1 of CO®ABecination in pregnancy during the
respectivegestationalweek indicagéd on the X axis; panel (b) shows results for women who received an
influenza vaccination during the respectigestationalweek. Cohort sizes for eagiestationalweek are
reported inTable S%n the Supplementary Appendix.

x For each panel, the &xis indicates the observed (solid black) and expected (dashekl) mlamber of
eventual fetal lossefer 100 pregnancigsamong women with LMP from Mar. 1, 2020-eb. 28, 2022
who werevaccinatedon the gestational week indicated on théaxis. The grey solid lines show the 95%
confidence interval of the expected fetal losses per 100 pregnanciecimveaek.See section S2 in the
supplementary Appendix for a description of how the Cl's were bl

x The number of expected fetal lossems obtained by summinthe predicted probabilities of eventual
fetal loss of womernvaccinatedin eachgestational week which were estimated from the baseline
referencemodelfor each womanbased on her covariate values and gestational week of vaccinaten
Table in Suplementary Appendix for full list of covariates and model re$ults

Late fetal lossesTable 2 shows the results of the observed-to-expected eventual fetal loss igratlys

the women who vaccinated fa€OVIBL9 (dose 1 or 3) or influenza during gestational weeks 8-13 and

were still pregnant at the beginning of gestational weeks 14, 20 and 25, respectwiiyhB dose 1

and 3 cohorts continued to exhibit substantiatidualhigherthan-expectechumbers of eventual fetal

losesthrough gestational week 25. For dose 1, the observed-to-expected difference in weeks14

3.05(95% CIf2.06—4.059), i.e.,more than 3 additional fetal losses per 100 pregnancies over eggect
11
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which was very close to the 3.8bservedto-expected differenceeported in Table 1. The observed
to-expected differencein weeks 20 and 2&ere 2.47(95% CI:1.78-3.16]) and 1.66(95% CI:1.11—

2.]) fetal lossesabove expectegher 100 pregnanes, respectively. For dose 3, the observied

expected difference in week 14 was 2(B5% CI:1.57—3.89) fetal lossesabove expecteger 100
pregnancieswhich was higher than the 1.9 reported in Table 1, and in weeks 20 and 25, it was 1.52
(95% CI:.4.71-2.54])and 0.9595% CI.(J.30-1.]) fetal lossesabove expectegber 100 pregnancies
respectively. In contrast, thewerthan-expectedbserved number oéventualfetal losgsof the
influenza cohort exhibited rapidly shrinking negatoleservedto-expected differences with2:27(95%

Cl: [2.96- -1.58]),-0.91(95% CI:-[L..39- -0.44)) and 0.78(95% CI:-L.16- 0.39])fetal losses per 100
pregnanciesn weeks 14, 20 and 25, respectively, compared to thelfetal losses per 100
pregnancieseported in Table 1(See Table S6 foné correspondin@bservedto-expected fetal loss
ratios) Furthermore,Table 3 shows that 2.72%, 1.79% and 0.72% of the women who vaccinated during
gestational weeks 8-13, with dose 1, dose 3 and influenza, resphgthad a fetal loss from

gestational week 25 onward, compared to 0.99% and 1.09% for all women who were stitiptréy

weeks 8 and 13, respectively.

Vaccination prior to pregnancyrigure 3(a) shows obsensao-expected results for each week
W=8,...,2among women who received two doses prior to pregnancy, whose pregnancies survived to
the start of the respective week W and who had not vaccinated with a third dose by the start of the
week. Figure 3(b) shows the same for women vaccinated for influenkha same season as their LMP
but prior to pregnancy. Unlike results for vaccination during pregnancy, ®GiIB19 and influenza
cohorts had similaobserved andéxpectednumbers of fetal losses, and the observadnberswere
accordingto-expectedor slghtly lowerthan-expected Figure S3 in the Supplementary Appendix shows

similar results for women vaccinated with 3 doses prior to pregnancy.

SARSC0V2 infections The observedumbers offetal loseswere slightilower-than-expectedor

women with SARS0V2 infections during gestational weeksl8-and 1427 before and afteCOVID
19vaccination, except for SARR®V2 infections in gestational weeks 8-13 among unvaccinated
women, but all the 95% Cls of the respective observed-to-expected differences incl(itizil® 8).

SARE 02 infection rates before and during pregnancy are described in the Supplementary Appendi

section S4.
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Table 2. Observedtb-Expected Eventual Late Fetabssesrom Weeks 14, 20 and 25
among Women Vaccinated faOVIB19 or Influenzain Gestational Weeks 83

Notes: Table 2 shows the number of observiedexpected eventual fetal lossepgr 100 pregnanciggor
women with LMP from Mar. 1, 2020Feb. 28, 2022ho werevaccinated for COVID9 (dose 1 or 3) or
influenzaduring gestational weeks-83. Numbergn)in parentheses report the corresponding totaimber
of (observed/expectedjetal lossesn the cohort

a. The number of expected fetal losseas obtained by summintpe predicted pobability of eventual fetal
loss of women in each vaccination cohort from the respective gestaltiveek (14, 20, 25), whickere
estimatedfor each womarirom the reference baseline model, based on her covariate values atatigesi
week of pregnancyld, 20, 25) (see Tabl@ 8 Supplementary Appendix for list of covariates and model
results). Womemwho experiencedetal loss prior to the respective week (14, 20, @&ye not included in
the calculation.

b. Of women vaccinated with dose 1 during we&kE3, 97% received BNT162b2. For dose 3, nearly 100%
of women vaccinated during weeksl8 received BNT162b2.

c¢. The influenza vaccination cohort corresponds tb3wo seagoms Mar. 1, 2026- Feb. 28, 2022.
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Table 3. Observed Fetal Losses from Week 25 among Women Vaccinat€®DMi19 or Influenza
and All Women in Gestational Weeks13

Notes: Table 3 panels show the rate of eventual fetal loss beginning freekw5 for women vaccinated for
COVIBEL9dose 1, dose 3, influenza and for all wonwgth LMP from Mar. 1, 2020Feb. 28, 2022For vaccination
cohorts, the N is the number of women vaccinated in the given weed for all womerthe N is the number of
women still pregnant at the start of the given week. The vaccination ¢stadso show combined calculations for
all women in the 83 week cohorts, which can be compared to week 13 for all women.
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Figure 3. Observetb-Expected Eventual Fetal Losses
among Women Vaccinated fo€OVIB19 or Influenza Prior to Pregnancy

() (b)

Two Dose<LOVIB19 Vaccine Before Pregnhancy -séason Influenza Vaccine Before Pregnancy

Figure 3 Legend:

x Panel (a) shows results for women who received 2 dos€fIBL9 vaccination prior to LMP and whose
pregnancies were ongoing at the start of the respectjestationalweek indicated on the X axis; panel (b
showssimilar results for women who received an influenza vaccination prior to LbtrCsizes for each
week are reported in Table9$ the Supplementary Appendix.

x For each panel, the &xis indicates the observed (solid black) and expected (dashe#)bhamber of
eventual fetal losssper 100 pregnancies among womesith LMP from Mar. 1, 20208 Feb. 28, 2022 who
were still pregnant at the beginning of each gestational week (8-27%dteti on the Xaxis.

X The number of expectedeventual fetal loses was obtained bysummingthe predictedprobabilities of
eventual fetal loss of women in each cohort, whiglre estimated from the reference baseline modef
each woman, based on her covariate values and the respective gestatioeklofieregnancy indicatedn
the X axis (see Tabl@ & Supplementary Appendix for full list of covariates and model results). Worn
experiencing fetal loss prior to the respectigestationalweek on the Xaxiswere not included in the

~—

nen

calculation.
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Validation and Robustness Results

The results of the observed-to-expected analysis for influenza vaccination during tpamiemic
period from March 1, 2018 February 28, 2019 were very similar to tesultsof the primary analysjs
suggestinghat yearto-yearchanges in patters ofthe observedto-expected differences in the

numbers ofeventualfetal losgswere relatively low(Table S5, Figure S4)

Comparison between women in the dose 1 during gestational wedlsddhortto the control cohorts
(influenza vaccination duringeeks 813 andCOVIBEL9 andinfluenza vaccination prior to pregnarjcy
indicatesthat the risk scoresf women in the control cohortsvere relatively higher(Table 3). This
could be explained by differences iovariatedistributions, where thecontrol cohats hada higher

fraction ofwomen withcomorbidities and risk factors

Most women(89%) whovaccinated wittrdose 1 during gestational weeks 8-27 tsad_MPfrom Oct
2020-Jan. 2021see Figre S5or monthly distribution) Overall,20,383 pregnanciesitih LMPs
during these months had an opportunity to recedese 1 of COVHD9 vaccinationin gestational
weeks 827.0f those,2,984hadreceived an influenza vaccine during @@20-2021influenzaseason.
Women who received influenza vaccine were abotio@& more likelyto receive dose 1 of thEOVID
19 vaccinethan women who did no{15.08%vs. 7.25%or weeks 813 and71.31% vs. 37.94%6r
weeks 827).

Results with the baseline reference model estimated on data from March 2016 throughdrg 2019
were very similar to theesultsof the primaryanalysis. The resultdso remaied very similar when

pregnancies wee followed from week 10.

DISCUSSION

The main finding of this study is th@DVIBL9 vaccinatiorwith any doseduringgestational weeks 8-

13 of pregnancy wa associged with higherthan-expectedbservednumber of fetal losss(Tables 1,

S9. For dose 1,lisamountedto close to4 (3.85)additional fetal losses above expected for every 100
pregnancies thatvere exposed tadose 1 of COVHDI vaccination during weeks &3, or approximately
13 observedetal losses per 10pregnancies versusexpected Similarly, women vaccinated with

dose 3during weeks 83 exhibited nearly 1.9 additional fetal losses per 100 pregnancies over

expected.
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Women wio were vaccinated during weeks B3 sustaied higherthan-expectedobserved numbers of
eventualfetal losseover the course of their pregnand®ut of the 3.85additional fetallosses per 100
pregnanciesaboveexpectedfor dose 1 (Table 1), ov8roccurred from week 14onward,andslightly
underhalf, or 1.66fetal lossesoccured from gestational weelR5onward(Table 2) Moreover, 2.72%
of women vaccinated with dosednd 179% of women vaccinated wittose 3duringweeks 813 had

a fetal los from week25 onward, which wasubstantiallyhigher thanthe rate of 1% forall pregnant
womenand 0.79% of women vaccinated for influenza dufihgble 3)This indicates thaa large part
of the higherthan-expectedbserved number ofetal losgsassociated witlCOVIBL9 vaccination
during gestational weeks 83 unambiguoushstemmed fromlate fetal losses, i.e., stillbirths and
spontaneousor therapeutic abortionglriven bybiological mechanismandmedical reasongather

thanto behavioralpatterns that typicdly drive purely elective abortions

Comparing the observed-to-expected patterngG8dVIBL9 vaccination during weeks B3to the
correspondingpatterns during week44-27 as well as to theomparativecontrol cohorts provids
important context to theirmterpretation. Thehigherthan-expectedobservednumber offetal loses
for COVIEL9 vaccination during weeks B3 changedapidly, and gestational weeks 14-27 exhdait
lowerthan-expectedbservednumbers Additionally, incontrast toCOVIBL9 vaccinatia, influenza
vaccination duringrregnancy exhibéd substantialower-than-expectechumbers ofobservedfetal
losesthroughoutgestational weeks 8+, with 5.11fewer fetal lossesompared to expecteger 100
pregnanciedor influenza vaccination duringeeks 813 (Tablesl and Figure2(b)). Thecomparative
control cohorts corresponding to vaccination prior to pregnanajso exhibied observedto-expected
patterns that wee very differentfrom COVIBL9 vaccination during weeks B3, with women
vaccinatedorior to pregnancyexhibitng either slightlylowerthan-expectedor accordingto-expected

observednumbers(Figures 3 and S3)

There is anarked differencan observedto-expectedpatternsof COVIEL9 vaccinationdbetween
gestational weeks 83 andweeks 1427 or prior to pregnancyThis differencecoupled withthe
higherthan-expectedhumber oflate fetal lossesassociated with vaccination during week4 3-
(includingfrom week 250nward) may be consistent witinderlying biological mechanisntisat
depend on the timing of exposure during pregnankydeed, exposure teratogens, especially in

early phases of pregnancy, is a known risk for adverse pregnancy outcomes and hastessediin
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the context of vaccination, including influenza vacciriBsdnarczyk and Adjay@bewonyo 2012,
Skowronski 2009)he critical perioddr the development omany congenital abnormalities overlaps
with the early stages of pregnancy and specifically theifnester. (Czeizel 2008Yloreover, recent
evidence suggests that transplacentansmissiorof COVIEL9 mRNA vaccines ocafLin, et al. 2024,
Chen, et al. 2025and an in-vitro study shows suppression of embryo-fetal globin genes in human
erythroleukemia K562 cells following exposure to the BNT162b2 va¢Zumdo, et al. 2023)
Additionally, mMRNAOQOVIBEL9 vaccines are associated with thrombotic adverse events, which is

another knowninciting mechanism adpontaneous abortiongBerild, et al. 2022)

Notably, the observed-to-expected differences for women receiving doses 1 amihg aveeks 83
(87% of all women who received dose 1 continued to receise @during pregnancy) weref@d
higher compared to those for women who received two doses prior to pregnancy andedusg 3
during weeks 83 (3.85 vs. 1.9, respectively). Tbatential doseresponse relationship may also be
consistent withbiologcal mechanisms, becausiee observed-toexpecteddifference increasewith an

additional doseeceived earlyn pregnancy.

It is plausible that théower-than-expectedobservednumbers offetal losesfor both COVIEL9
vaccinationduring gestational week1427 and influenza vaccination during week&Bwere the
result of healthy vaccinee bias, rather than a protective efietvaccinationThere isevidence from
multiple countries, including Israedf healthy vaccinee bias studies orCOVIBL9 vacénation and
hospitalization and deatbutcomes (Hgeg, Duriseti and Prasad 2023, Riedmann, et al. 2024, Xu, et al.
2021, Furst and Straka 20Z4galthy vaccinee biaa type of healthy user biakas dsobeen
highlighted in safety and efficacy studies of influenza vaccination, including during prggnanc
(Remschmidt, Wichmann and Harder 2015, Wolfe, et al. 2023, Dozelli[doi&)pver, he observed
to-expeded results for exposure to SAR®N2 infections during pregnancy (Table 88 not show
any signal of significant increase in themberof fetal losgescompared to expectedven among
unvaccinated womerSimilarly the infection rates during th020-2021influenzaseason were
significantly lower than previous yeatacludingfor example the 2012019season(Fratty, et al.
2022)Since theobservedto-expected differencefor influenza vaccination during pregnanoyboth

periods were largely similait isunlikely that influenza vaccinatiaeduced fetal losss significantly
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While thehigherthan-expectechumbers of étal losgsassociated with exposure ©OVIBEL9
vaccination during gestational weekdl8+aises concerjthe observedto-expected analysis not

sufficient to establish a causal relationship.

Even ifCOVIBL9 vaccination early in pregnancy truly increates numberof fetal losses above what
is expectedanycumulative populatiodevel impact vould havelikely beensmall and not easily
detectable by traditional pharmacovigilance mechanisihe reasorfor thisis that only a relatively
small number of women received vaccinatiduring gestational weeks 8-13. In particular, out of the
20,383 women in this atly who could have potentially received dose 1 during gestational wegKs 8-
based on their LMP, only 1,837, about 9%, received dose 1 during gestational wieRkéoBably,
these women seem to have had a loveeprioririsk of fetal loss compared to th@opulation.
Moreover, 3.85additional fetal losseper 100 pregnancies amouriis a total of 71 additional fetal
lossesaboveexpected which isless than a 0.35% of ti#0,383 womenSuch a signaould have been
easily masked by random variability andnjgoral trends like the noted trend of decreasing rates of
elective induced abortions in Israel, particularly during 20002.(Israel Ministry of Health 2023)
Indeed, as can be calculated from Figure 1, the ovpeailentageof pregnancies that resulted fietal
lossfrom gestational week 8 was 14% during 2@822 compared to 15.08% and 14.7% inl32019
and 20162018, respectively.

This highlights the importance of developing robpksarmacovigilance methods, includingoppective
ones,to detect weak safety signals in sub-groups of the populaifitis is especially true faommon
outcomes such as miscarriage, premature birth and fetal abnormalitieehare unlikey to be
reported as suspected adverse eveninless tere are unusual gpathognomoniccharacteristicsand

wherethe window of teratogenicity may be narrow

Much of the finding®f this study particularly the observetb-expected analysesannot be directly
compared to prior work, whicfocusedalmostentirely on riskadjustingregression analyses that
comparevaccinated to unvaccinatedomen duringvaccinationcampaignsand nostly studed the
impact ofvaccinationduring laterstages of pregnancyRimmer, et al. 2023, Prasad, et al. 2022)
However suchapproaclesare often challengedo obtainstable and similar cohortgven when

employingcovariate balancing methods, such as inverse probability of treatment weightifg/{Iend
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matching.(McCaffrey, et al. 2013, Austin 2015, Stuart 20T@p studies on the association between
COVIBL9vaccination during pregnancy and the incidence of SB®& infection using data from
pregnancy registries in Israel illustrate gadimitations.(Goldshtein, Nevo, et al. 2021, Dagan, et al.
2021)The studies were able to successfully match only 63% and 38% of the eligtietetwomen,
respectively. Moreover, 42% and 47% of the matched vaccinatedecinated pairs, respectively,
were censored when matched control women were vaccinated, leading to a show{ofidime.In
contrast, the observed-t@xpected analysim this studyallowed maximal matching of vaccinated
womento historical (‘synthetic’) controls, longer follow up timasdassessment of a range of

vaccination exposures in terms of doses and timing.

Researclirom ScotlandCalvert, Carruthers, et al. 2028 somewhatof an exception in that it
matchedvaccinated pregnant women to pregnant women with the sansernalage and gestational
week from prior yearsAlthough he authors didnot report on any significardoncerning findingsthey
did not consider fetal losses after week 20 dhdir analyss combinedexposurestarting at 6 weeks
preconceptionwith exposurethrough gestationalweek 20 Moreover, their matchingalgorithmwas
coarse andlid not consider many important covariates with known impact on the risk of fetal loss,
with the matchedcohorts differingsignificantly In contrastthe baselinereferencemodelused in tle
current studyrelied on all pregnanciesvith LMPFrom March2016 through February 2018 establish
individualadjustedrisk scoreghat consider the specific covariatestbe vaccinated womeand

cohort-specificexpected fetal lossethroughout the entire pregnancy

A unique aspect of the current study compared to existing literature on the impaoOdiBL9
vaccination during pregnancy was the usemfitiple comparatie controls. Comparing rates of the
same adverse outcomes across different vaccines is commonly used in sgfietydgitection.
(Vellozzi, et al. 201@)Vhile women who were vaccinated f@OVIBL9 during pregnancyid not have
identical characteristics to those who vaccinated for influenza during pregnancygaisisnable to
assume that the two cohorts shatat least some unobserved confounding factors. Similarly,
comparing different timing of vaccination has been previously used to assess potafeiglrssks of
childhood vaccinegDeStefano, et al. 2001, Velez, et al. 2023)
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Limitations. First,the observedto-expected analysis appropriate to detect potential safety signals
but notto infer acausal relationship between vaccination and increasedecreasedetal loss rates

or quantify the magnitude of such potential impact. Like any observational stuele are concerns
regarding unobserved confounding covariates. However gifetwere,such unobserved confounders
would havehadto be unique to women who received vaccination @DVIBEL9 but not for influenza
Theyalsowould haveneededto be relevanto women whovaccinaed duringgestational weeks 83

but not during weeks 1472or prior to pregnancySecondthis study dd not include gestational weeks
1-7 and therefore could naissess the potential impact of vaccination during that periddrd,

another general limitatiorof studies that are based on pregnancy registries stems from the fact that
early fetal losses are often not documentesthd more generallythe follow up may not be consistent
across womenindeed, therewere pregnancies the registrythat were excludedoecause of lack of
appropriate and timely followup, and while the analysis did not point to any obvioekted biasesit
cannot rule them outFourth,the Maccabi registry, likemost pregnancy registrieslid not provide
sufficient information to distinguish between purely electased medicallydriveninduced abortions
Thus, it is possible that some of the observedipected differences are driven by behavioral
mechanismskor example, women who were vaccinated early in pregnancy may have been more likely
to report fetal losseskinally thisstudy s basednly on data from Israel, and it would be important to

conduct studies wittsimilardata from other countries to seehetherthe results replicate.

ConclusionOverall, thefindings in this paper providiconcerning evidencef ahigherthan-expeted
fetal lossrate associated witmRNACOVIBL9 vaccinedoses receivedduring early pregnancy
(gestationalweeks 813). The safety signashouldbe further investigated byegulatory authoritiesas
part of their risk assessmenf vaccination during pregncywith specific focus on the physiological
effects in early pregnancyhere isalsoa need to conduct pathophysiological studies to better
understand the potentiabiologicalmechanisms. Additionallyt would beinsightfulto assess the
potential impact of nonmRNACOVIBL9 vaccinesThe findingslsounderscore the importance of
conducting dedicated anstatistically poweregrospective clinical trials to study the impact of
vaccinationfor COVIEL9 and otherpathogensduring pregnancyo better inform recommendations to

this vulnerable population
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Table S1. Dependent and Independent Variable Definitions for Baseline Regreskidel

VARIABLE DEFINITION ICD-9 AND CPT CODES (WHERE APPLICABI

ICD-9: 69, 69.09, 630, 631, 632, 633, 634, 635, 63¢
637, 639, 640, 641, 656.4, 656.41, 656.43, 761.4,

Fetal Loss All diagnoses and treatments indicating fetal loss|779.6
CPT: 410000, 410200, 414200, 598400001, and
598400005

Age at last Calculated based on woman's birthdate and date N/A

menstruation last menstruation (either recollected or estimated).

Socio-economic

Israel's Central Bureau of Statistics composite
measure based on: household income, educational

e . N/A
Status qualifications, household crowding and car
ownership. It is measured on a scale from 1 to 10.
First pregnancy |Indicator variable if the woman had no prior N/A

(primigravida)

pregnancies listed in the pregnancy registry.

Any influenza
vaccination last 3
seasons

Based on medical records of influenza vaccination
the two influenza seasons prior to date of last
menstruation.

CPT: 10200, 906560001, 9079200, 906600001,
9079100, 9065600004, 906600000, 9072900,
9077900, 906560002, 9072400, 9072500

High risk Indicates the week of pregnancy when a pregnang V23
pregnancy was first categorized as a high risk pregnancy.
Antiphospholipid syndrome?86.9
Arthritis: 714, 715, 719
The index of comorbidities is the total number of C_Ldlac 414, 425, 427
. . Diabetes 250, 648-648.03
diagnoses women had received before date of last .
. . Hepato-billiary 51, 571, 574.2
menstruation that were related to the following Hypertension 401 642
- [ i : Antiphospholipi Cypertensior :
Pre-existng |CS0rders and diseases: Antiphospholipid syndrom e o Ceo 54 178 11 79.4, 112, 127.4, 131

comorbidities

arthritis, cardiac disorders, diabetes, hepato-billiary
disorders, hypertension, infections, lupus
erythmatosus, malignant neoplasms, neurological
disorders, renal/urinary disorders, and thyroid
disorders.

Lupus Erythematosu$95.4, 710

Malignant neoplasms140, 165.99, 170-209
Neurological 333, 345, 350, 353, 354, 356, 386, 649
722,729.2,723.4,780.4, 780.5, 780.9, 782
Renal/Urinary 96.49, 590, 592, 595, 788.0, 788.3
Thyroid 193, 226, 242-246, 376.2, 376.21, 376.22,
648.1, 794.5

Recurrent Indicator for any d.|agn05|s indicative of recurrent 629.81, 629.89, 629.9, 646.3, 646.31, 646.33
pregnancy loss |pregnancy loss prior to date of last menstruation.
lr:;ir;'tlg;l/ Indicator for any diagnosis related to infertility, 65, 67, 69, 70.22, 71, 218, 614, 616, 620, 621, 622,
reoroductive menstrual disorders or disorders of reproductive |752, 626.1, 626.2, 626.4, 626.6, 628, 654.0-654.13

P ) organs prior to date of last menstruation. 654.4-654.94
organ disorders

) i P 309, 311, 312, 313, 314, 315, V40, V61, V62
disorders menstruation.
Obesity Indicator for any dlagr_105|s related to obesity prior 43, 44, 278, 649.1-649.14

date of last menstruation.

Smoking Indicator for any diagnosis related to smoking prio 305.1-305.13, 649.0-649.04, V15.82, VV65.42

date of last menstruation.

Notes.Columns list variable names, definitions and corresponding |&RF}CPT codes where applicable. When 3-digit ICD cq
are listed, all subcodes are included. Maccabi has developed specilized CPT codes to differentiate specific procedures; in

those cases the first 5 digits correspond to standard CPT code.
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Section S1Description of Baseline Reference Regression Model inRieéerenceperiod

The baseline reference model used to estimate the time-dependent conditional risk ptigbabil
evertual fetal loss is a pooled logistic regression that includes an observationgioyr weman and

week of pregnancyR. D'Agostino, et al. 199@ince this study is concerned with an uncensored binary
clinical outcome (fetal Iassor live birth) and not with time-tevent, a logistic regression model is a
natural modeling choicéHu and Tong 2021The model is trained on all pregnancies within the
Referenceeriod (March 1, 2016 February 28, 2018) #t survived to the start of gestational week 8,
had a documented birth outcome and include complete information on the covariate&reigs

that ended prior to the start of week 8 were excluded, because a significant number of them end
without appropriate and consistent documentation, which is a known source of bias in estimating
miscarriage rategHowards and HertRicciotto 2007)For each pregnancy, there is an observation for
each gestational week 87 (i.e., until end ofhe 2¥trimester), as long as the pregnancy was ongoing
at the start of that week. The unit of analysis is pregnanegk.The dependent (outcome) variable for
each observation equals 1 if fetal loss eventually occurred at any point from theokthe respective
gestational week, and 0 otherwise. The independent variables of the baseline referedet include
the gestational week, calendar month of LMP, maternal age, socioeconomis,gpaiimigravida

status, an aggregated count (03land 4 or morgof medical comorbidities with potential impact on
the study’s outcome, social sector, district of residency, heathted behaviors (e.g., smoking and
influenza vaccination in the two seasons prior to the index pregnancy), and an indicator for whethe
the pregnancy was considered high-risk that equals 1 starting from the week in which the pregnancy
was considered high risk. The comorbidities included in the model were selected dgpegred in
significantly higher frequency among women who experienced fetal loss compaveahhen who had

a live birth. See Table S1 for covariate definitions. Confidence intervals were edrte@ccount for
multiple observations from a single pregnancy across weeks using the Liangadpggment(Liang

and Zeger 1986, Abadie, Athey and Imbens 2023)
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Table S2. Baseline Pooled Logistic Regression of Eventual Fetal ltbedRieferencePeriod
(Mar. 1, 2016~ Feb. 28, 2018)
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Table S2 (cont'd). Baseline Pooled Logistic Regressidventual Fetal Loss in theeferencePeriod
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Section S2. Formula for Calculating Expected Values and Confidence Intervals fau&vestal Loss
Rate

The baseline reference regression model estimates are used to obtain theotskbdity of evetual
fetal loss for every gestational week for each pregnancy included in the cohomrdbability is
estimated prospectively considering the gestational week of the pregnancy, whighaally the week
of vaccination or a later week (assuming thegmancy was ongoing at the start of that week), as well
as the calendar month of the LMP and other covariates in the baselat®l. To obtain a cohort-
specific expected number of fetal losses, the individual risk probabilities are sdnirhat is, if thes

are N pregnancies in the cohort, the cohsgiecific expected rate A @4y Where 2denotes the
predicted risk probability of eventual fetal loss of pregnandyhe expected number of fetal losses is

normalized to number of fetal losses per 100 pregnancies,—5€e4l,5\8 @d

To calculate the Cls, we assume that the cohort-specific number of fetal lossesugtlo¢ s
independent Bernoulli variables, each corresponding to a specific pregnankyprafiability 2.of

being equal to 1 (i.e., having a fetal loss). It is sufficient to calculatéoa?l&% @4y From the
assumption that the number of fetal losses is the sum of independent Bernoulli variabldgwisfo
that the variance is equal %5 A @&l F 2), and usind.yapunov'€Central Limit Theorem the Cl is:

c c
. i L 1F2
U@s U@s
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Figure S1. Diagram lllustrating Methodological Approach Applied to Cohort ofM&io Vaccinated in
Gestational Weeks 43

Note: Figure Sshows an illustrative examgplof a cohort of 1000 pregnancies with exposure to vaccinatiomgur
weeks 813.

x The baseline reference model is used to estimate each pregnancy’s probafbitgntual fetal loss based on each
pregnant woman's covariate values and gestational weeakotination. (see Table S2 in Supplementary Appendix
for full list of covariates and model results).

X The cohortspecific expected fetal loss rate is calculated by summing thegtesdprobabilities B...,Foo which
isthen comparedo the observed numbeof fetal losses among the women in the cohort.
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Table S3. Characteristics of Pregnant WomeiReferenceValidation and COVIBL9 Periods

Note: TheReferencgeriod includes women with LMP from Mar. 1, 264Beb. 28, 2018; th¥alidationperiod includes
women with LMP from Mar. 1, 2018Feb. 28, 2019; and theOVIBL9 period includes womewith LMP from Mar. 1,
2020—Feb. 28, 2022.
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Table S4. Observetb-Expected Eventual Fetal Losses among Women Vaccinated for
COVIDB19 with Dose 2 in Gestational Weel813 and 1427

Notes: Table S&hows observedo-expected fetal losses (per 100 pregnancies) anmaregnant
womenwith LMP from Mar. 1, 2020 Feb. 28, 2022accinated folCOVIBL9 with dose 2 Numbers

(n) in parentheses repbthe corresponding total number gbbserved/expectedietal losses in the
cohort.

a. The number of expected fetal losses was obtained by summing the prediabdbglities of
eventual fetal loss of women vaccinated in each gestational week, whiah estimated for each
woman from the baseline reference model, based on her covariate val@gestational week of
vaccination (see Table S2 in Supplementary Appendix for full ksivafiates and model results).

b. Of women vaccinated with dose 2 during weekis3&nd weeks 127, 97% and 96% received
BNT162b2.
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Figure S2. Observe-Expected Eventual Fetal Losses by Gestational Week of Vaccination
among Women Vaccinated fa2OVIB19 with Dose 2 or Dose 3

(a) (b)
COVIBP19 Vaccine Dose 2 During Pregnancy COVIB19 Vaccine Dose 3 During Pregnancy

Notes:

x Panel (a) shows results for women who received dose 2 of CI®MRAecination in pregnancy
during the respective gestational week indicated on the X axis; panel (b) sbewtsforwomen
who received dose 3 of COVIB vaccination during the respective gestational week. Cohort sizes
for each gestational week are report@d Table Sin the Supplementary Appendix.

x For each panel, the Y-axis indicates the observed (solid black) aedtexpdashed black
number of eventual fetal losses (per 100 pregnancies) among womenMRHrom Mar. 1, 2020
—Feb. 28, 2022 who were vaccinated on the gestational week indicatdtie Xaxis. The grey
solid lines show the 95% confidence interval of the expected fetal losses per K}tapoges in
each weekSee section S2 in the supplementary Appendix for a description of how’theete
calculated.

x The number of expected fetal losses was obtained by summing thecpeddprobabilities of
eventualfetal loss of women vaccinated in each gestational week, which were dstinfiiom
the baseline reference modébr each womanbased on her covariate values and gestatiopal
week of vaccination (see Table S2 in Supplementary Appendix for full list oftes@nd model
results).
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Figure S3. Observe-Expected Eventual Fetal Losses by Gestational Week among Women
Vaccinated for COVHD9 with Dose 3 Prior to Pregnancy

Notes:

X Figure S3 shows results for women who received 3 doses of AO®VHacinationprior to LMP
and whose pregnancies were ongoing at the start of the respectivat@sal week indicated on
the X axis. Cohort sizes for eagbek are reported imable Sin the Supplementary Appendix.

X The Yaxis indicates the observed (solid black) and expected (dashek)@ventual number of
fetal losses per 100 pregnancies among women with LMP from Mar. 12028 28, 2022 whq
were sill pregnant at the beginning of each gestational weeR {8 indicated on the Jéxis.

o

x The number of expected eventual fetal lossess obtained by summing the predicte
probabilities of eventual fetal loss of women in each cohort, whighe estimated from the
reference baseline model for each woman, based on her covariatevand the respective
gestational week of pregnancy indicated on the X axis (see Table S2 in Supplgm@pindix
for full list of covariates and model results). Women experiencirg] fess prior to the respective
gestational week on the Axiswere not included in the calculation.
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Table S5. Observetb-Expected Eventual Fetal Losses among Women Vaccinated for Influenza in
Gestational Weeks-83 and 1427 in the Validation Period
(LMP from Mar. 1, 2018 Feb. 28, 2019)

Notes: Table S shows observedo-expected fetal losses (per 100 pregnancies) among wamére
Validation Periodl(MP from Mar. 1, 2018 Feb. 28, 201pvaccinated for influenza. Numbers (n) in
parentheses report the corresponding total numberobserved/expectedetal losses in the cohort.

a. The number of expected fetal losseas obtained by summing the predicted probabilities of
eventual feéal loss of women in each cohort, whialere estimated from the reference baseline
model for each woman, based on her covariate values and gestatia® of pregnancy in which
she vaccinated (see Table S2 in Supplementary Appendix for fulldstarfates and model results).
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Figure S4. Observe-Expected Eventual Fetal Losses by Gestational Week ariidogen
Vaccinated for Influenza Prior to Pregnanagth LMPin the Validation Period
(LMP from Mar. 1, 2018 Feb. 28, 2019)

In-season Influenza Vaccirtgefore Pregnancy

Notes:

x Figure S4 shows results for women who vaccinated for influenza in the same iaflseseson prior
to LMP and whose pregnancies were ongoing at the start of the respestek indicated on the X
axis. Cohort sizes for eanleek are reported in Table $9the Supplementary Appendix.

X The Yaxis indicates the observed (solid black) and expected (dashek) lelgentual number of fetal
losses per 100 pregnancies among worirethe Validationperiod (LMP from Mar. 1, 2018Feb 28,
2019) who were still pregnant at the beginning of each gestatiorakn827) indicated on the X
axis.

x The number of expected eventual fetal lossess obtained by summing the predicted probabilities
of eventual fetal loss of women in each cohavhichwere estimated from the reference baseline
model for each woman, based on her covariate values and the respegéstational week of
pregnancy indicated on the X axis (see Table S2 in Supplementary Appendix forofutidisiriates
and model reslis). Women experiencing fetal loss prior to the respective gestatisreek on the X-
axiswere not included in the calculation.
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Table S6. Observetb-Expected Eventual Fetal Loss Ratios among All Coludigomen Vaccinated
in Weeks 813 and 1427

Note: Table S6 shows the ratios of the number of obseteeekpected eventual fetal losses per 10(
pregnancies that were inatled in this study.

a. The number of expected fetal losses was obtained by summing the pregictldbilities of
eventual fetal loss of women in each cohort, which were estimated ftoeréference baseline
model for each woman, based on her covariate values and gestational iipe&gmancy in which
she vaccinated (see Table S2 in Supplementary Appendix for fulldstariates and model results).

b. Based on results presented in Table 1.
c. Based on results presented in TableS4.
d. Based on results presented in Table 2. s13
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Table S. Percentile Distribution of Predicted Probability of Eventual Fetal Loss and Mesdneg of
Covariates for Women Vaccinated for Influenza a@@®VIB19 with Dose 1
in weeks 813 and Vaccination Before LMP in ti@OVIB19 Period

Notes: Top panel compares percentiles of the predicted probability of eventual fetalilosohorts of women
receivingInfluenza ordose 1 ofCOVIBLY vaccinein gestational weeks &3 or womenvaccinatedprior to
pregnancy with 2 or 3 doses of COMMDvaccine, or with influenza vaccine in same season asAlMilculations
are from gestational week 8. @tom panel compares values of covariatesed inthe baseline reference model
between cohorts All results are fowomen withLMP fromMar. 1, 20206-Feb. 28, 2022.
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Table 8. Observedto-Expected Eventual Fetal Leassamong Women with SARSo0\,2 Infections in
Gestational Weeks 8.3 and 1427 by Vaccination Status

Notes: Table S&hows observedio-expected fetal losses (per 100 pregnancfes)vomenwith a
documented SARSo\2 infection with LMP from Mar. 1, 2020Feb. 28, 2022Numbers (n) in
parentheseseport the corresponding total number gbbserved/expectedjetal losses in the
cohort.

a. The number of expected fetal losseas obtained by summing the predicted probabilities of
eventual fetal loss of women in each cohort, whigtre estimated fronthe reference baseline
model for each woman, based on her covariate values and gestational Weeigmancy in which
she was infected (see Table S2 in Supplementary Appendix for fulldistariates and model
results).

b. The top panel shows resultsrfaromen infected in the respective trimester who had received no
doses of COVHDQ vaccine prior to infection, and the bottom panel shoresults for women who
had received at least one dose of CO¥f¥accine prior to infection. Infections were documedte
with PCR or (from early 2022) lateral flow tests.
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Table 8. Size of WeeKkevel Cohorts Shown in Figures

Notes The size (N) of weekly vaccination cohorts displayed in Figui&sS2, S3 and S4 are shown. Ee
column displays the N from week2d for the cohort listed at the top of the column.
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Secton S4 Rates of Vaccination and SARR®V2 Infections in the COVID9 Period

Among the pregnancies in tH@OVIEL9 period included in the analysis, there are 14,111, 11,591 and 9,000
pregnancies where doses 1, 2 and 3, respectively, of the CO\i&rche were received from weeks 8 to
27 (18.6%, 16.4% and 12.3%, respectively, of all pregnancies includedCi®YHBL9 period). There were
39,028, 34,452 and 11,970 pregnancies where doses 1, 2 and 3, respectively, wamdredor to LMP
(41.4%, 36.5%nd 12.7% of all pregnancies in t8®VIELI period). Over 95% of the women vaccinated
received PfizeBioNTech BNT162b2. Of women exposed during pregnancy, 95.6% of the firstO@os¥s,
of the second doses, and 99.9% of the third doses were BNT162t@llyiall of the remaining women
received Moderna mRNA273. There are 13,634 pregnancies in @@VIBL9 period where influenza
vaccination was received during weekBand 12,544 where it was administered before pregnancy but
within the same influenza season (16.8% and 13.3% of all pregnancies analyzG@Wil9 period,
respectively).

SARSC0V2 Infections There were 9,776 pregnancies where women had a $AR3 infection before
pregnancy and 9,073 pregnancies with an infection in weeXs @.6% and 14.5% of pregnancies included
in the COVIEL9 period, respectively), out of which 6,517 (71.8%) were infected-pastination. Infections
were documented with PCR or (from early 2022) lateral flow tests.
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Figure S5. Month of LMP for Women Redag Dose 1 ofCOVID19 Vaccine
in Gestational Weeks-83

Notes Monthly distribution of LMP for women who received dose 1 of C&@izaccine in
gestational weeks 83 in theCOVIBEL9 period (LMP from Mar. 1, 2020Feb. 28, 2022) is
shown. N of women with LMP in each month is displayed abovbars.
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Beobachtete gegeniliber erwarteten fetalen Verluste nach mRNA-CQMHDIynpfung in der Friihschwangerschaft

ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund

Die klinischen Studien, die zur Zulassung von CQ¥IBpfstoffen herangezogen wurden, schlossen schwangere Frauen aus,
und die bestehenden Sicherheitsbewertungen der COMHDypfung, insbesondere in der Friihschwangerschaft, beschranken
sich auf Beobachtungsstudien, die anfallig fiir verschiedene Arten potenzieller Vegersind, darunter auch die Verzerrung
durch gesunde Impflinge.

Method

Die Studie umfasst Schwangerschaften in Israel mit letzter Menstruation (LMP) zwischén Ménz 2016 und dem 28.
Februar 2022. Die Hauptanalyse prasentiert einen Vergleich der beobachteten mit den erwagtelen ¥erlusten bei
Schwangeren, die wahrend der Schwangerschaftswoch&B Bzw. 1427 einer mRNA-COVI®-Impfung (fast
ausschlieB3lich Pfizer) ausgesetzt waren. Als Vergleichsgruppe dienten Rfiguwedhrend der Schwangerschaftswoche 8
bis 27 gegen Influenza geimpft wurden, sowie Frauen, die vor der Schwangersgeaft@OVID-19 oder Influenza geimpft
wurden. Die kohortenspezifische erwartete Anzahl der fetalen Verluste wird auf dadi@ge von Schatzungen aus einem
Regressionsmodell ermittelt, das auf historischen Daten aus den Jahren 2016 bisa?ti@8 twvurde und individuelle
Risikofaktoren sowie die Schwangerschaftswoche jeder in die Kohortenaumigeenen schwangeren Frau berticksichtigt.

Ergebnisse

Die Analyse von 226.395 Einlingsschwangerschaften in Israel von 2016 bis 2022 zeilie G&VIR9-Impfung mit der
ersten Dosis in der 8. bis 13. Schwangerschaftswoche mit éirerdem erwarteten Welttegenden Anzahl von
Fruchttodfallen von etwa 13 gegentiber 9 erwarteten Fallen pro 100 exponierten Schwangerschdftamien war, d. h.
fast

3,9 (95 % KI: [2,55,14]) zusatzliche fetale Verluste Uber den erwarteten Wert pro 100 Schwangerschaften Denndeist
zusatzlichen fetalen Verluste traten nach der 20. Schwangerschaftswoche auf, fast die Halfteazvader 25.
Schwangerschaftswoche. In &hnlicher Weise wiesen Frauen, die in den WodkelB8it der dritten Dosis geimpft
wurden, eine Uber dem erwarteten Wert liegende Zahl von Fruchttodesfallenraufast 1,9 (95 % KI: 0,39,42)
zusatzlichen Fruchttodesfallen pro 100 Schwangerschaften. Im Gegensatz dazu wlesamgere Frauen, die in den
Wochen 8 bis 27 gegen Influenza geimpft wurden, durchwegggniagereAnzahl von Fruchttoten auf als erwartet, was
wahrscheinlich auf eine Verzerrung durch gesunde Impflinge zurtickzufiihren isgnFdée vor der Schwangerschaft
gegen COVID-19 oder Influenza geimpft wurden, wieseneginartungsgemaleder geringereAnzahl von Fruchttoten
auf.

Schlussfolgerung

Die Ergebnisse liefern Hinweise auf eine deutlibbr den Erwartungeliegende Zahl von fetalen Verlusten im Zusammenhang
mit einer COVIQ9-Impfung wahrend der Schwangerschaftswoché®
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EINLEITUNG

Schwangere Frauen wurden aus den zulassungsrelevanten randomisierten &hirstaldien, die fir die ersten
Zulassungen der COVIR-Impfstoffe herangezogen wurden, ausgeschlossen. Die einzige naclifelgerdomisierte
klinische Studie an schwangeren Frauen wurde von Pfizer durchgefuhrt und wemfasgt73 Frauen, die in relativ

fortgeschrittenen Stadien der Schwangerschaft (Schwangerschaftswodd)2deimpft wurden (Pfizer 2023).

Beobachtungsstudien zur COMIBAmpfung wéhrend der Schwangerschaft vergleichen Uberwiegend die Ergebnisse
zwischen geimpften und ungeimpften Schwangeren wahrend aktiver Impfkampagnen unter dangererschiedener
Regressionsmodelle (Fell, Dhinsa et al. 2022, Magnus et al. 2022, Calvert, Carrughers et

2022, Velez et al. 2023, Calvert, Carruthers et al. 2023, Goldshtein, Steinberg et al. 2@22].Fa023, Rimmer et al.
2023). Von diesen Studien haben nur wenige die Auswirkungen der AQWipfung in der Frilhschwangerschaft
berlicksichtigt, wenn das Risiko einer Teratogenitat wahrscheinlich am héchst€aligert, Carruthers et al. 2022, Velez et
al. 2023, Shimabukuro et al. 2021). Weitere Studien zum Zusammenhang zwischerl@@Milngen in der
Frihschwangerschaft und spontanen Fehlgeburten (vor der 20. Woche) verwarelateFall-Kontroll-Methode.

(Kharbanda, Haapala und DeSilva, et al. 2021, Kharbanda, Haapala und Lipkind, et al. 2023)

Mit wenigen Ausnahmen (Aharon et al. 2022, Kuhbandner und Reitzner 2023, Velez et phaf8Studien zur COVID-
19 Impfung wahrend der Schwangerschaft keinen statistisch signifikanten Zusamngenhiesgchen unerwiinschten
Schwangerschaftsausgangen und einer CQ@Dapfung wahrend der Schwangerschaft festgestellt. (Rimmer et al. 2023,
Prasad et al. 2022)

Diese Beobachtungsstudien weisen jedoch bekannte methodische Einschgénkhinsichtlich der Kontrolle des
Zeitpunkts der Impfung wahrend der Schwangerschaft, der angewandten Einschluss- sciuussgriterien und
potenzieller Storfaktoren auf, die nicht kontrolliert werden. (Fell, Dimitris .€2@21) Insbesondere beobachtete und nicht
beobachtete Unterschiede im Gesundheitszustand zwischen geimpften undgeichpften Frauen kénnten die
untersuchten Ergebnisse beeinflussen und eine Quelle fir methodischeriegen sein, die algerzerrung durch
gesunde (oder ungesunde) Impflingezeichnet werden( Hgeg, Duriseti und Prasad 2023, Remschmidt, Wichmann und
Harder 2015)

Die vorliegende Studie hatte zum Ziel, die Auswirkungen der CCMIDpfung wahrend der Schwangerschaftswoche 8
bis 27 anhand anonymisierter Daten von Maccabi Healthcare Services (MHS), der Ruwmitfn@nkenkasse Israels, zu

bewerten. Die Hauptanalyse berticksichtigte verschiedene exponierte Kohatigrasgerer Frauen, die
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auf der Grundlage des Zeitpunkts und der Dosis der Impfung definiert wuideranalysierte anhand
historischer Daten die jeweilige Differenz zwischen der beobachteten endrd/arteten Anzahl von

Fruchttodféllen innerhalb jeder Kohorte.

Israel war das erste Land weltweit, das im Dezember 2020 eine landesweite C®IMipfkampagne startete, wobei fast
ausschlieBlich der mRNA-Impfstoff Pfizer BNT162b2 zum Einsatz kam. Im A2duse? Israel erneut das erste Land, das
die Bevélkerung mit einer Auffrischungsimpfung versorgte. Eine Emgpiglzur Impfung schwangerer Frauen wurde vom
israelischen Gesundheitsministerium am 19. Januar 2021 verdffentlicht und ztiaétkss 2ind 3Trimester beschrénkt,
bevor sie am 1. Februar 2021 auf alle Stadien der Schwangerschaft ausgeweitet Bsigibt mehrere Studien zum
Zusammenhang zwischen CO\IBBHmpfungen und verschiedenen Schwangerschaftsausgangen, die auf Dateraaus |
basieren, aber sie weisen dhnliche methodische Einschrankundevieadie oben genannten. (Wainstock, Yoles und
Sergienko 2021, Lipschuetz et al. 2023, Dick et al. 2022, Rottenstreich et al. 2022, Goldshteimg&tieaih2022)

MATERIALIEN UND METHODEN

Datenquellen

Diese Studie stitzt sich auf die zentralisierte elektronische Gesitsdkien-Datenbank (EHR), die seit den 1990er Jahren
von MHS gepflegt wird und eine Langsschnittdatenbank mit 2,7 Millionen Patier@én (&r israelischen Bevolkerung) mit
minimaler Fluktuation (~1 % jahrlich) umfasst. Anonymisierte Daten aus derrSdi@angerschaftsregister wurden am 6
Mai 2023 extrahiert. Zu diesem Zeitpunkt enthielt das Register Informationen zu 1.330.84&ngehschaften seit 1990.
Diese Studie verwendete 226.395 Schwangerschaften mit vollstandigen und zsigenéBaten und LMP zwischen dem 1.
Marz 2016 und dem 28. Februar 2022. Das Register enthalt Informationen, die routiigevo@l3seburtshelfern erfasst
werden, darunter Schwangerschaftsausgange und das Datum ihres Eintritts, das DatumaeMetzstruation (LMP), die
Anzahl der Embryonen und die Angabe, ob die Schwangerschatft als risikangiesteiit wurde, sowie das Datum, an dem
die Schwangerschaft in die Risikokategorie aufgenommen wurde. Die Daten a@&temngerschaftsregister wurden mit
anderen EHR-Daten zu diagnostizierten klinischen Zustéanden, Fordetfiigeedizinische Leistungen und Verfahren
sowie einem speziellen COVIB-Register verknlpft, das Informationen zu CO¥®EIMpfungen und Laborbefunden aus
einem Zentrallabor enthielt. Die institutionelle Priifungskommission MHS genehmigte die Studie, die aufgrund ihres
retrospektiven Charakters und der Verwendung von routinemafig erhobenemyarisierten Informationen von der

Einwilligungspflicht befreit war.
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Expositionen

Die primare Analyse umfasste Kohorten von Schwangeren, die wahrend der Schwiaaigeiser Dosis 1 oder 3 einer
COVIDE9-Impfung ausgesetzt waren, mit separaten Kohorten fur die Exposition wahrend der Schwaafiensathen 8

13 bzw. 1427. Dosis 2 wurde nur als erganzende Analyse einbezogen, da die Uiberwiegeimdei/der Frauen, die Dosis

1 erhalten hatten, auch Dosis 2 erhielt. Die Kohorten fur Dosis 3 umfassen nur Frigueor, der Schwangerschaft zwei

Dosen erhalten hatten. Die Studie umfasste Zu<}Z}ES v (°E ]Jvi ov ~ ZA vP E« Z (8+A} Z v tAGUY
aus Frauen bestanden, die in der jeweiligen Schwangerschaftswochee\Z ©WiI[-9-Impfung (Dosi4 oder 3) erhalten

hatten. Das prospektive Risiko jeder Frau, die in diese CO¥ipfkohorten aufgenommen wurde, wird prospektiv

anhand eineRisikowochdewertet, die als die Schwangerschaftswoche der Impfung definiert ist. (SieEetiterung der

Ergebnisse weiter unten.)

Frauen, die wahrend der Schwangerschaftswoche 1 bis 7 geimpft wundeden ausgeschlossen, da die Identifizierung
und Nachverfolgung von Schwangerschaften wéhrend dieser Wochen nur teilwaisuneinheitlich erfolgt ist, was zu

Bedenken hinsichtlich Verzerrungen bei der Berichterstattung fiihrtpEsveise kdnnten geimpfte Frauen eher dazu
neigen, einen frilhen Fruchttod zu melden. In Woche 8 oder 9 wefalg alle Schwangerschaften bereits nachverfolgt und

die Dokumentation ist wesentlich einheitlicher.

Um Verzerrungen durch mdglicherweise unbeachtete Stérfaktoren zumindest teilaegiserticksichtigen, wurden in der

Analyse zwei Arten von vergleichenden Kontrollkohorten beriicksichtigt. Erstensnvikimhtrollkohorten fiir die

Exposition gegenuber Influenza-Impfungen wahrend der Schwangerschaftswotti@u®d 14t27 sowie fir einzelne

t} Z v tAGUYUTO Zvo] Z (]v] ESX «A ]88 ve ApuE [V IE K% Ip\RIAIREP B "&A VP E:-
A 18 E <}v8E}oo ul]d JVA, ZIP v <}Z}ES v (°E ] " ZABPPIEZZIPEWA}]Z iVAAOGU L
umfassten, die zu Beginn der Woche W noch schwanger waren und vor der Schwangerisdbafteth 1 und 2, Dosis 3

oder eine Influenza-Impfung erhalten hatten. In diesen letzteren Kohorten wirRidikowoche als die jeweilige

Schwangerschaftswoche W defirtier

Die explorative Analyse umfasste die Exposition gegenlber einer SARS-CGeltidhinfahrend der Schwangerschaft
(bestatigt durch einen positiven PCR-Test), mit Kohorten, die einer Infektion wahre&tleangerschaftswochenB3

bzw. 17t24 mit und ohne vorherige COVID-Impfung entsprachen.
Ergebnisse

Das Hauptergebnis der Studie war der letztendliche Verlust des Fotus wéahrend der §etsehaft, ein zusammengesetzter
Messwert, der spontane und induzierte Abtreibungen sowie Totgeburten umfasst. Basimengesetzte Ergebnis wurde auf

der Grundlage des Schwangerschaftsregisters, der Diagnose und der Verfahrensoutiek.6iehe Tabelle S1 im
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erganzenden Anhang fiir eine detaillierte Beschreibung.) Wahrend spontane Abtreiburdjiotgeburten unfreiwillig
auftreten und durch biologische Mechanismen verursacht werden, kdnnen grtiiZibtreibungen entweder freiwillig
oder therapeutisch (d. h. aus medizinischen Griinden) erfolgen. Freivfilijeibungen erfolgen in der Regel aus
persénlichen Erwagungen oder Griinden wie dem Alter der Mutter umditastanden der Schwangerschaft (z. B.
aul3erhalb der Ehe oder als Folge einer strafrechtlich verbotenen Beziehung)iniéetie Grinde fur induzierte
Abtreibungen (z. B. fetale Defekte und Fehlbildungen) umfassen biologische Ntsnkandie sich mit denen von
spontanen Abtreibungen und Totgeburten Giberschneiden. Diagnose- und Ledétiaigsm Zusammenhang mit
induzierten Abtreibungen enthalten oft keine klare Dokumentation der zugrunde liegeGdé@mde, und viele sind durch

Bedenken hinsichtlich der Gesundheit des Fotus motiviert.

Um die Plausibilitat zu beurteilen, dass die Ergebnisse zu den endgiltigkem féerlustraten nicht ausschlieBlich auf
freiwilligen Entscheidungen der Frauen beruhen, wurden spéte fetaledterhb der 14., 20. und 25.
Schwangerschaftswoche als zusétzliche Ergebnisse berucksichtigt. In Israel méssemangerschaftsabbriche vorab
von speziellen Ausschiissen genehmigt werden, die innerhalb der Geswsaitnédhtungen eingesetzt sind. Ein aktueller
Bericht des israelischen Gesundheitsministeriums Uber die zeitlithemds bei Schwangerschaftsabbriichen im Zeitraum
199012022 zeigt, dass Wahlabtreibungen nach der 14. Schwangerschaftswoche immer seltener gevaorded si
Schwangerschaftsabbriiche nach der 24. Woche selten sind und nur aus medizinischem@aimehmigt werden.

(Israelisches Gesundheitsministerium 2023)

Beobachtete und erwartete Zahlen fur den endgiiltigen Verlust des Fétus

Die priméren Analysen in dieser Studie folgten einem in Studien zur Impfsheffseit haufig verwendeten Ansatz, bei
dem die beobachtete Haufigkeit unerwiinschter Ereignisse bei geimpftesoifem mit der erwarteten Haufigkeit auf der
Grundlage der Hintergrundraten in der Allgemeinbevdlkerung verglichen wioddi(@-Marafién et al. 2024, Mahaux,
Bauchau und Holle 2015) Im Gegensatz zu bestehenden Studien zur Sicherhepfumgén wahrend der
Schwangerschaft, die erwartete Hintergrundinzidenzraten verwendet haben, die nietifisph fir die Studienpopulation
sind (Shimabukuro et al. 2021), schatzte die aktuelle Studie die kohortenspezdiseirtete Anzahl von Fruchttragen,

angepasst an die individuellen Merkmale der geimpften Frauen.

Die bereinigten Schatzungen der erwarteten Anzahl von Fruchttodféllen wurdetea@®@rundlage eineReferenzmodells
auf individueller Ebene berechnet, das durch Training eines gepoolten logistiBdggassionsmodells fur
Schwangerschaften mit LMP zwischen dem 1. Marz 2016 und dem 28. Februar 2018 erstellt wuedeV Diedl
verwendete als Eingabe eine Schwangerschaft in einer bestimmten Schwarafesssikowoche. AnschlieRend schatzte

es das prospektive Risiko eines eventuellen Fruchttodfalls ab dieser
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Woche wahrend der gesamten Schwangerschaft, wobei das Gestationsalter und detekial@mat der
Schwangerschaft, das Alter der Frau sowie mehrere Kovariablen, die den GesundlaitbdestFrau, ihr
Gesundheitsverhalten und andere soziodkonomische Faktoren erfassemrkbigtitigt wurden. Eine detaillierte
Beschreibung des Basisreferenzmodells, der Kovariablen und der Modetieggfinden Sie im erganzenden Anhang
Abschnitt S1 und in den Tabellen S1 und S2.

Die kohortenspezifische erwartete Anzahl der letztendlichen fetalen Verlustdenaerechnet, indem die vorhergesagten
individuellen Risikowahrscheinlichkeiten aller Frauen in der Kohorte serhwurden, die auf der Grundlage der Woche
berechnet wurden, in der jede von ihnen exponiert war (d. h. der RisikowyoEhe erwartete Anzahl wurde dann mit der
beobachteten Anzahl der fetalen Verluste in der Kohorte verglichen. Abbildung S1 irzesxdén Anhang veranschaulicht,
wie die Analyse fir die Impfkohorten fiir die Schwangerschaftswochen 8 bigdietiihrt wurde. Die
kohortenspezifischen erwarteten und beobachteten Zahlen der fetalen Verlustgen (als Anzahl der fetalen Verluste
pro 100 Schwangerschaften) zusammen mit der Differenz zwischen beobachteten und erwsvesten, dem 95 %-
Konfidenzintervall (KI) und der Anzahl der Schwangerschaften in jeder Kohorte angeeb@erhaltnisse der
beobachteten zu den erwarteten fetalen Verlusten mit den entsprechenden 95 %dikdeparat im erganzenden Anhang
angegeben. Eine Beschreibung der Berechnung der erwarteten Werte und dereidl Siiedin Abschnitt S2 im erganzenden

Anhang.

Die Analyse kann als simulierte Studie interpretiert werden, bei der jede fteisghwangere Frau in der Kohorte mit einer
C*CV3Z SJuVvP JUu%e (3 v <}VEE}00% E+}v” uld Zvo] Z v J& (] P ovo Z |8 v/ cZ AP vAPo [EZ
AuE X ] EP Vv]ee E *Cv3Z 8] Z v <}VEEPO0 w ApEEV( (H VIE} '@av o Jupo] E3
mit den beobachteten Ergebnissen verglichen. Durch den Vergleich der geimpftemFnétthistorischen (synthetischen)

Kontrollen anstelle von Kontrollen innerhalb des Impfzeitraums ermdéglidbté&alyse der beobachteten und erwarteten

t E$ ]Jv u £Aluo cm E Jve3JuupvPr & } Z38 8 v <}A E] B vZ@pgszelty pvl ve] E

Spéte Fehlgeburten . Um der potenziellen Sorge Rechnung zu tragen, dass Frauen, die in den frihen
Schwangerschaftswochen (B3) gegen COVID-19 (Dosis 1 oder 3) oder Influenza geimpft wurden, méglicherweise haufige
(oder seltener) zu rein elektiven Schwangerschaftsabbriichen neigten, wurde diemiffavischen der beobachteten und

der erwarteten Anzahl der letztendlichen Fehlgeburten ab der 14., 20. und 25. Woche fén Berechnet, die in den

Wochen 813 geimpft wurden. Bemerkenswert ist, dass das individuelle Risiko eizé=nidlichen Fruchttodes fir jede

Frau in diesen Kohorten prospektiv in den Schwangerschaftswochen 14, 20 und 25 semtfiiauen geschatzt wurde,

die zu Beginn der jeweiligen Woche noch schwanger waren. Dartber hinaus eer&rozentsatz der Frauen, die ab der

Schwangerschaftswoche
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25 an bei Frauen, die eine COMI®IMpfung (Dosis 1 oder 3) oder eine Grippeimpfung erhalten hatten, er et
t} Z v tAGUYUIii @& Zv §X ]+« AuE chenPvozehisatzallé drjuen verglichen, die zu Beginn

jeder Woche W noch schwanger waren.

Validierungs-und Robustheitsanalysen

Um eine Validierung der Basisreferenzschatzungen auf3erhalb der Stichprobe teneuhdl zu beurteilen, wie konsistent
diese zwischen verschiedenen Analysezeitraumen waren, wurde die beobagztretavartete Analyse fiir Influenza-
Impfkohorten mit LMPs vom 1. Mé&rz 2018 bis zum 28. Februar 2019 durchgefiihrt. Dazu gehdrten die Kohorten der
SchwangerschaftswochentB3, 14t27 sowie die Ein-Wocher-}Z}ES v tA6UY UTO dmhpfung(vopderl

Schwangerschatt, jedoch in derselben Influenza-Saison wie der LMP.

Es wurden mehrere zusatzliche Robustheitsanalysen durchgefiihrt. Zunachstwdiedwvichtigsten Beobachtungsr
Erwartungs-Analysen unter Verwendung eines Basisreferenzmodells wiededwéntiand von Daten vom 1. Méarz 2016
bis zum 28. Februar 2019 geschatzt wurde. Um die Sensitivitat der Ergefpeigseiber der Wahl des Beginns der
Nachbeobachtungszeit (Woche 8) zu beurteilen, wurde die Beobachturgswsartungs-Analyse wiederholt, wobei die

Schwangerschaften ab Woche 10 nachbeobachtet wurden.

Es wurden erganzende Analysen durchgefiihrt, um sowohl den Risikowert als a@vai@tenverteilungen der Kohorte
von Frauen, die in den Wochen 18 bis 13 gegen COVID-19 geimpft wurden, nmitsgieeehenden Influenza-Impfkohorte
sowie mit Frauen zu vergleichen, die vor der Schwangerschaft einer InflumheraCOVID9-Impfung ausgesetzt waren.
Um den Zusammenhang zwischen Influenza- und CO¥IBypfung in der Frihschwangerschaft zu untersuchen, wurden
Frauen identifiziert, deren Schwangerschaftszeitpunkt es ihnen ermdglichte, die erstalBo€OVIDS-Impfstoffs in der

8. bis 13. bzw. 8. bis 27. Schwangerschaftswoche zu erhalten. Innerhalb dieser Grupgem Fvauen, die in derselben

Saison eine Influenza-Impfung erhalten hatten, mit Frauen verglichen, die lkdimenza-Impfung erhalten hatten.

ERGEBNISSE

Abbildung 1 zeigt die in die Analyse einbezogenen und ausgeschlossenen @aiselzaften sowie die Grunde fur den
Ausschluss. Tabelle S3 enthalt deskriptive Statistiken zu den Kovariateadén, die in jedem der drei
AnalysezeitrAume (Referenz, Validierung und COVID-19) beriicksichtigt wurden. QjeredgtUnterschiede im
Mittelwert einiger Kovariaten, die in den beobachteten und erwarteten Amalyangepasst wurden. Die COMI®-
Impfraten wahrend der Schwangerschaft und deren zeitlicher Ablauf sind im erganzendemgAfitschnitt S4 und in
Abbildung S5 beschrieben.
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Abbildung 1. In die Analysen einbezogene und ausgeschlossene Schwangerschaften
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Beobachtetezu-erwartete Analyse

Impfung w ahrend der Schwangerschaft. Tabelle 1 zeigt die Ergebnisse der beobachtetearwarteten Analyse fiir
Frauen, die in den Wochent83 und 14t27 geimpft wurden. Frauen, die in den Wocheti8 mit Dosis 1 oder 3 gegen
COVID-19 geimpft wurden, wiesen wahrend der gesamten Schwangerschdiib@ieeals erwarteténzahl an
beobachteten Fruchttodféllen auf. Die Unterschiede zwischen den beobachtetedamdrwarteten Werten betrugen
3,85 (95 % KI: [2,55,14]) fur Dosid und 1,9 (95 % KiI: 0,38,42]) fur Dosis 3, d. h. zusétzlich 3,85 bzw. 1,9 beobachtete
fetale Verluste tber den erwarteten Werten pro 100 Schwangerschaften. Bei AOGV¥iipfungen in den Wochen 127

war die beobachtete Zahl der fetalen Verlugteringer als erwartetmit einer Differenz zwischen beobachteten und
erwarteten Werten von -0,79 (95 % KI: [-1,07 - -0,51]) fiir Dosis 1 und -0,85 (95 % KI: [-0,4Bfur@®3is 3.

Im deutlichen Gegensatz dazu wiesen die entsprechenden Influenza-Infigdstoiften eine geringere als erwartete

Anzahl beobachteter fetaler Verluste, mit einer Differenz zwischen beobashtetd erwarteten Werten von -5,11 (95 % KI: [-
6,06 -

-4,16] und -1,24 (95 % KI: [-1,610,98]) fur die Wochen &3 und 14t27, d. h. 5,11 bzw. 1,24 weniger Fruchttod pro 100
Schwangerschaften als erwartet. Die Ergebnisse fur die zweite O\hEpfdosis sind &hnlich wie fir die erste Dosis und
sind in Tabelle S4 im erganzenden Anhang aufgefiihrt. Die Verhéltnisse zwisobaohieten und erwarteten fetalen

Verlusten sind in Tabelle S6 angegeben.

Jo uvP 11 1P3 ] } 2838 v uv EA ES33v EP V] ]I iAGUNWITOV(E Z] vIKZS/
19-Impfung (1. Dosis) und die Grippeimpfung. Diese zeigten Muster, die mit ddmisgen in Tabelle 1 fir Kohorten von
Frauen Ubereinstimmen, die in den Wochetil8 und 14t27 geimpft wurden. Abbildung 2(a) zeigt, dass fir jede der
t} Z v tABUYUIT &E p vU ] Jv t} Z t u]d }e]e iubdRerHamE(SarkupgEn liedéndpzahl
beobachteter Fotalverluste aufwiesen, wobei die Differenz zwischen betdiaohund erwarteten Werten bis zu 9
zusatzliche Fotalverluste pro 100 Schwangerschaften betrug. Die Differenz zwischen beobachtetemanteten Werten
blieb positiv, ging jedoch von Woche 9 bis Wodlielp@° IU pv Jv v t} Z v tAidUYUTO | ZES ] Z -«
sodass die beobachteten fetalen Verlusteter den erwartetenWerten lagen. Im Gegensatz dazu wiesen die
entsprechenden Influenzadu %0 (1} Z}ES v ]v X 1~ « A ZE v o0 EdejtizhgeringéreAnzdhlan |v
beobachteten fetalen Verlusten aafs erwartet Die Ergebnisse fir die COMI®Impfdosen 2 und 3 sind in Abbildung S2

im erganzenden Anhang dargestellt.
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Tabelle 1. Beobachtete im Vergleich zu erwarteten endgiltigen fetalen Verlusten lzidtr, die in den

Schwangerschaftswochent®3 und 14t27 gegen COVID-19 oder Influenza geimpft
wurden

Anmerkungen:Tabelle 1 zeigt die beobachteten im Vergleich zu den erwartédtalen Verlusten (pro 100 Schwangerschaften)

Frauen, die zwischen dem 1. Mé&rz 2020 und dem 28. Februar 2022 gegenX®QWii3is 1 oder 3) oder Influenza geimpft wurd
und deren LMP in diesem Zeitraum lag. Die Zahlen (n) in Klangaben die entsprechende Gesamtzahl (beobachtet/erwartet)

fetalen Verluste in der Kohorte an.

a. Die Anzahl der erwarteten fetalen Verluste wurde durch Summiedang/orhergesagten Wahrscheinlichkeiten eines eventuel
fetalen Verlusts bei Frauen ermittelt, die in jeder Schwangerschaftse geimpft wurden. Diese Wahrscheinlichkeiten wurden anhg
des Basisreferenzmodells fur jede Frau auf der Grundlage ihrer Kovaraterund der Schwangerschaftswoche zum Zeitpunkt
Impfung geschétzt (siehe Tabelle S2 im ergdnzenden Anhang fir eine valisthistiée der Kovariaten und Modellergebnisse).

b. Von den Frauen, die in den Wocheit18 und 14t27 mit Dosis 1 geimpft wurden, erhielten 97 % bzw. 96 % BNT162b2. Be8D
erhielten fast 100 % der Frauen, die in den Woch&tB3und 14t27 geimpft wurden, BNT162b2.

C. Die Influenza-Impfkohorte entspricht zwei Influenza-Saisons zwischarld®arz 2020 und dem 28. Februar

10
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Abbildung 2: Beobachtete gegentber erwarteten endgultigen fetalen Verlustem&chwangerschaftswoche der
Impfung bei Frauen, die gegen COVID-19 oder Influenza geimpft wurden

@ (s
COVIDt9-Impfstoff Dosis 1 wahrend der Schwangerschaft Influenza-Impfung wahréedSchwangerschaft

Legende

{ Panel (a) zeigt die Ergebnisse fiir Frauen, die wéhrend dewaBgkrschaft in der auf der X-Achse angegebe
Schwangerschaftswoche die erste Dosis der CQ®¥Hnpfung erhalten haben; Panel (b) zeigt die Ergebnisse fiueRkralie
wahrend der jeweiligen Schwangerschaftswoche eine Influenza-hgpfrhalten haben. Die KohortengréBen fir jec
Schwangerschaftswoche sind in Tabelle S9 im erganzenden Anhang harifgefi

{ Injedem Feld gibt die Y-Achse die beobachtete (durchgemngchwarze Linie) und die erwartete (gestrichelte schwhirzie)
Anzahl der letztendlichen Fehlgeburten (pro 100 Schwangerseh)dfs Frauen mit LMP zwischen dem 1. Méarz 2020 und ¢
28. Februar 2022 an, die in der auf der X-Achse angegebenen Semsdrajtswoche geimpft wurden. Die graue
durchgezogenen Linien zeigen das 95-prozentige Konfidenzatl der erwarteten fetalen Verluste pro 100 Schwangerschafi
in jeder Woche. Eine Beschreibung der Berechnung der Konfidenzintervaéla fite in Abschnitt S2 im ergdnzenden Anhang

{ Die Anzahl der erwarteten fetalen Verluste wurde durch Summierung wiezhergesagten Wahrscheinlichkeiten eing
letztendlichen fetalen Verlusts bei Frauen ermittelt, die in jeBehwangerschaftswoche geimpft wurden. Diese wurden anh
des Basisreferenzmodells fir jede Frau auf der Grundlage ihrer Kovariatenwmertier Schwangerschaftswoche zum Zeitpu
der Impfung geschatzt (siehe Tabelle S2 im erganzenden Anhragigdivollstandige Liste der Kovariaten und Modellergebnis

Spate fetale Verluste. Tabelle 2 zeigt die Ergebnisse der Analyse der beobachteten und erwartetgiliégeh fetalen
Verluste bei Frauen, die wahrend der Schwangerschaftswochen 8 bis 13 gegen COVKds1Odder 3) oder Influenza
geimpft wurden und zu Beginn der Schwangerschaftswochen 14, 20 bzw. 25 noch schwaegeSaaohl in der Kohorte
mit Dosis 1 als auch in der Kohorte mit D&sigar bis zur Schwangerschaftswoche 25 weiterhin eine deuilxer dem
erwarteten Wert liegend@ahl an endgltigen Fruchttoten zu verzeichnen. Bei Dosis 1 betrug die Differenzrwisch
beobachteten und erwarteten Werten in Woche 14

3,05 (95 % KI: [2,064,05]), d. h. mehr als 3 zusétzliche fetale Verluste pro 100 Schwangerschaften Giber déstemviert.

11
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was sehr nahe an der in Tabelle 1 angegebenen Differenz zwischen beobacimgterwarteten Werten von 3,85 lag. Die
beobachteten Abweichungen von den erwarteten Werten in Woche 20 und 25 betrugen 2,47K([9%1%68t 3,16]) bzw.
1,66 (95 % KI: [1,112,]) Uber den erwarteten Werten pro 100 Schwangerschaften. Bei Dosis 3 betrug die Differenz
zwischen beobachteten und erwarteten Werten in Woche 14 2,73 (95 % KI:1{3,B%]) Uber den erwarteten Werten
liegende fetale Verluste pro 100 Schwangerschaften, was héher war als der in Talmgjegélzene Wert von 1,9, und in
den Wochen 20 und 25 betrug sie 1,52 (95 % KI: [0Z,54]) bzw. 0,95 (95 % KI: [0,8Q]) Uber den erwarteten Wert pro
100 Schwangerschaften. Im Gegensatz dazu zeigtentie dem erwarteten Wert liegendeeobachtete Zahl der
letztendlichen fetalen Verluste in der Influenza-Kohorte einen rasch sgffanden negativen Unterschied zwischen
beobachteten und erwarteten Werten mit -2,27 (95 % KI: [-2,96 - -1,58]), -0,91 (95 % KI: [-1,39 - -0,84P8uf8b 2% KiI:
[-1,16 - -0,39]) fetale Verluste pro 100

Schwangerschaft in den Wochen 14, 20 und 25 im Vergleich zu den in Tabelle 1 angegéHdnfetalen Verlusten pro
100 Schwangerschaften. (Siehe Tabelle S6 fir die entsprechenden beobachteten und erwartetarVietalstquoten.)
Daruber hinaus Tabelzeigt, dass 2,72 %, 1,79 % und 0,72 % der Frauen, die wahrend der Schwangerschaftsi®che 8
die erste Dosis, die dritte Dosis bzw. die Grippeimpfung erhielten, ab der Schwehajtswoche 25 einen Fruchttod

erlitten, verglichen mit 0,99 % bzw. 1,09 % aller Frauen, die in den Wochen 8 und 1haeimger waren.

Impfung vor der Schwangerschaft.  Abbildung 3(a) zeigt die beobachteten und erwarteEergebnisse fur jede Woche

tABUYUT6 ] &E pvU ] AJE E N ZA VP E- Z (§1A] VyPVEEZ ©@5wW I dfiwU P&V
der jeweiligen Woche W Uberlebten und die bis zum Beginn der Woche #@tgiteeDosis erhalten hatten. Abbildung 3(b)

zeigt dasselbe fur Frauen, die in derselben Saison wie ihre LMP, aber Suhaeangerschaft gegen Influenza geimpft

wurden. Im Gegensatz zu den Ergebnissen flr die Impfung wéhrend der Schwangevedsat sowohl die COVID®- als

auch die Influenza-Kohorte dhnliche beobachtete und erwartete Zahlen fir fetalestéeduf, wobei die beobachteten

Zahlenden Erwartungen entspracherer leichtdarunter lagenAbbildung S3 im ergdnzenden Anhang zeigt &hnliche

Ergebnisse fur Frauen, die vor der Schwangerschaft mit 3 Dosen geimpft wurden.

SARS-CoV-2-Infektioneie beobachteten Zahlen der fetalen Verluste waren bei Frauen mit SARS-CoVi@nrlerfekt
wahrend der Schwangerschaftswochetl8 und 14t27 vor und nach der COVID-Impfung etwasiedriger als erwartet

mit Ausnahme der SARS-CoV-2-Infektionen in den SchwangerschaftswddBdme8nicht geimpften Frauen, aber alle 95
%-Konfidenzintervalle der jeweiligen beobachteten zu erwartenden Untersctdgee bei O (Tabelle S8). Die SARS-CoV-2-

Infektionsraten vor und wahrend der Schwangerschaft sind im erganzenden Anhang Abschestti8#ben.
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Tabelle 2: Beobachtete gegenliber erwarteten endgultigen fetalen Verlusten in den WodH4e20 und 25
bei Frauen, die in der 8. bis 13. Schwangerschaftswoche gegen COVID-19 oder Influenza geimpft

Anmerkungen:Tabelle 2 zeigt die Anzahl der beobachteten im Vergleictemwedvarteten endgiltigen fetalen Verluste (pro 1(
Schwangerschaften) bei Frauen mit LMP vom 1. Marz 2020 bis zum 28. Februati®2hrend der Schwangerschaftswoche
13 gegen COVID-19 (Dosis 1 oder 3) oder Influenza geimpft wurdetalidén (n) in Klammern geben die entsprechende Gesamt
der (beobachteten/erwarteten) fetalen Verluste in der Kohorte an.

a. Die Anzahl der erwarteten fetalen Verluste wurde durch Summierungyaidergesagten Wahrscheinlichkeit eines eventuell
fetalen Verlusts von Frauen in jeder Impfkohorte aus der jeweiligen Schwahgisseoche (14, 20, 25) ermittelt, die fur jede Frg
anhand des Referenz-Basismodells auf der Grundlage ihrer KovariatenwentieuSdhwangerschaftswoche (14, 20, 25) gesch
wurden (siehe Tabelle S2 im ergdnzenden Anhang fir ateeder Kovariaten und Modellergebnisse). Frauen, die vor deijigen
Woche (14, 20, 25) einen fetalen Verlust erlitten hatten, wurden nicht in eiiedBnung einbezogen.

b. Von den Frauen, die in den Wochen 8 bis 13 die erstisRosielten, erhielten 97 % BNT162b2. Bei der dritten Dosisl&rhig
fast 100 % der Frauen, die in den Wochen 8 bis 13 geimpft wurden, BNT162b2.

C. Die Influenza-Impfstoffkohorte umfasst zwei Saisonen vom 1. Marz 2020 bis zum 28. Februar 2022.

wurden



medRxiv-Vorabdruck doi: https://doi.org/10.1101/2025.06.18.25329352; diese Version wurde am 20. Juni 2025 verdffentlicht. Der Urheberrechtsinhaber dieses Vorabdrucks
(der nicht durch Peer Review zertifiziert wurde) ist der Autor/Forderer, der medRXxiv eine Lizenz zur unbefristeten Veréffentlichung des Preprints erteilt hat.
Er wird unter einer CC-BY-NC-ND 4.0 International-Lizenz zur Verfugung gestellt.

Tabelle 3. Beobachtete fetale Verluste ab der 25. Woche bei Frauen, die gegen COVID-19 oaewzifhieimpft
wurden, und bei allen Frauen in der 8. bis 13. Schwangerschaftswoche

Anmerkungen:Die Felder in Tabelle 3 zeigen die Rate der letztendlichaefefet/erluste ab der 25. Woche bei Frauen, die mit der er
oder dritten Dosis gegen COVID-19 geimpft wurden, sowieleeiBtauen mit LMP zwischen dem 1. M&rz 2020 und dem 28. Februar|
Fur die Impfkohorten ist N die Anzahl der in der jeweiligéoche geimpften Frauen, und fir alle Frauen ist N die ArdsthFrauen, dig

zu Beginn der jeweiligen Woche noch schwanger waren. Die Impfieshpeigen auch kombinierte Berechnungen fir alle Frauafem
Kohorten der Wochen 8 bis 13, die mit Woche 13 fir alle Frauen verglichelenviednnen.
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Abbildung 3: Beobachtete gegenuber erwarteten endgultigen fetalen Vedus
bei Frauen, die vor der Schwangerschaft gegen COVID-19 oder Iafiugeimpft wurden

@ (

Zwei Dosen COVIDS-Impfstoff vor der Schwangerschaft Grippeimpfung wahrend der Saigonder Schwangerschaft

Legende zu Abbildung 3:

{

Panel (a) zeigt die Ergebnisse fir Frauen, die vor der LMP Dwsgen einer COVIDS-Impfung erhalten haben und deren
Schwangerschaften zu Beginn der jeweiligen Schwangerschaftswdie auf der X-Achse angegeben ist, noch andauerten] fane
zeigt dhnliche Ergebnisse fir Frauen, die vor der LMP einpeBripfung erhalten haben. Die Kohortengroé3en fir jede Woche si
in Tabelle S9 im ergdnzenden Anhang angegeben.

In jedem Diagramm gibt die Y-Achse die beobachtete (durchgee@gbrvarze Linie) und die erwartete (gestrichelte schwarde)Li
Anzahl der letztendlichen Fehlgeburten pro 100 SchwangerschaieFrauen mit LMP zwischen dem 1. Mé&rz 2020 und dem
Februar 2022 an, die zu Beginn der jeweiligen Schwangerschaftswo1® ékif der X-Achse noch schwanger waren.

Die Anzahl der erwarteten endgiiltigen Fruchttodfélle wurde durch Summgeder vorhergesagten Wahrscheinlichkeiten fur eine
endgultigen Fruchttod bei Frauen in jeder Kohorte ermittelt, alivand des Referenz-Basismodells fur jede Frau auf der Grund
ihrer Kovariatenwerte und der jeweiligen Schwangerschaftswoche dauf X-Achse geschatzt wurden (siehe Tabelle S2

erganzenden Anhang fur eine vollstandige Liste der Kovariaten Modellergebnisse). Frauen, die vor der jeweilige
Schwangerschaftswoche auf der X-Achse einen Fotusverlust erlitemhatbeden nicht in die Berechnung einbezogen.

15



medRxiv-Vorabdruck doi: https://doi.org/10.1101/2025.06.18.25329352; diese Version wurde am 20. Juni 2025 verdffentlicht. Der Urheberrechtsinhaber dieses Vorabdrucks
(der nicht durch Peer Review zertifiziert wurde) ist der Autor/Forderer, der medRXxiv eine Lizenz zur unbefristeten Veréffentlichung des Preprints erteilt hat.
Er wird unter einer CC-BY-NC-ND 4.0 International-Lizenz zur Verfugung gestellt.

Validierungs-und Robustheitsergebnisse

Die Ergebnisse der BeobachturmsErwartungs-Analyse fur die Grippeimpfung wahrend des prapandemiseiteaums
vom 1. Marz 2018 bis zum 28. Februar 2019 waren sehr dhnlich zu den Ergebnissen dan&lys&irwas darauf
hindeutet, dass die jahrlichen Veranderungen in den Mustern der Beobachurgsw~artungs-Unterschiede in der Anzahl

der letztendlichen Fruchttodfalle relativ gering waren (Tabelle S5, Abbildung S4).

Ein Vergleich zwischen Frauen in der Kohorte mit einer Dosis 1 wahrend der Schulzaft@emche 813 und den
Kontrollkohorten (Grippeimpfung wahrend der Wochetll8 und COVIRS- und Grippeimpfung vor der Schwangerschatft)
zeigt, dass die Risikobewertungen der Frauen in den Kontrollkohorten relativ Wwanen (Tabelle S7). Dies kdnnte durch
Unterschiede in der Verteilung der Kovariablen erklart werden, wobei die Kontnolttem einen hdéheren Anteil an Frauen

mit Begleiterkrankungen und Risikofaktoren aufwiesen.

Die meisten Frauen (89 %), die wahrend der Schwangerschaftswoche 8 bis 27 die dkisisnaphielten, hatten einen
LMP zwischen Oktober 2020 und Januar 2021 (siehe Abbildung S5 fur die monatliche \g¢rtegesamt hatten 20.383
Schwangere mit einem LMP in diesen Monaten die Méglichkeit, die erste Q@Vipfdosis in der
Schwangerschaftswoche 8 bis 27 zu erhalten. Davon hatten 2.984 wéahrend der Grippesaist20202he
Grippeimpfung erhalten. Frauen, die eine Grippeimpfung erhalten hatten, trhietwa doppelt so haufig die erste Dosis
des COVIDY-Impfstoffs wie Frauen, die keine Grippeimpfung erhalten hatten (15,08 % degej25 % in den Wochen
8113 und 71,31 % gegeniber 37,94 % in den

Wochen 8127).

Die Ergebnisse mit dem anhand der Daten von Mérz 2016 bis Februar 2019 geschéatzstefeBasimodell waren sehr
ahnlich zu den Ergebnissen der Primaranalyse. Die Ergebnisse blieheseau ahnlich, wenn Schwangerschaften ab

Woche 10 verfolgt wurden.

DISKUSSION

Das wichtigste Ergebnis dieser Studie ist, dass eine CI3Mipfung mit jeder Dosis wahrend der
SchwangerschaftswochentB3 mit einerhdher als erwarteternzahl von Fruchttodfallen verbunden war (Tabellen 1, S4).
Bei Dosis 1 beliefen sich diese auf fast 4 (3,85) zuséatzliche fetale Verlustiediterwarteten Wert pro 100
Schwangerschaften, die in den Wochen 8 bis 13 der Schwangerschaft der I9OMiiiung Dosid ausgesetzt waren,

oder etwa 13 beobachtete fetale Verluste pro 100 Schwangerschaften gegeniiber 9 erwarteterlidneiitieise wiesen
Frauen, die in den Wochen 8 bis 13 mit Dosis 3 geimpft wurden, fast 1,9 zuséfetale Verluste pro 100

Schwangerschaften Uber den erwarteten Wert auf.
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Bei Frauen, die in den Wochen 8 bis 13 geimpft wurden, kam es im Vertab€ll@angerschaft zu einedher als
erwartetenAnzahl von fetalen Verlusten. Von den 3,85 zusétzlichen fetalen Verlusten pro 100 Scheraftmrsdie tber
den Erwartungen fiir Dosis 1 lagen (Tabelle 1), traten mehr als 3 ab der 14. Woche auf, undestigas als die Halfte,
namlich 1,66 fetale Verluste, traten ab der 25. Schwangerschaftswoche auf (TabelldiRgribémaus hatten 2,72 % der
Frauen, die in den Wochen 8 bis 13 mit Dosis 1 geimpft wurden, und 1,79 % dam,Ffi@umit Dosis 3 geimpft wurden, ab
der 25. Schwangerschaftswoche einen Fruchttod, was deutlich tber der Rate von 1 gd¢inaiingeren Frauen und 0,79
% der Frauen lag, die wahrend dieser Zeit gegen Influenza geimpft wirdeallge 3). Dies deutet darauf hin, dass ein
groRRer Teil der tber den Erwartungen liegenden Zahl von Fruchttodfallensamzinenhang mit COVIL8-Impfungen
wahrend der Schwangerschaftswochél8 eindeutig auf spate Fruchttodfélle zurtickzufuhren ist, d. h. auf Totgeburten
und spontane oder therapeutische Abtreibungen aufgrund biologischer Mechanianm@medizinischer Griinde, und

nicht auf Verhaltensmuster, die typischerweise zu rein elektiven Abtreibufigaen.

Der Vergleich der beobachteten mit den erwarteten Mustern der CQ@bapfung in den Wochen 8 bis 13 mit den
entsprechenden Mustern in den Wochen 14 bis 27 sowie mit den Vergleichskontaliéotiefert wichtige
Informationen fur deren Interpretation. Digber den Erwartungen liegendieobachtete Zahl der fetalen Verluste nach
COVIDE9-Impfung in den Wochen 8 bis 13 anderte sich rasch, und in den Schwangerschaftswobie7lwurden
wenigerFélleals erwartetbeobachtet. Im Gegensatz zur COXYEBImpfung wies die Grippeimpfung wahrend der
Schwangerschatft in den Schwangerschaftswochen 8 bis 27 eine dgeatfingereAnzahl beobachteter fetaler Verluste
auf, mit 5,11 weniger fetalen Verlusten pro 100 Schwangerschaften als erwartet fur ppei@npfung in den Wochen 8
bis 13 (Tabellen 1 und Abbildung 2(b)). Die vergleichbaren KontrollkohorgededImpfung vor der Schwangerschaft
entsprachen, zeigten ebenfalls ein Muster der beobachteten gegeniiber dearteten Werten, das sich stark von dem
der COVIO9-Impfung in den Wochen 8 bis 13 unterschied, wobei Frauen, die v@@aevangerschaft geimpft wurden,

entweder leichtunter den erwarteteroder den erwarteten Werten lagen (Abbildungen 3 und S3).

Es gibt einen deutlichen Unterschied zwischen den beobachteten und den erwaktetstern der COVID9-Impfungen
zwischen der 8. und 13. Schwangerschaftswoche und der 14. bis 27. Schwangerschaftswoobredzder v
Schwangerschaft. Dieser Unterschied in Verbindung mitider den Erwartungen liegend&ahl der spaten
Fehlgeburten im Zusammenhang mit der Impfung in den Wochen 8 bis 13 (einscihlafter 25. Woche) kénnte mit
den zugrunde liegenden biologischen Mechanismen UbereinstimmewpdieZeitpunkt der Exposition wéhrend der
Schwangerschaft abhangen. Tatsachlich ist die Exposition gegeniuber Teratdgehespndere in friihen Phasen der

Schwangerschaft, ein bekanntes Risiko flir unerwiinschte Schwangerschaftsausgange und wurde in
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im Zusammenhang mit Impfungen, einschliellich Grippeimpfungen. (Bednarakydjaye-Gbewonyo 2012, Skowronski
2009) Der kritische Zeitraum fir die Entwicklung vieler angeborener Anomdiersdhneidet sich mit den friihen Stadien
der Schwangerschaft, insbesondere mit d&fi™rimester. (Czeizel 2008) Dariiber hinaus deuten aktuelle Erkenntnisse
darauf hin, dass eine transplazentare Ubertragung von CO®BRNA-Impfstoffen stattfindet (Lin et al. 2024, Chen et al.
2025), und eine In-vitro-Studie zeigt eine Unterdriickung der embryo-fétalen Globia-iGenenschlichen
Erythroleuk&mie-K562-Zellen nach Exposition gegeniiber dem Impfstoff BNeT1BAHo et al. 2023) Dariiber hinaus
stehen MRNA-COVII®-Impfstoffe im Zusammenhang mit thrombotischen Nebenwirkungen, die ein webeteannter

Ausléser fiir spontane Fehlgeburten sind. (Berild et al. 2022)

Bemerkenswert ist, dass die beobachteten Unterschiede im Vergleich zu den erwartetencbiietdes bei Frauen, die die
Dosen 1 und 2 in den Wochen 8 bis 13 erhielten (87 % aller Frauen, die Dosidtérerbihielten auch Dosis 2 wahrend
der Schwangerschaft), doppelt so hoch waren wie bei Frauen, die zwei Dosen voindan&erschaft und eine einzelne
Dosis 3 in den Wochen 8 bis 13 erhielten (3,85 gegentiber 1,9). Diese potenzielle DiasigdABeziehung kénnte auch
mit biologischen Mechanismen Ubereinstimmen, da die beobachtete Abwejchom den erwarteten Werten mit einer

zuséatzlichen Dosis zu Beginn der Schwangerschaft zunimmt.

Es ist plausibel, dass diedriger als erwartete@ahlen der fetalen Verluste sowohl bei CO¥&EImpfungen wahrend

der Schwangerschaftswoche 2¥ als auch bei Influenza-Impfungen wahrend der Woch&7 &her auf eine Verzerrung
durch gesunde Impflinge zurtickzufuhren sind als auf eine schiitzende Wirkuhgpfang. Aus mehreren Landern,
darunter Israel, liegen Hinweise auf eine Verzerrung durch gesunde Impflinge ienSaudCOVIR9-Impfungen und
Krankenhausaufenthalten sowie Todesféllen vor. (Hgeg, Duriseti unadP2883, Riedmann et al. 2024, Xu et al. 2021,
Furst und Straka 2024) Eine Verzerrung durch gesunde Impfstoffempfanger, eine Art der Yigrdaraol gesunde

Nutzer, wurde auch in Studien zur Sicherheit und Wirksamkeit von Grippeimpfueigachliel3lich wahrend der
Schwangerschaft, hervorgehoben. (Remschmidt, Wichmann und Harder 2015, Wolfe et al. 2efB32M@®&) Dartber
hinaus zeigten die beobachteten Ergebnisse im Vergleich zu den erwarteten Esgalfiiisdie Exposition gegeniiber
SARSCoV-2-Infektionen wahrend der Schwangerschaft (Tabelle S8) selbst bei nicpitgeiFrauen keine Anzeichen fur
einen signifikanten Anstieg der Zahl der Fehlgeburten im Vergleich zu den erwarteteen\Webenso waren die
Infektionsraten wahrend der Grippesaison 2020-2021 deutlich niedriger als iNalgahren, darunter beispielsweise

auch in der Saison 2018-2019. (Fratty et al.

2022) Da die beobachteten Abweichungen von den erwarteten Werten fur InfluenZariggn wahrend der Schwangerschaft
in beiden Zeitraumen weitgehend &hnlich waren, ist es unwahrschiejrdass Influenza-Impfungen zu einem signifikanten

Ruckgang der fetalen Verluste gefuhrt haben.
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Dielber den Erwartungen liegendahl der fetalen Verluste im Zusammenhang mit der CQ®HPpfung wahrend der
Schwangerschaftswochet83 gibt zwar Anlass zur Sorge, doch reicht die Analyse der beobachteten und erwarteten Werte

nicht aus, um einen kausalen Zusammenhang herzustellen.

Selbst wenn die COVII®-Impfung in der friihen Schwangerschaft tatsachlich zu einer tGiber den Erwartungemdiéayg
Zahl von fetalen Verlusten fuhrt, waren die kumulativen Auswirkungen aufediéliBerung wahrscheinlich gering und mit
herkémmlichen Pharmakovigilanz-Mechanismen nicht leicht feststellbarGRerd daflr ist, dass nur eine relativ geringe
Anzahl von Frauen wéhrend der Schwangerschaftswodh® §eimpft wurde. Insbesondere erhielten von den 20.383
Frauen in dieser Studie, die aufgrund ihres LMP potenziell die erste Dosis8nhils 27. Schwangerschaftswoche hatten
erhalten kdnnen, nur 1.837, also etwa 9 %, die erste Dosis in der 8. bis 13. SchwangearschaftBemerkenswert ist,
dass diese Frauen offenbar ein geringeagwioriRisiko fiir einen Fruchttod hatten als die Bevélkerung insgesamt.
Daruber hinaus entsprechen 3,85 zuséatzliche Fruchttodfélle pro 100 Schwangerschaften insdemasitzlichen
Fruchttodféllen Gber dem erwarteten Wert, was weniger als 0,35 % der 20.383 Frauen entdgricttiches Signal hatte
leicht durch zufallige Schwankungen und zeitliche Trends wie den festgestelttkgaR{ der Rate der gewollten
Schwangerschaftsabbriiche in Israel, insbesondere im Zeitraumt2028, Giberdeckt werden kdnnen. (Israelisches
Gesundheitsministerium 2023) Tatsachlich lag, wie aus Abbildung 1 beteehten kann, der Gesamtanteil der
Sdwangerschaften, die ab d& Schwangerschaftswoche zu einem fetalen Verlust fihrten, im Zeitraumt2022 bei 14
%, verglichen mit 15,08 % im Zeitraum 2@A@&19

und 2016t2018.

Dies unterstreicht die Bedeutung der Entwicklung robuster Pharmakovigilanzmetheidsohliel3lich prospektiver
Methoden, um schwache Sicherheitssignale in Untergruppen der Bevdlkerung zu erkBiegilt insbesondere fir
haufige Ergebnisse wie Fehlgeburten, Frihgeburten und fetale Anomalieshiieungewdhnliche oder
pathognomonische Merkmale wahrscheinlich nicht als vermutete unerwinschigrisse gemeldet werden und bei

denen das Zeitfenster fur Teratogenitat moglicherweise eng ist.

Viele der Ergebnisse dieser Studie, inshesondere die Beobachtutfs+artungs-Analysen, lassen sich nicht direkt mit
friheren Arbeiten vergleichen, die sich fast ausschlielich auf risikoiigte Regressionsanalysen konzentrierten, bei
denen geimpfte und nicht geimpfte Frauen wahrend Impfkampagnen verglichen wurdewon allem die Auswirkungen
der Impfung in spateren Stadien der Schwangerschaft untersucht wurden. (Rimmer et al.r2328, € al. 2022)
Allerdings ist es bei solchen Anséatzen oft schwierig, stabile unccérdiohorten zu erhalten, selbst wenn Methoden zum

Ausgleich von Kovariaten wie die inverse Wahrscheinlichkeitsgewichtungy)ithd
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Ubereinstimmung. (McCaffrey et al. 2013, Austin 2015, Stuart 2010). Zwei Studien zum Zubangrewischen COVID-
19-Impfungen wéahrend der Schwangerschaft und dem Auftreten von SARS-CoV-dihefekinter Verwendung von

Daten aus Schwangerschaftsregistern in Israel veranschaulichen dieder&iksingen. (Goldshtein, Nevo et al. 2021,

Dagan et al. 2021) Die Studien konnten nur 63 % bzw. 38 % der in Frage kommenden geimpdterrfolyreich

abgleichen. Daruiber hinaus wurden 42 % bzw. 47 % der abgeglichenen Paare aus geintpitegeimpften Frauen

zensiert, wenn die Kontrollfrauen geimpft waren, was zu einer kurzen Nachbeobagsigit fihrte. Im Gegensatz dazu
ermoglichte die Beobachtunga+Erwartungs-Analyse in dieser Studie eine maximale Abgleichung der geimpften Fra

U] Z]*8}E]e Z v ~c*Cv3Z 8] Z vre <}v3E}o0 vU 0o VA E AEEZuVYP 2% EPZ1]F5 WA}wv

Impfexpositionen in Bezug auf Dosen und Zeitpunkt.

Die Studie aus Schottland (Calvert, Carruthers et al. 2022) stellt insofern eine Austhahals dass geimpfte Schwangere
mit Schwangeren gleichen Alters und gleicher Schwangerschaftswoche aus friiheren Jgkgdicladn wurden. Die
Autoren berichteten zwar keine signifikanten besorgniserregenden Ergebnasiekbichtigten jedoch keine Fehlgeburten
nach der 20. Schwangerschaftswoche und kombinierten in ihrer Analyse die Expakito/Nochen vor der Empfangnis
mit der Exposition bis zur 20. Schwangerschaftswoche. Darliber hinaus war ihchddglithmus grob und
berlcksichtigte viele wichtige Kovariablen mit bekannter Auswirkung auf das Bises fetalen Verlusts nicht, wobei sich
die abgeglichenen Kohorten erheblich unterschieden. Im Gegensatz dazu stitztassiotddr aktuellen Studie
verwendete Basisreferenzmodell auf alle Schwangerschaften mit LMP vore®8&Ebis Februar 2018, um individuelle
angepasste Risikobewertungen zu erstellen, die die spezifischen Kovaudablgeimpften Frauen und die

kohortenspezifischen erwarteten fetalen Verluste wéhrend der gesamten Schwahgérberiicksichtigen.

Ein einzigartiger Aspekt der aktuellen Studie im Vergleich zur bestehendeaturi tber die Auswirkungen der COVIB-
Impfung wéhrend der Schwangerschaft war die Verwendung mehrerer Vergleichskontrollerergleictt der Raten
derselben unerwiinschten Ereignisse bei verschiedenen Impfatefiel haufig zur Erkennung von Sicherheitssignalen
verwendet. (Vellozzi et al. 2010) Zwar wiesen Frauen, die wéhrend der SchwangersgbafC@?/ID-19 geimpft wurden,
nicht dieselben Merkmale auf wie Frauen, die wahrend der Schwangerschaft gfigenza geimpft wurden, doch ist
davon auszugehen, dass die beiden Kohorten zumindest einige nicht beobaStidiktoren gemeinsam hatten. In
ahnlicher Weise wurde der Vergleich unterschiedlicher Impftermine bereits zuvdewertung potenzieller

Sicherheitsrisiken von Impfstoffen fur Kinder herangezogen. (DeStefano2€04l, Velez et al. 2023)
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Einschr ankungen . Erstens eignet sich die Analyse der beobachteten zu den erwarteten Werten zwakeznmuhg
potenzieller Sicherheitssignale, jedoch nicht zur Ableitung eines kaussdamenhangs zwischen der Impfung und
erhéhten oder verringerten fetalen Verlustraten oder zur Quantifizierung des AusmafRbsispbtenziellen
Auswirkungen. Wie bei jeder Beobachtungsstudie bestehen Bedenken hinkicimbeobachteter Storfaktoren. Sollten
solche nicht beobachteten Stdrfaktoren jedoch vorhanden sein, missten sie aeBichlbei Frauen auftreten, die eine
COVIDES-Impfung, aber keine Grippeimpfung erhalten haben. AuRerdem mussten sie fir Fedenesmnt sein, die sich in
der 8. bis 13. Schwangerschaftswoche impfen lieRen, nicht jedoch in der 14. kib®@n§erschaftswoche oder vor der
Schwangerschaft. Zweitens wurden in dieser Studie die Schwangerschaftswodséhriidht berticksichtigt, sodass die
potenziellen Auswirkungen einer Impfung in diesem Zeitraum nicht bewertet wekdenten. Drittens ergibt sich eine
weitere allgemeine Einschréankung von Studien, die auf Schwangersegatsrn basieren, aus der Tatsache, dass friihe
Fehlgeburten oft nicht dokumentiert werden und die Nachverfolgung bei den Frauerchigigleise nicht einheitlich ist.
Tatsachlich wurden einige Schwangerschaften aufgrund fehlender angemessenexchtzeitiger Nachverfolgung aus
dem Register ausgeschlossen, und obwohl die Analyse keine offgickien damit verbundenen Verzerrungen aufzeigte,
kénnen diese nicht ausgeschlossen werden. Viertens lieferte das MaccasieRegie die meisten
Schwangerschaftsregister, keine ausreichenden Informationen, um zwiselmefreiwilligen und medizinisch bedingten
Schwangerschaftsabbriichen zu unterscheiden. Daher ist es moglich, dass einige dehteeh Unterschiede
gegenuber den Erwartungen auf Verhaltensmechanismen zuriickzufihren sisgieBsveise konnten Frauen, die friih in
der Schwangerschaft geimpft wurden, eher dazu geneigt sein, Fehlgeburten zu meldmfli€h basiert diese Studie nur
auf Daten aus Israel, und es ware wichtig, Studien mit &hnlichen Daten aai®andindern durchzufiihren, um zu sehen,

ob sich die Ergebnisse reproduzieren lassen.

Fazit: Insgesamt liefern die Ergebnisse dieser Studie pes@rregende Hinweise auf eihéher als erwartet&kate an

fetalen Verlusten im Zusammenhang mit mRNA-CQ@Dapfungen, die wahrend der frihen Schwangerschaft
(SchwangerschaftswochetB3) verabreicht wurden. Das Sicherheitssignal sollte von den Zulassung$brelvd Rahmen
ihrer Risikobewertung von Impfungen wéhrend der Schwangerschaft weiter untersuotienyevobei ein besonderer
Schwerpunkt auf den physiologischen Auswirkungen in der friihen Schwangerggieitdollte. Es besteht auch Bedarf an
pathophysiologischen Studien, um die potenziellen biologischen Mechanibesser zu verstehen. Dartiber hinaus wére
es aufschlussreich, die potenziellen Auswirkungen von Nicht-mRNA-Q@Wipfstoffen zu bewerten. Die Ergebnisse
unterstreichen auch die Bedeutung der Durchfiihrung spezieller und statistisch aussagekgiftspektiver klinischer
Studien zur Untersuchung der Auswirkungen von Impfungen gegen COVID-19 erel larashkheitserreger wahrend der

Schwangerschaft, um Empfehlungen fir diese gefahrdete Bevolkerungsgruppefoeseren zu konnen.
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Tabelle S1. Definitionen der abhéngigen und unabhéngigen Variablen fliiBdagline-Regressionsmodell

VARIABLE DEFINITION ICD-9- UND CPT-CODES (WO ANWENDBAR)

ICD-9: 69, 69.09, 630, 631, 632, 633, 634, 635,
637, 639, 640, 641, 656.4, 656.41, 656 43..4,

Fetaler Verlust Alle Diagnosen und Behandlungen, die auf einen fetelerlust 779.6
hinweisen. CPT: 410000, 410200, 414200, 59840001
598400005
Alter bei letzter Berechnet anhand des Geburtsdatums der Frau unddé&sms der |
. ) ) Nicht zutreffend
Menstruation letzten Menstruation (entweder erinnert oder geschatzt

Zusammengesetzter Wert des israelischen Zentralamts fur

Sozioskonomischer Statistik, basierend auf: Haushaltseinkommen, Bildung$uibss,
Status HaushaltsgroRe und Nicht zutreffend
. Die Skala reicht von 1 Hie.

Erste Schwangerschg Indikatorvariable, wenn die Frau zuvor keine

(Primigravida) Schwangerschaft in der Schwangerschaftsregistesstrfaurde. Nicht zutreffend

Jede Influenza Basierend auf den medizinischen Aufzeichnungen tber CPT: 10200, 906560001, 9079200, 906600001,

in den letzten 3 Saiso| CriPPeimpfungerin 9079100, 9065600004, 906600000, 9072900,
den beiden Influenza-Saisons vor dem Datum der letzten 9077900, 906560002, 9072400, 9072500
Menstruation.

Hohes Risiko Gibt die Schwangerschaftswoche an, in der eine Schwangersct| V23

Schwangerschaft erstmals als Risikoschwangerschaft eingestuft wurde.

Antiphospholipid-Syndrom: 286,9

Arthritis: 714, 715719

Herz: 414, 425427

Der Index der Begleiterkrankungen ist die Gesamtzahl der Diabetes: 250, 64848.03

Diagnosen, die Frauen vor dem Datum ihrer letzten Menstruati¢ Leber-Gallenwege: 51, 57874.2

erhalten haben und die mit den folgenden Erkrankungen und | Bluthochdruck: 401, 642

Storungen in Zusammenhang stehen: Antiphospholipid-Syndro| Infektionen: 52, 54.1, 78.11, 79.4, 112, 127.4, 131
Arthritis, Herzerkrankungen, Diabetes, Leber-Gallen-Erkrankun|Lupus erythematodes: 695.4, 710

Bluthochdruck, Infektionen, Lupus erythematodes, bosartige | Bdsartige Neubildungen: 140, 165.99, 170-209
Neubildungen, neurologische Stérungen, Nieren- Neurologische Erkrankungen: 333, 345, 350, 353, 354, 356, 386,
/Harnwegserkrankungen und Schilddriisenerkrankungen. 722,729.2,723.4, 780.4, 780.5, 780.9, 782
Nieren/Harnwege: 96.49, 590, 592, 595, 78388.3
Schilddriise: 193, 226, 242-246, 376,2, 376,21, 376,22,
648,1, 794,5

Vorbestehende
Begleiterkrankungen

Wiederkehrend Indikator fur jede Diagnose, die auf wiederholte
629.81, 629.89, 629.9, 646.3, 646.31, 646.33
Schwangerschaftsverl| Schwangerschaftsverlusten vor dem Datum der letzten
t Menstruation.
Unfruchtbarkeit/ . L . . .
Menstruationst Indikator fur jede Diagnose im Zusammenhang mit Unfruchtbar| 65, 67, 69, 70.22, 71, 218, 614, 616, 620, 621, &22,
Fortpflanzungsorgane Menstruationsstérungen oder Storungen der Fortpflanzungsorg| 752, 626.1, 626.2, 626.4, 626.6, 628, 6586013,
. vor dem Datum der letzten Menstruation. 6544-654.94
Organstoérungen
Psychiatrische/ Indikator furr jede Diagnose im Zusammenhang mit psychiatrisc|
oder 293, 295, 296, 298, 300, 301, 302, 307.1-307368,

Verhaitensst ) _|309, 311, 312, 313, 314, 315, V40, V61, V62
Verhaltensstérungen vor dem Datum der letzten Menstruation.

orungen
o Indikator fur jede Diagnose im Zusammenhang mit Adipositas
Adipositas dem 43, 44, 278, 649.1-649.14
der letzten Menstruation.
Indikator fur jede Diagnose im Zusammenhang mit Rauchen vg
Rauchen 305.1-305.13, 649.0-649.04, V15.82, V65.42

dem Datum der letzten Menstruation.

Hinweise:In den Spalten sind die Namen der Variablen, Definitionen und gegebenenfalls die ehésuten ICD-9- und CPT-Codes aufgefuhrt. Wenn 3-stellig|
ICD-Codes angegeben sind, sind alle Untercodes enthalten. Maccabi batsgierielle CPT-Codes entwickelt, um bestimmte Verfahren zu unterscheiden;
diesen Féllen entsprechen die ersten 5 Ziffern dem StanG&Bzode.
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Abschnitt S1. Beschreibung des Basisreferenzregressiogells im Referenzzeitraum

Das Basisreferenzmodell, das zur Schatzung der zeitabhangigen bedingten Risikowdichdatiefiir einen eventuellen
Fruchttod verwendet wird, ist eine gepoolte logistische Regression, die eilm8w#ang fur jede Frau und jede
Schwangerschaftswoche umfasst (R. D'Agostino et al. 1990). Da es in dieser Studie um eierigszeimgires klinisches
Ergebnis (Fruchttod oder Lebendgeburt) und nicht um die Zeit bis zum Ereignisgeint,logistisches Regressionsmodell
die naheliegende Wahl firr die Modellierung (Hu und Tong 2021). Das Maddk wnhand aller Schwangerschaften
innerhalb des Referenzzeitraums (1. Marz 2016 bis 28. Februar 2018) trainiert, dimtB&ginn der 8.
Schwangerschaftswoche tberlebt hatten, einen dokumentierten Geburtsausgang hatten latéingditje Informationen zu
den Kovariaten enthielten. Schwangerschaften, die vor Beginn der 8. Woche endatdenvausgeschlossen, da eine
erhebliche Anzahl davon ohne angemessene und konsistente Dokumentatiety @ras eine bekannte Quelle fiir
Verzerrungen bei der Schatzung von Fehlgeburtsraten ist (Howards und Hertz-Picciotto 2007 Btihyeahgerschaft
gibt es eine Beobachtung fir jede SchwangerschaftswodB@& &l. h. bis zum Ende de3@2mesters), sofern die
Schwangerschaft zu Beginn dieser Woche noch bestand. Die Analyseeinheit ist diedechghaftswoche. Die abhéngige
(Ergebnis-)Variable fir jede Beobachtung ist gleich 1, wenn es irgendwanngigait Ber jeweiligen
Schwangerschaftswoche zu einem Fruchttod kam, und 0 andernfalls. Die unabhéngigbteN aies Basisreferenzmodells
umfassen die Schwangerschaftswoche, den Kalendermonat der LMP, das Altertber tdun soziokonomischen Status,
den Primigravida-Status, eine aggregierte Anzahl {8,uhd 4 oder mehr) von medizinischen Komorbiditaten mit
potenziellen Auswirkungen auf das Studienergebnis, den Sozialsektor, detb@Zitk, gesundheitsbhezogene
Verhaltensweisen (z. B. Rauchen und Grippeimpfung in den beiden Saisoraer Indexschwangerschaft) sowie einen
Indikator dafiir, ob die Schwangerschaft als risikoreich eingestuft wurde, dgeralyoche, in der die Schwangerschaft als
risikoreich eingestuft wurde, den Wert 1 annimmt. Die in das Modell aufgenemem Begleiterkrankungen wurden
ausgewahlt, wenn sie bei Frauen mit Fruchttod signifikant haufiger auftraten als beinFrit Lebendgeburten. Siehe
Tabelle S1 fur Definitionen der Kovariablen. Die Konfidenzintervalle wuntten Verwendung der Liang-Zeger-Korrektur
(Liang und Zeger 1986, Abadie, Athey und Imbens 2023) korrigiert, um mehrere Beobachuusgareaeinzigen
Schwangerschaft Glber mehrere Wochen hinweg zu berlcksichtigen.
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Tabelle S2. Gepoolte logistische Regression der BasigAfértden letztendlichen Verlust des Fotus im
Referenzzeitraum (1. Marz 201628. Februar 2018)
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Tabelle S2 (Fortsetzung). Baseline-gepoolte logisesBegression des endgiiltigen Fetalverlusts im Refereitrzaen

S4



medRxiv-Vorabdruck doi: https://doi.org/10.1101/2025.06.18.25329352; diese Version wurde am 20. Juni 2025 verdffentlicht. Der Urheberrechtsinhaber dieses Vorabdrucks
(der nicht durch Peer Review zertifiziert wurde) ist der Autor/Forderer, der medRXxiv eine Lizenz zur unbefristeten Veréffentlichung des Preprints erteilt hat.
Er wird unter einer CC-BY-NC-ND 4.0 International-Lizenz zur Verfugung gestellt.

Abschnitt S2. Formel zur Berechnung der erwarteten Werte und Konfidenzira\fur die Rate des letztendlichen
Fruchttodes

Die Schatzungen des Basisreferenzregressionsmodells werden verwendeg Rimikbwahrscheinlichkeit fur einen
eventuellen Fruchttod fur jede Schwangerschaftswoche fir jede in die Kohortenaufigeene Schwangerschaft zu
ermitteln. Die Wahrscheinlichkeit wird prospektiv unter Beriicksichtigung der Schvemhgéiswoche, die in der Regel die
Woche der Impfung oder eine spétere Woche ist (unter der Annahme, dass die Schwangerschaftredi@sgy Woche
noch bestand), sowie des Kalendermonats der LMP und anderer KovariaBasismodell geschétzt. Um die
kohortenspezifische erwartete Anzahl der fetalen Verluste zu erhalten, wedtaeindividuellen Risikowahrscheinlichkeiten
summiert. Das heif3t, wenn

N Schwangerschaften in der Kohorte vorliegen, betrégt die kohortenspezifischgmﬁtta t e A0 2, wobei .2¢/die
Vorhergesagte Wahrscheinlichkeit eines eventuellen Schwangerschaftsverbserwartete Anzahl der

Schwangerschaftsverluste wird

auf die Anzahl der fetalen Verluste pro 100 Schwangerschaften normie_rt,log. Mo 2
0 E1 E

Zur Berechnung der Konfidenzintervalle nehmen wir an, dass die kohortensgezifiazahl der fetalen Verluste die
Summe unabhangiger Bernoulli-Variablen ist, die jeweils einer besem®thwangerschaft entsprechen, mit einer
Wahrscheinlichkeigvon

1 (d. h. mit einem fetalen Verlust). Es reicht aus, einen l&lﬁer 2zu berechnen. Aus der
0 E1 E

Unter der Annahme, dass die Anzahl der fetalen Verluste die Summe unabh@wjigeulli-Variablen ist, folgt
, dass die Varianz gleich . Ao K2t(1 « 3,und unter Verwendung des zentralen Grenzwertsatzes von Lyapunov ist der

"® E=1 E E

° 2 2k «2)

%t=a @ «sa{xed
0 0
El El
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Abbildung S1. Diagramm zur Veranschaulichung des methodischen Ansatzes fillodate der Frauen, die in der 8. bis 13.
Schwangerschaftswoche geimpft wurden

Hinweis:Abbildung S1 zeigt ein anschauliches Beispiel einer Kohorte von dd@ari§jerschaften mit Impfexposition in den Wochen 8 bis
13.

{

Das Basisreferenzmodell wird verwendet, um die Wahrscheinlichkests eeventuellen Fruchttodes fur jede Schwangerschaft auf
Grundlage der Kovariatenwerte jeder schwangeren Frau und der Schrgahgftswoche zum Zeitpunkt der Impfung zu schéatzen. (H
vollsténdige Liste der Kovariaten und Modellergebnisse finden Sabgllé S2 im ergdnzenden Anhang).

Die kohortenspezifische erwartete fetale Verlustrate wird bérest, indem die vorhergesagten WahrscheinlichkeiternPYiddoWummiert
und dann mit der beobachteten Anzahl der fetalen Verluste unter deneffrauder Kohorte verglichen werden.
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Tabelle S3. Merkmale der schwangeren Frauen in Referenz-, Validierungs- und COVID-19-Zeitrdumen

Hinweis:Der Referenzzeitraum umfasst Frauen mit LMP vom 1. M&rz 2016 bis zum 28. Februar 2018; der Valelteaungsmfasst Frauen mit
LMP vom 1. Marz 2018 bis zum 28. Februar 2019 und der CKO\A&traum umfasst Frauen mit LMP vom 1. Marz 2020 bis zum 28. Februar
2022.

S7




medRxiv-Vorabdruck doi: https://doi.org/10.1101/2025.06.18.25329352; diese Version wurde am 20. Juni 2025 verdffentlicht. Der Urheberrechtsinhaber dieses Vorabdrucks
(der nicht durch Peer Review zertifiziert wurde) ist der Autor/Forderer, der medRXxiv eine Lizenz zur unbefristeten Veréffentlichung des Preprints erteilt hat.
Er wird unter einer CC-BY-NC-ND 4.0 International-Lizenz zur Verfugung gestellt.

Tabelle S4. Beobachtete gegenliber erwarteten endgultigen Fruchttodfélle bei Fradienin der 8.
bis 13. und 14. bis 27. Schwangerschaftswoche mit der zweiten Dosis gegen AOVID-
geimpft wurden

Anmerkungen:Tabelle S4 zeigt die beobachteten im Vergleich zu den erwarteten fetatersiée (pro 100
Schwangerschaften) bei schwangeren Frauen mit LMP vom 1. Méarz 2020 bis zum 28. Februae 2622QWID-19 mit
Dosis 2 geimpft wurden. Die Zahlen

(n) in Klammern geben die entsprechende Gesamtzahl der (beobachteten/eremytetalen Verluste in der Kohoréa.

a. Die Anzahl der erwarteten Fruchttodesfélle wurde durch Addition dererggsagten Wahrscheinlichkeiten eines
letztendlichen Fruchttodes bei Frauen, die in jeder Schwangeitselache geimpft wurden, ermittelt. Diese
Wahrscheinlichkeiten wurden fir jede Frau anhand des Basisreferenzmadélier Grundlage ihrer Kovariatenwerte
und der Schwangerschaftswoche zum Zeitpunkt der Impfung geschéatzt (siehke Biben ergdnzenden Anhang fir
eine vollstandige Liste der Kovariaten und Modellergebnisse).

b. Von den Frauen, die in den Wochetil8 und 1427 die zweite Dosis erhielten, wurden 97 % und 96 % mit
BNT162b2 geimpft.
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Abbildung S2: Beobachtete gegeniiber erwarteten endgiltigen Fruchttddfahch Schwangerschaftswoche der
Impfung bei Frauen, die mit COVID-19 mit Dosis 2 oder Dosis 3 geimpft wurden

(@) (b
COVIDt9-Impfstoff Dosis 2 wahrend der Schwangerschaft Covempfstoff Dosis 3 wahrend der Schwangerschaft

Anmerkungen

{ Panel (a) zeigt die Ergebnisse fir Frauen, die wahrend deiligeveSchwangerschaftswoche, die auf der X-Ac
angegeben ist, die zweite Dosis der COX@Dmpfung erhalten haben; Panel (b) zeigt die Ergebnisse fiir frraiie
wahrend der jeweiligen Schwangerschaftswoche die driResis der COVIDS-Impfung erhalten haben. Dig
KohortengrofRRen fir jede Schwangerschaftswoche sind in Tal$elta 8rgdnzenden Anhang angegeben.

{ Injedem Diagramm gibt die Y-Achse die beobachtete (durchgezagémerze Linie) und die erwartete (gestrichel
schwarze Linie) Anzahl der letztendlichen Fruchttodfélle {#@ Schwangerschaften) bei Frauen mit LMP zwisc
dem 1. Marz 2020 und dem 28. Februar 2022 an, die in der auf der X-Acleggebegen Schwangerschaftswoch
geimpft wurden. Die grauen durchgezogenen Linien zeigen dasd@®ntige Konfidenzintervall der erwarteten fetale
Verluste pro 100 Schwangerschaften in jeder Woche. Eine BeschgaibuBerechnung der Konfidenzintervalle findg
Sie in Abschnitt S2 im ergdnzenden Anhang.

{ Die Anzahl der erwarteten fetalen Verluste wurde durch Summierung der vossagten Wahrscheinlichkeiten eine
eventuellen fetalen Verlusts bei Frauen, die in jeder Schwaobaftswoche geimpft wurden, ermittelt. Diese wurdeg
anhand des Basisreferenzmodells fir jede Frau auf der Grundlager iKovariatenwerte und der
Schwangerschaftswoche zum Zeitpunkt der Impfung geschatzt (Si@belle S2 im ergdnzenden Anhang fur ei
vollsténdige Liste der Kovariaten und Modellergebnisse).
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Abbildung S3: Beobachtete gegentiber erwarteten endgiltigen fetalen Verluste nach Sadevschaftswoche bei
Frauen, die vor der Schwangerschaft mit der dritten Dosis gegen COVID-19 geimpft wurde

Anmerkungen:

{ Abbildung S3 zeigt die Ergebnisse fiir Frauen, die vor der LMBa¥ei einer COVID8-Impfung erhalten hatten und
deren Schwangerschaften zu Beginn der jeweiligen Schwangersebetfis, die auf der X-Achse angegeben ist, ng
andauerten. Die Kohortengroé3en fur jede Woche sind in Tabelle S9 im ergénz&nhang aufgefihrt.

{ Die Y-Achse gibt die beobachtete (durchgezogene schwanie) und die erwartete (gestrichelte schwarze Lin
endgultige Anzahl der fetalen Verluste pro 100 Schwangerschadierauen mit LMP vom 1. Mé&rz 2020 bis zum
Februar 2022 an, die zu Beginn der jeweiligen Schwangerschafs @) auf der X-Achse noch schwanger warg

{ Die Anzahl der erwarteten endgiiltigen Fruchttodfalle wurde dur@ummierung der vorhergesagte
Wahrscheinlichkeiten fiir einen endgiiltigen Fruchttod bei Frauen ierjgdhorte ermittelt, die anhand des Referen
Basismodells fir jede Frau auf der Grundlage ihrer Kovariatenwerte empbweiligen Schwangerschaftswoche a
der X-Achse geschatzt wurden (siehe Tabelle S2 im ergéazémhang flr eine vollstandige Liste der Kovariaten U
Modellergebnisse). Frauen, die vor der jeweiligen Schwanpgaftsswoche auf der X-Achse einen Fruchttod erlitt
hatten, wurden nicht in die Berechnung einbezogen.
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Tabelle S5. Beobachtete und erwartete endgultige fetale Verluste bei Frauenirdiler Schwangerschaftswochet8
13 und 14t27 im Validierungszeitraum gegen Influenza geimpft wurden

(LMP vom 1. Mé&rz 2018 bis 28. Febr24r19)

Anmerkungen:Tabelle S5 zeigt die beobachteten und erwarteten fetalen Verluste (pro I0taSgerschaften) bei Frauen
im Validierungszeitraum (LMP vom 1. Marz 2018 bis 28. Februar 2019), die gegen Influenza geulepftBie Zahlen (n)
in Klammern geben die entsprechende Gesamtzahl der (beobachteten/erwartetatgrieferluste in der Kohorte an.

a. Die Anzahl der erwarteten fetalen Verluste wurde durch Summierung der vedagign Wahrscheinlichkeiten eines
eventuellen fetalen Verlusts bei Frauen in jeder Kohorte ermittelt, die andasdReferenz-Basismodells fiir jede Frau auf
der Grundlage ihrer Kovariatenwerte und der Schwangerschaftswoche zum Zeitmmmpfung geschatzt wurden (siehe
Tabelle S2 im ergdnzenden Anhang fir eine vollstéandige Liste der Kovandtéfodellergebnisse).
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Abbildung S4. Beobachtete im Vergleich zu erwarteten endgultigen fetaledigéen nach Schwangerschaftswoche
bei Frauen, die vor der Schwangerschafit LMP im Validierungszeitraum gegen Influenza geimpft wurden

(LMP vom 1. Mé&rz 2018 bis 28. Febrfx19)

Grippeimpfung wahrend der Schwangerschaft

Anmerkungen:

{ Abbildung S4 zeigt die Ergebnisse fir Frauen, die sitérgeloen Grippesaison vor der LMP gegen Grippe impfen lig
und deren Schwangerschaften zu Beginn der auf der X-Achsgebegeen Woche noch andauerten. Die Kohortengrof?
fur jede Woche sind in Tabelle S9 im erganzenden Anhang aufgefihrt.

{ Die Y-Achse gibt die beobachtete (durchgezogene schwaiep id die erwartete (gestrichelte schwarze Linie) entifggil
Anzahl der fetalen Verluste pro 100 Schwangerschaften bei Frauen im Validieitragsa (LMP vom 1. Mé&rz 2018 bis 2
Februar 2019) ardie zu Beginn jeder auf der X-Achse angegebenen Schwanagssmche (827) noch schwanger waren

{ Die Anzahl der erwarteten endgiiltigen Fruchttodesfalle wurderchlu Summierung der vorhergesagte
Wahrscheinlichkeiten fiir einen endgiiltigen FruchttodesfeilHrauen in jeder Kohorte ermittelt, die anhand des Refere
Basismodells fur jede Frau auf der Grundlage ihrer Kovariatenwrdeaer jeweiligen Schwangerschaftswoche auf de
Achse geschatzt wurden (siehe Tabelle S2 im ergdnzenden d\rfiareine vollstandige Liste der Kovariaten u
Modellergebnisse). Frauen, die vor der jeweiligen Schwanieftssvoche auf der X-Achse einen Fotusverlust erlitt
hatten, wurden nicht in die Berechnung einbezogen.
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Tabelle S6. VerhaltnismaRige Haufigkeit von beobachteten und erwarteten endgiiitigruchttodfallen in allen
Kohorten von Frauen, die in den Wochent® und 14t27 geimpft wurden

Hinweis: Tabelle S6 zeigt das Verhaltnis der Anzahl der beobachtetiem zrwarteten endgiltigen Fruchttodesfallen pro
100 Schwangerschaften, die in diese Studie einbezogen wurden.

a. Die Anzahl der erwarteten fetalen Verluste wurde durch Summierung der vorleygesWahrscheinlichkeiten eines
letztendlichen fetalen Verlusts bei Frauen in jeder Kohorte ermittelt, die radhloles Referenz-Basismodells fiir jede Frau
auf der Grundlage ihrer Kovariatenwerte und der Schwangerschaftswoche zumnkeitder Impfung geschatzt wurden
(siehe Tabelle S2 im ergdnzenden Anhang flr eine vollstandige ¢id{@vhariaten und Modellergebnisse).

b. Basierend auf den Ergebnissen in Takklle
C. Basierend auf den Ergebnissen in Tabelle S4.

d. Basierend auf den Ergebnissen in Taklle
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Tabelle S7. Perzentilverteilung der vorhergesagten Wahrscheinlichkeit einesteellen fetalen Verlusts und
Mittelwerte der Kovariablen fur Frauen, die mit der ersten Dosis gegen Influenzd GOVID-19 geimpft wurden

in den Wochen 813 und einer Impfung vor dem LMP i@OVID-19-Zeitraum

Hinweise:Das obere Diagramm vergleicht die Perzentile der vorhergesagten @aimichkeit eines spéateren Fruchttodes in Kohort
von Frauen, die in der 8. bis 13. Schwangerschaftswoche einernftimpfung oder die erste Dosis eines CQ\HDInpfstoffs erhalten
haben, oder von Frauen, die vor der Schwangerschaft zwei odebdsen eines COVII®-Impfstoffs oder in derselben Saison wie d
letzte Menstruation eine Influenza-Impfung erhalten haben. AlleeBenungen beziehen sich auf die 8. Schwangerschaftswoche.
untere Diagramm vergleicht die Werte der im Basisreferenzmodelleradeten Kovariablen zwischen den Kohorten. Alle Ergebn
beziehen sich auf Frauen mit LMP zwischen dem 1. Marz 2020 und dem 28. Februar 2022.
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Tabelle S8. Beobachtete gegeniiber erwarteten endgultigen fetalen Verluste bei Fraue8ARS-CoV-2-Infektionen in der 8.
bis 13. und 14. bis 27. Schwangerschaftswoche nach Impfstatus

Anmerkungen:Tabelle S8 zeigt die beobachteten und erwarteten fetalen Verluste (pro h@@a8gerschaften) bei
Frauen mit einer dokumentierten SARS-CoV-2-Infektion mit LMP vom 1. Marz 2020 bis zuonu28.2622. Die

Zahlen (n) in Klammern geben die entsprechende Gesamtzahl der (beobaxbreiarteten) fetalen Verluste in der
Kohortean.

a. Die Anzahl der erwarteten fetalen Verluste wurde durch Summierung der vorfagigesWahrscheinlichkeiten
eines letztendlichen fetalen Verlusts bei Frauen in jeder Kohorte &itmidlie anhand des Referenz-Basismodells fur
jede Frau auf der Grundlage ihrer Kovariatenwerte und der Schwangerschaftswodee sie infiziert wurde, geschatzt
wurden (siehe Tabelle S2 im ergdnzenden Anhang fur eine vollstanstigelér Kovariaten und Modellergebnisse).

b. Der obere Teil der Grafik zeigt die Ergebnisse fiir Frauen, die im jewditigesster infiziert waren und vor der
Infektion keine COVID9-Impfdosis erhalten hatten, und der untere Teil zeigt die Ergebnisseduefrdie vor der

Infektion mindestens eine COVIR-Impfdosis erhalten hatten. Infektionen wurden mittels PCR oder (ab Anfang 2022
Lateral-Flow-Tests dokumentiert.
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Tabelle S9. Grole der in den Abbildungen dargestellten Kohorten auf Woebene

Anmerkungen:Die GréRe (N) der wéchentlichen Impfkohorten, die in den Abbildar2g8, S2, S3 und S4 dargestellt sind, wir
angegeben. Jede Spalte zeigt die N von Woche 8 bis 27 fur die Kohorte, mia diee Spalte aufgefiihrt ist.
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Abschnitt S4lmpfquoten und SARS-CoV-2-Infektionen im COVID-  19-Zeitraum

Unter den in die Analyse einbezogenen Schwangerschaften im AO©VI&traum gibt es 14.111 11.591 und 9.000
Schwangerschaften, in denen zwischen Woche 8 und 27 die erste, zweite biDdsts des COVII®-Impfstoffs verabreicht
wurde (18,6 %, 16,4 % bzw. 12,3 % aller Schwangerschaften im C®Xgiraum). Es gab 39.028, 34.452 und 11.970
Schwangerschaften, in denen die Dosen 1, 2 und 3 vor der LMP verabreideinw41,4 %, 36,5 % bzw. 12,7 % aller
Schwangerschaften im COVIB-Zeitraum). Uber 95 % der geimpften Frauen erhielten Pfizer-BioNTech BNT162b2. Von den
Frauen, die wahrend der Schwangerschaft exponiert waren, erhielten 95,6 étstien Dosen, 98,7 % der zweiten Dosen und
99,9 % der dritten Dosen BNT162b2. Nahezu alle tibrigen Frauen erhielten MoueN&-1273. Im COVID-Zeitraum gab es
13.634 Schwangerschaften, in denen die Grippeimpfung in den Wochen 8 bisaBreieht wurde, und 12.544, in denen sie vor
der Schwangerschaft, aber innerhalb derselben Grippesaison verhbrairde (16,8 % bzw. 13,3 % aller im COMHZeitraum
analysierten Schwangerschaffen

SARS-CoV-2-Infektionen . Es gab 9.776 Schwangerschaften, bei denen Frauen v&ctierangerschaft eine SARS-CoV-2-Infektion
hatten, und 9.073 Schwangerschaften mit einer Infektion in den Wochen 8 bis 27 (9,6 % b2&.dbt,Schwangerschaften im
COVIDLE9-Zeitraum), von denen 6.517 (71,8 %) nach der Impfung infiziert waren. Diednfktivurden mittels PCR oder (ab
Anfang 2022) Lateral-Flow-Tests dokumentiert.
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Abbildung S5: Monat der LMP bei Frauen, die in der 8. bis 13. Schwangerschaftswoche die
erste Dosis des COVID®-Impfstoffs erhielten

Anmerkungen:Die monatliche Verteilung der LMP fiir Frauen, die die erste Dosis des COMipistoffs in
der 8. bis 13. Schwangerschaftswoche im CQ@iReitraum (LMP vom 1. M&rz 2020 bis 28. Februar 2022)
erhalten haben, ist dargestellt. Die Anzahl der Frauen mit LMP in jedem Monaerstié Balken angegeben.
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Perdite fetali osservate rispetto a quelle attese dopo la vaccinazione con mRNA COVIDgi#idanza precoce

SINTESI

Contesto

Gli studi clinici utilizzati per approvare i vaccini contro il COVID-19 hanms@#zldonne in gravidanza e le valutazioni di
sicurezza esistenti sulla vaccinazione contro il COVID-19, in particolare durante |éggiidedla gravidanza, sono limitate a
studi osservazionali soggetti a vari tipi di potenziali distorsioni, tréaatistorsione dovuta alla buona salute delle vaccinate.

Metodi

Lo studio include gravidanze in Israele con ultimo ciclo mestruale (LMP) compred6 trailzo 2016 e il 28 febbraio 2022.
L'analisi principale presenta un confronto tra il numero di perdite fetalitdff=e quello atteso tra le donne in gravidzan
egposte alla vaccinazione con mRNA contro il COVID-19 (quasi tutte Pfizer) durante lereetfentazionali 8-13 e 14-27,
rispettivamente. Come controlli comparativi sono state utilizzate donne vaccimatteo I'influenza durante le settimane
gestazionali 8-27, nonché donne vaccinate prima della gravidanza contro il COVIDDli8aza. Il numero atteso di
perdite fetali specifico per la coorte & stato stabilito sulla base di stime riealsatin modello di regressione addestrato su
dati storici dal 2016 al 2018 che incorpora fattori di rischio a livello individualse&ttimana gestazionale di ciascuna
donna incinta inclusa nella coorte.

Risultati

L'analisi di 226.395 gravidanze singole in Israele dal 2016 al 2022 indica che la vaccinazioiecoxID-19 con la prima
dose durante le settimane 8-13 & stata associata a un numero di perdite fealvatssuperiore al previstgari a circa 13
contro i 9 previsti per ogni 100 gravidanze esposte, ovvero quasi

3,9 (95% CI: [2,55-5,14]) perdite fetali aggiuntive rispetto al numero previsto oggrddidanze La maggior parte delle
perdite fetali in eccesso si & verificata dopo la ventesima settimana dizi@s¢éee quasi la meta dopo la venticinquesima
settimana. Analogamente, le donne vaccinate con la terza dose durante le settirfehbeBino mostrato un numero di
perdite fetalisuperiore al prevista;on quasi 1,9 (95% CI: 0,39-3,42]) perdite fetali in piu rispetto al previsto ogni 100
gravidanze. Al contrario, le donne in gravidanza vaccinate contro l'influenza duranten@se 8-27 hanno mostrato un
numero di perdite fetali osservato costantemeritderiore al previstpprobabilmente a causa di un bias verso le donne
vaccinate in buona salute. Le donne vaccinate contro il COVID-19 o l'influenaadetia gravidanza hanno mostrato un
numero di perdite fetalin linea con le aspettative inferiore al previsto

Conclusione

| risultati forniscono prove di un numero di perdite fetali finali noteveirte superiore al previstassociato alla vaccinazione
contro il COVID-19 durante le settimane gestazional8 8-
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INTRODUZIONE

Le donne in gravidanza sono state escluse dagli studi clinici randomizzati fondamndigzati per le approvazioni
regolatorie iniziali dei vaccini contro il COVID-19. L'unico studio clinico rarmimsuccessivo condotto su donne in
gravidanza é stato condotto da Pfizer e ha incluso solo 173 donne vaccinate in fasi relativamentie alaiazgravidanza

(settimane gestazionali 24-34) (Pfizer 2023).

Gli studi osservazionali sulla vaccinazione contro il COVID-19 durante la gravdidafrontano prevalentemente i risultati
tra donne in gravidanza vaccinate e non vaccinate durante campagne di vaccinazione éitzandt vari modelli di
regressione (Fell, Dhinsa, et al. 2022, Magnus, et al. 2022, Calvert, Carruthers, et al.

2022, Velez, et al. 2023, Calvert, Carruthers, et al. 2023, Goldshtein, Steinberg, et al. 20&23IH2023, Rimmer, et al.
2023). Tra questi studi, solo pochi hanno considerato lI'impatto della vaemirgazontro il COVID-19 nelle prime fasi della
gravidanza, quando il rischio di teratogenicita & probabilmente piu elevato (Caaertjthers, et al. 2022, Velez, et al.
2023, Shimabukuro, et al. 2021). Ulteriori studi sull'associazione tra la vaccinazioneicG@kiD-19 all'inizio della
gravidanza e gli aborti spontanei (prima della 202 settimana) hanno utilimrateetodo caso-controllo. (Kharbanda,

Haapala e DeSilva, et al. 2021, Kharbanda, Haapala e Lipkind, et al. 2023)

Con poche eccezioni (Aharon, et al. 2022, Kuhbandner e Reitzner 2023, Velez, et al. 2023)sglisstzdticinazione
contro il COVID-19 durante la gravidanza non hanno riportato alcuna associazione statisticagméfitats/a tra esiti

avversi della gravidanza e vaccinazione contro il COVID-19 durante la gravidanza. (Rialn2928t Prasad, et al. 2022)

Tuttavia, questi studi osservazionali presentano noti limiti metodii relativi al controllo della tempistica gestazionale
della vaccinazione, ai criteri di inclusione ed esclusione applicati e ai @dtdéattori di confondimento non controllati.
(Fell, Dimitris, et al. 2021) In particolare, le differenze osservate e non osseelatstato di salute tra le donne vaccinate
e non vaccinate potrebbero influenzare i risultati studiati ed essere fonbéagi metodologici, denominakiias dei

vaccinati sani (o non san{)Hgeg, Duriseti e Prasad 2023, Remschmidt, Wichmann e Harder 2015)

Il presente studio mirava a valutare l'impatto della vaccinazione contro il COiDrante le settimane gestazionall8-
sfruttando i dati anonimizzati forniti da Maccabi Healthcare Services (MH&oido fondo sanitario pit grande di

Israele. L'analisi principale ha preso in considerazione diverse coavttegfi donne in gravidanza, definite
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in base al momento e alla dose di vaccinazione, e utilizzando dati storici, ha doddizifferenza osservata

rispetto a quella prevista nel numero di perdite fetali all'internaidiscuna coorte.

Israele ¢ stato il primo paese al mondo a lanciare una campagna nazionale di vaccinaziané CQ@VID-19, a partire dal
dicembre 2020, utilizzando quasi esclusivamente il vaccino a mRNA Pfizer BNT162b2. N&l&jodsvaele € stato
nuovamente il primo paese a vaccinare la popolazione con una dose di richiamo.nih&a$d2021 il Ministero della Salute
israeliano ha pubblicato una raccomandazione per la vaccinazione dale dogravidanza, inizialmente limitata &2
3'trimestre, poi estesa a tutte le fasi della gravidanzi ifebbraio 2021. Esistono diversi studi sull'associazione tra la
vaccinazione contro il COVID-19 e vari esiti della gravidanza basati su dati prodanlseraele, ma presentano limitazioni
metodologiche simili a quelle sopra menzionate. (Wainstock, Yoles e Sergienkd.ip82huetz, et al. 2023, Dick, et al.

2022, Rottenstreich, et al. 2022, Goldshtein, Steinberg, et al. 2022)

MATERIALI E METODI

Fonti dei dati

Questo studio si basa sul database centralizzato delle cartelle cliniche elettronicheyéstitR)dal MHS sin dagli anni '90,
composto da un database longitudinale su 2,7 milioni di pazienti (il 26% delléapimpe israeliana) con un turnover
minimo (~1% all'anno). | dati anonimizzati del registro delle gravidanze MldStsdnestratti il 6 maggio 2023, data in cui
il registro conteneva informazioni su 1.330.845 gravidanze dal 1990. Questo studibzzatoti226.395 gravidanze con
dati completi e affidabili e LMP tra il 1° marzo 2016 e il 28 febbraio 2022. Il reigisinde informazioni registrate
regolarmente dagli ostetrici, tra cui I'esito della gravidanza e la data in cui sfiéate, la data dell'ultimo ciclo mestruale
(LMP), il numero di embrioni e se la gravidanza € stata considerata ad alto rissi@ime alla data in cui la gravidanza e
entrata nella categoria ad alto rischio. | dati del registro delle gravidanze sonmstatiiati con altri dati EHR relativi a
condizioni cliniche diagnosticate, richieste di prestazioni e procedure medicheegistro specializzato COVID-19 che
includeva informazioni sui registri delle vaccinazioni COVID-19 e sui risulddtdchtorio provenienti da un laboratorio
centrale. Il comitato di revisione istituzionale dell'MHS ha approvato lo studéog dtato esentato dal consenso informato

data la sua natura retrospettiva e I'uso di informazioni anonime raccefielarmente.
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Esposizioni

L'analisi primaria ha incluso coorti di donne in gravidanza esposte alla do3elilgoialsiasi vaccino COVID-19 durante la
gravidanza, con coorti separate per l'esposizione durante le settimane gesth8-13 e 14-27, rispettivamente. La dose 2
e stata inclusa solo come analisi supplementare, poiché la stragrande maggioranzbbde#ieche hanno ricevuto la dose

1 ha continuato a ricevere la dose 2. Le coorti della dose 3 includono solo le doatanno ricevuto due dosi prima della

gravidanza. Lo studio ha incluso anche coortidiunasdiasdal v % E o « 33]Ju v P +3 I]}v o] tABUYUITOU

composta da donne che hanno ricevuto la vaccinazione contro il Ci3tidsel o 3) nella specifica settimana
gestazionale W. Il rischio prospettico di ciascuna donna inclusa in questedia@ticinazione contro il COVID-19 é
valutato in modo prospettico a partire da usattimana di rischialefinita come la settimana gestazionale della

vaccinazione. (Si veda la discussione relativa agli esiti riportata dicgegui

Sono state escluse le donne vaccinate durante le settimane gestazieialpoiché l'identificazione e il follow-up delle

gravidanze durante queste settimane sono parziali e incoereritgvemdo preoccupazioni circa la presenza di distorsioni
nella segnalazione; ad esempio, le donne vaccinate potrebberreepill inclini a segnalare una perdita fetale precoce.
Entro la settimana 8 o 9, quasi tutte le gravidanze sono gia sottmnfalp e la documentazione & sostanzialmente piu

coerente.

Per ovviare, almeno in parte, alle distorsioni derivanti da covariate confdinpetenzialmente non osservate, I'analisi ha
preso in considerazione due tipi di coorti di controllo comparative. In prirogd, sono state definite coorti di controllo

simili per I'esposizione alla vaccinazione antinfluenzale durardgettenane gestazionali 8-13 e 14-27, nonché per singole

* 33Ju v tABGUYUTOX /v s }v } Ou}P}U 0— *%e}e]l]Joo BGE A] W 1]}v3 % EJue] E
altro controllo con coorti di singole settimane per le settima® 3 1]}v 0] tAGUYUTOU ] » uv  Ju% E v
ancora in gravidanza all'inizio della settimana W, che hanno ricevuto le d&ila dose 3 o la vaccinazione antinfluenzale
prima della gravidanza. In queste ultime coorti, la settimana di rischio éitdefimme la rispettiva settimana gestazionale

W.

L'analisi esplorativa ha incluso I'esposizione all'infezione da SARS-CoWi2 tlugravidanza (confermata da test PCR
positivo), con coorti corrispondenti all'infezione verificatasi durante leirpethe gestazionali 8-13 e 17-24 con e senza

precedente vaccinazione contro il COVID-19, rispettivamente.

Risultati

S

Il risultato principale dello studio € stata la perdita fetale durante la gravidaieae una misura composita che include aborti

spontanei e indotti e natimortalita. Il risultato composito & stato determinstilla base del registro delle gravidanze, della

diagnosi e dei codici procedurali. (Vedi Tabella S1 nell’
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Appendice supplementare per una descrizione dettagliata). Mentre gli aborttapei e i nati morti si verificano
involontariamente e sono determinati da meccanismi biologici, gli abaltitthpossono essere elettivi o terapeutici (cioe
determinati da ragioni mediche). Gli aborti elettivi sono tipicamente deteatnida considerazioni personali o ragioni quali
I'eta della madre e le circostanze della gravidanza (ad esempio, fuori dal matiimasultato di relazioni proibite dal
diritto penale). Le ragioni mediche degli aborti indotti (ad esempio, difetti e mataioni fetali) coinvolgono meccanismi
biologici che si sovrappongono a quelli degli aborti spontanei e deimmati. | dati relativi alla diagnosi e alle richieste di
rimborso relativi agli aborti indotti spesso non includono una docutaEone chiara delle motivazioni sottostanti e molti

sono determinati da preoccupazioni per la salute del feto.

Per valutare la plausibilita che i risultati relativi ai tassi di perdita fetaddefinon fossero interamente determinatad
decisioni elettive delle donne, sono stati considerati come risultatuadigi i casi di perdita fetale tardiva a partire dalla
142, 202 e 252 settimana di gestazione. In Israele, tutti gli aborti indottbdeessere preventivamente approvati da
comitati speciali nominati all'interno delle istituzioni sanitarie. Ucerge rapporto del Ministero della Salute israeliano
sulle tendenze temporali degli aborti indotti nel periodo 1990-2022cmdhe gli aborti elettivi dopo la 142 settimana di
gestazione sono diventati sempre piu rari, mentre quelli dopo la 24%satta sono rari e concessi solo per motivi medici.

(Ministero della Salute israeliano 2023)

Numero osservato/previsto di casi di perdita fetale definitiva

Le analisi primarie di questo studio hanno seguito un approccio comunemerizzattl negli studi sulla sicurezza dei
vaccini, in cui l'incidenza osservata di eventi avversi tra gli indivédginati viene confrontata con l'incidenza prevista sulla
base dei tassi di base nella popolazione generale. (Gordillo-Marafién, et al. 2024 x\Bhachau e Holle 2015) A
differenza degli studi esistenti sulla sicurezza della vaccinazione duragr@vidanza che hanno utilizzato tassi di incidenza
di fondo attesi non specifici per la popolazione dello studio (Shimabukuro, et al, #d@&&sente studio ha stimato |l

numero atteso di perdite fetali specifico per la coorte, aggiustato per le caigtitde individuali delle donne vaccinate.

Le stime corrette del numero previsto di perdite fetali sono state calcolate sultladiasymodello di riferimento di base
livello individuale ottenuto addestrando un modello di regressionestagi aggregato sulle gravidanze con LMP tra il 1°
marzo 2016 e il 28 febbraio 2018. Questo modello ha preso come input una gravidanaadieterminata settimana di

rischio gestazionale. Ha quindi stimato il rischio prospettico di perdita fateéefda quella
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settimana per tutta la gravidanza, correggendo per I'eta gestazionale e il meakeddario della gravidanza, I'eta della
donna, nonché per molteplici covariate che catturano lo stato di salute dellaajdrsuo comportamento in materia di
salute e altri fattori socioeconomici. Per una descrizione dettagliata del modelferitnénto di base, delle covariate e

dei risultati del modello, si veda I'appendice supplementare, sezionet&iele S1 e S2.

Il numero previsto di perdite fetali finali specifico per coorte € stato calcolatmsando le probabilita di rischio individuali
previste per tutte le donne della coorte, calcolate in base alla settimana in cui ciadioesse € stata esposta (cioe la
settimana di rischio). Il numero previsto € stato quindi confrontato coaritero osservato di perdite fetali nella coorte. La
figura S1 nell'appendice supplementare illustra come € stata condotta I'andlésceorti vaccinate per le settimane
gestazionali 8-13. Sono riportati i numeri attesi e osservati di feefdiali specifici per coorte (come numero di perdite
fetali per 100 gravidanze), insieme alla differenza tra il numero oas®eevquello atteso, l'intervallo di confidenza (IC) al
95% e il numero di gravidanze incluse in ciascuna coorte. | rapporti tra le perdite fetaliabssequelle attese con i
corrispondenti IC al 95% sono riportati separatamente nell'appendice supplemeR&rena descrizione di come sono

stati calcolati i valori attesi e gli IC, si veda la sezione S2 nell'a@ppesupplementare.

L'analisi pud essere interpretata come una sperimentazione simulata, in cuiagra ¢hcinta vaccinata inclusa nella
coorte € stata "abbinata" a un "controlkinteticonon vaccinato" con caratteristiche individuali e di gravidanza simili. |
risultati dei controlli sintetici sono stati "simulati" sulla base del moddiliaferimento di base e confrontati con i risultati
osservati. Confrontando le donne vaccinate con controlli storici (sintetici) gtotiche con controlli all'interno del periodo
di vaccinazione, l'analisi osservata/attesa ha consentito la massima "correspraddsulle covariate osservate e sul tempo

di follow-up non censurato.

Perdite fetali tardive . Per rispondere alla potenziale preoccupazione che le donne vaccinate contro il COVIBelP ¢do
3) o contro l'influenza nelle prime settimane di gestazione (8-13) potesseeneepitl (0 meno) inclini ad aborti indotti
puramente elettivi, € stata calcolata la differenza tra il numero ossergajuello atteso di perdite fetali finali a partire
dalla 1423, 202 e 252 settimana per le donne vaccinate nella 82-132 settimanartiogtare, il rischio individuale di perdita
fetale finale, per ciascuna donna di queste coorti, € stato stimato in modo pitaspelle settimane di gestazione 14, 20 e
25, separatamente, per tutte le donne che erano ancora incinte all'inizio dgllettiisa settimana. Inoltre, é stata caledéa

la percentuale di donne che hanno subito una perdita fetale dalla settimana t@izgese
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25 in poi € stata calcolata per le donne che hanno ricevuto la vaccinazione controll-C®{dbse 1 o 3) o la vaccinazione
vi]v(op vi o U Jv ] * pv 00 <« SSJu v tAOGUYUITXS'A <5 vedvpeicertualtdig tuttes (E }

le donne ancora in gravidanza all'inizio di ciascuna settimana W.

Analisi di validazione e robustezza

Per ottenere una convalida fuori campione delle stime di riferimento di base t&ax@lia loro coerenza tra i diversi periodi

di analisi, € stata condotta un'analisi osservata/attesa per le coorti vacaboateo I'influenza con LMP dal 1° marzo 2018

al 28 febbraio 2019. Queste includevano le coorti delle settimane gestazionalil8-23, nonché le coorti di una sola

+ 33Ju v tAGUYUTO6 }v A Jvi]}v vs]v(ou vi 0 %@®]ue3 0o +PE]A] M(om wi o

Sono state condotte diverse analisi di robustezza aggiuntive. In primo luogo,dgaliianalisi osservate/attese sono state
ripetute utilizzando un modello di riferimento di base stimato sui dati dal 1° marzo 2016eb@&ib 2019. In secondo
luogo, per valutare la sensibilita dei risultati alla scelta del momeniizio del follow-up (settimana 8), l'analisi

osservata/attesa € stata ripetuta quando le gravidanze sono state seguite a partirsettil@ana 10.

Sono state condotte analisi complementari per confrontare sia il punteggicctioishe le distribuzioni delle covariate
della coorte di donne vaccinate contro il COVID-19 nelle settimane 18-13 con la coreisfgoodorte vaccinata contro
l'influenza, nonché con le donne esposte all'influenza o alla vadégsimeazontro il COVID-19 prima della gravidanza. Per
valutare la correlazione tra la vaccinazione antinfluenzale e quella contro il AOVikEle prime fasi della gravidanza, sono
state identificate le donne il cui periodo di gravidanza ha consentito loroaliere la prima dose del vaccino contro il
COVID-19 durante le settimane gestazionali 8-13 e 8-27, rispettivamente. All'inteqneddi gruppi, le donne che hanno

ricevuto il vaccino antinfluenzale nella stessa stagione sono state confrontatguetle che non lo hanno ricevuto.

RISULTATI

La figura 1 presenta le gravidanze incluse ed escluse dall'analisi, insisrotivadell'esclusione. La tabella S3 presenta le
statistiche descrittive sulle covariate per le donne incluse in ciascuno degricdpdi analisi (Riferimento, Convalida e
COVID-19). Mostra piccole differenze nel valore medio di alcune covariatspmhetate aggiustate nelle analisi
osservate/attese. | tassi di vaccinazione contro il COVID-19 durante la gravidanz® édmpistica calendariale sono

descritti nella sezione S4 dell'appendice supplementare e nella figura S5.

0 (
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Figura 1. Gravidanze incluse ed escluse dalle analisi
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Analisi osservato/atteso

Vaccinazione durante la gravidanza.  La tabella 1 mostra i risultati dell'analisi ossgo/atteso per le donne vaccinate
durante le settimane 8-13 e 14-27. Le donne vaccinate per COVID-19 con 1 o 3 dosi dugdtitedres8-13 hanno
mostrato un numero di aborti spontanei osservati durante la gravidaopariore al previstd_e differenze osservate
rispetto al previsto erano 3,89%% CI: [2,55-5,14]) per la dose 1,9 (95% CI: 0,39-3,42]) per la dose 3, ovvero 3,85 e
1,9 perdite fetali osservate in piu rispetto al previsto ogni 100 gravidanpeftiisamente. Per la vaccinazione contro |l
COVID-19 durante le settimane 14-27, il numero osservato di perdite fetali érsfatiore al previstocon differenze
osservate rispetto al previsto pari a -0,79 (95% ClI: [-1,07 - -0,51]) per la de8g8% €5% CI: [-0,48 - -0,37]) per la dose
3.

In netto contrasto, le coorti corrispondenti alla vaccinazione antinfluenzale harostrato un numero di perdite fetailnferiore
al previsto

numero di perdite fetali osservate, con differenze osservate/previste pdrjld (95% CI: [-6,06 -

-4,16] e -1,24 (95% ClI: [-1,61 - -0,98]) per le settimane 8-13 e 14-27, ovvero 5,11 e 1,24 peliditenfieno ogni 100
gravidanze rispetto al previsto, rispettivamente. | risultati per la dodel Zaccino COVID-19 sono simili a quelli della dose
1 e sono riportati nella Tabella S4 nell Appendice supplementare. | ragpogperdite fetali osservate e previste sono

riportati nella Tabella S6.

> &IJPUE 1 u}e3E ] E]*uosd 8] }eo EA 3] WPW $3JESU 00]A 3050} ] % 5 NAw] ¢ABUY
dose 1 di COVID-19 e la vaccinazione antinfluenzale. Questi hanno mostrato oumteltiti con i risultati della Tabella 1

per le coorti di donne vaccinate durante le settimane 8-13 e 14-27. La Figura 2(a) mesfarctiascuna delle settimane
tABUYUIiiTU o }vv Z «}v} ecnk ddse 1 purante la settimana W hanno mostrato un numero di perdite

fetali osservatesuperiore al previstacon differenze osservate rispetto al previsto che raggiungevano un masséno di

perdite fetali in piu rispetto al previsto ogni 100 gravidanze. La differenzbruaniero osservato e quello previsto é

EJu *3 %}*]3]A U u Julvuls 00 * 8SJuv 0 eEOSSIBI|UtAXINUY WTgS|@& STEOW °]
invertito, con un numero di aborti spontanei osseniaferiore al previstoAl contrario, le coorti corrispondenti vaccinate

contro l'influenza mostrate nella Fig. 2(b) hanno mostrato un numero di aborti spanaservati notevolmenténferiore
alprevisto]v $uss o + $3Ju v tABUYUITOX / E]*pos §]nte lEOVID-139 soho piesemtathnelldv} }

Figura S2 nell’Appendice supplementare.
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Tabella 1. Perdite fetali effettive rispetto a quelle previste tra le donne vaccinatateo il COVID-19 o l'influenza
nelle settimane gestazionali 8-13 e 14

Note: La tabella 1 mostra le perdite fetali osservate rispetto a quelle at{pee 100 gravidanze) tra le donne vaccinate conirg
COVID-19 (dose 1 o 3) o l'influenza con LMP dal 1° marzo 2020 al 28 f@2@&id numeri (n) tra parentesi riportano il nume
totale corrispondente (osservato/atteso) di perdite fetali nella coorte.

a. Il numero di perdite fetali previste e stato ottenuto sommando le pralii@bopreviste di perdita fetale finale delle donne vaccing
in ciascuna settimana di gestazione, stimate dal modello di rifeionénbase per ciascuna donna, in base ai valori delle covariz
alla settimana di gestazione al momento della vaccinazione (velderEabella S2 nell’Appendice supplementare per I'eler
completo delle covariate e i risultati del modello).

b. Tra le donne vaccinate con la dose 1 durante le settimane 8-1327,1#197% e il 96% hanno ricevuto BNT162b2. Per la do
quasi il 100% delle donne vaccinate durante le settimane 8-13 e 14-27 ha ricevut62BRT

C. La coorte vaccinata contro l'influenza corrisponde a due stagioni imfliecomprese tra il 1° marzo 2020 e il 28 febbraio
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Figura 2. Perdite fetali effettive rispetto a quelle attese per settimana di gestazionmainento della
vaccinazione tra le donne vaccinate contro il COVID-19 o l'influenza

@ (b)

Dose 1 del vaccino contro il COVID-19 durante la gravidanza Vaccimtflaehzale durante la gravidanza

Legenda

{

Il pannello (a) mostra i risultati per le donne che hanno ricevat prima dose di vaccino contro il COVID-19 in gravids
durante la rispettiva settimana gestazionale indicata sull'asse Zniigilo (b) mostra i risultati per le donne che hanno ricevt
un vaccino antinfluenzale durante la rispettiva settimana gestazioraedimensioni delle coorti per ciascuna settima
gestazionale sono riportate nella Tabella S9 nell'Appendice sugpleare.

Per ciascun pannello, l'asse Y indica il numero osservata (fiee continua) e previsto (linea nera tratteggiata) di eventt
perdite fetali (per 100 gravidanze) tra le donne con LMP dal 1° marzo 2@80felbbraio 2022 che sono state vaccinate ne
settimana di gestazione indicata sull'asse X. Le linee grigie centinatrano l'intervallo di confidenza al 95% delle perdite fe
attese per 100 gravidanze in ciascuna settimana. Vedere la se3bmell'appendice supplementare per una descrizione
come sono stati calcolati gli IC.

Il numero di perdite fetali attese & stato ottenuto sommando le probibifireviste di perdita fetale finale delle donn
vaccinate in ciascuna settimana di gestazione, stimate dal modetlfedmento di base per ciascuna donna, in base ai va
delle covariate e alla settimana di gestazione al momento della \aioime (vedere la tabella S2 nell'appendice supplement
per I'elenco completo delle covariate e i risultati del modello).

Perdite fetali tardive. La tabella 2 mostra i risultati dell'analisi delle perdite fetali effettigpetto a quelle previste nelle

donne che sono state vaccinate contro il COVID-19 (dose 1 o 3) o contro l'influenza duretttméme gestazionali 8-13 e

che erano ancora in gravidanza all'inizio delle settimane gestazionali 14, 20 p2&jvamente. Sia la coorte della doke

che quella della dosghanno continuato a mostrare un numero residuo di perdite fetali effettiveitgivamente

superiore al previstfino alla settimana di gestazione 25. Per la dose 1, la differenza traérowsservato e quello

previsto nella settimana 14 era

3,05 (95% CI: [2,064,05]), ovvero piu di 3 perdite fetali aggiuntive ogni 100 gravidanze rispette\asio.
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che era molto simile alla differenza osservata/prevista di 3,85 riportata falbella 1. Le differenze osservate rispetto al
valore atteso nelle settimane 20 e 25 erano pari a 2,47 (95% CI: {B,18]) e 1,66 (95% CI: [1,12,]) perdite fetali
superiori al valore atteso per 100 gravidanze, rispettivamente. Per la dose Betartia osservata rispetto al valore atteso
nella settimana 14 era pari a 2,73 (95% CI: [1,3/89]) perdite fetali superiori al valore atteso per 100 gravidanze,
superiore all'1,9 riportato nella Tabella 1, mentre nelle settimane 20 e 25 era pdRg95% ClI: [0,712,54]) e 0,95 (95%
ClI: [0,30t 1]) perdite fetali superiori al previsto per 100 gravidanze, rispettivamenteomttario, il numero osservato di
perdite fetali finaliinferiore al previstmella coorte influenzale ha mostrato una rapida diminuzione dellereifize
negative osservate rispetto al previsto, con -2,27 (95% ClI: [-2,96 - -1,58]), -0,9CI($539 - -0,44]) e -0,78 (95% CI: [-
1,16 - -0,39]) perdite fetali ogni 100

gravidanze nelle settimane 14, 20 e 25, rispettivamente, rispetto alle -5,11 pestiteder 100 gravidanze riportate nella
Tabella 1. (Vedere la Tabella S6 per i corrispondenti rapporti tra perditedstaivate e previste). Inoltre, la Tabdla
mostra che il 2,72%, I'1,79% e lo 0,72% delle donne che si sono vaccinate duratttmneegestazionali 8-13, con la
dose 1, la dose 3 e l'influenza, rispettivamente, hanno avuto unditpefetale a partire dalla settimana gestazionale 25,

rispetto allo 0,99% e all'1,09% di tutte le donne che erano ancora incinte nellmaei8 e 13, rispettivamente.

Vaccinazione prima della gravidanza.  La figura 3(a) mostra i risultati osservati rispedtquelli attesi per ciascuna settimana
tAGUYUTO SE o }vv Z Z vv} E] Aus} pu  }o] % @&luvi ogvIP E%Ealkiiz]d «u3 p]
della rispettiva settimana W e che non erano state vaccinate con una terza dasei@ltiella settimana. La figura 3(b)

mostra gli stessi risultati per le donne vaccinate contro l'influenza stdiesa stagione del loro LMP, ma prima della
gravidanza. A differenza dei risultati relativi alla vaccinazione durantevalgraa, sia la coorte COVID-19 che quella
influenzale hanno registrato un numero di aborti simili a quelli atie$ numeri osservati erania linea con le aspettative
leggermentenferiori. La figura S3 nell'appendice supplementare mostra risultati simili pgoriee vaccinate con 3 dosi

prima della gravidanza.

Infezioni da SARS-CoV42numero osservato di perdite fetali era leggermemtieriore al previstger le donne con

infezioni da SARS-CoV-2 durante le settimane gestazionali 8-13 e 14-27 printel@ \@igrinazione contro il COVID-19, ad
eccezione delle infezioni da SARS-CoV-2 nelle settimane gestazionali $eldmae non vaccinate, ma tutti gli IC al 95%
delle rispettive differenze osservate rispetto a quelle previstduidlevano 0 (Tabella S8). | tassi di infezione da SAR3-CoV-

prima e durante la gravidanza sono descritti nella sezione S4 dell'appengigersentare.
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Tabella 2. Perdite fetali tardive effettive rispetto a quelle previste dalla 142, 202 e 26ftimana tra le
donne vaccinate contro il COVID-19 o l'influenza nelle settimane gestazionkHl 8-

Note: La tabella 2 mostra il numero di perdite fetali effettive rispetto a quelle atteseipe gravidanze) per le donne con LMP ¢
1° marzo 2020 al 28 febbraio 2022 che sono state vaccinate contro il COVI&s44d (d 3) o l'influenza durante le settimane
gestazione 8-13. | numeri (n) tra parentesi riportano il humero totaleispondente di perdite fetali (osservate/attese) nel
coorte.

a.ll numero di perdite fetali attese e stato ottenuto sommando la proli@bprevista di perdita fetale finale delle donne
ciascuna coorte di vaccinazione a partire dalla rispettiva settamdingestazione (14, 20, 25), stimata per ciascuna donna
modello di riferimento di base, in base ai valori delle covariatdl@ settimana di gestazione (14, 20, 25) (vedere la tabellg
nell'appendice supplementare per I'elenco delle covariaierisultati del modello). Le donne che hanno subito una pertétale
prima della settimana corrispondente (14, 20, 25) non sono state incluse nel calcolo.

b. Tra le donne vaccinate con la dose 1 durante le settimane 8-23%lha ricevuto BNT162b2. Per la dose 3, quasi il 100%
donne vaccinate durante le settimane 8-13 ha ricevuto BNT162b2.

C. La coorte vaccinata contro l'influenza corrisponde a due stagioni, dal 1° 2@28cal 28 febbrai@022.
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Tabella 3. Perdite fetali osservate a partire dalla 252 settimana tra le donne vaccinate contro illCO¥Db l'influenza e
tutte le donne in gravidanza tra I'82 e la 132 settimana

Note: | pannelli della tabella 3 mostrano il tasso di perdite fetéfietive a partire dalla 252 settimana per le donne vaccinate co
prima dose di COVID-19, la terza dose, l'influenza e per tuttedieedoon LMP dal 1° marzo 2020 al 28 febbraio 2022. Per le ¢
vaccinate, N € il numero di donne vaccinate nella settimana cera& mentre per tutte le donne N € il numero di donne arecin
gravidanza all'inizio della settimana considerata. Le coorti vaccinastrano anche i calcoli combinati per tutte le donne nellertiali
8-13 settimane, che possono essere confrontati con la settimana 13 per tuttefeedo
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Figura 3. Perdite fetali effettive rispetto a quelle attese
tra le donne vaccinate per COVID-19 o influenza prima della gravidanza

@ (

Due dosi di vaccino COVID-19 prima della gravidanza Vaccino amidale stagionale prima della gravidanza

Legenda della figura 3:

{

Il pannello (a) mostra i risultati per le donne che hanno rit@2 dosi di vaccino anti COVID-19 prima dell'LMP e la cui gravidg
era in corso all'inizio della rispettiva settimana gestazionadicata sull'asse X; il pannello (b) mostra risultati simili petolene
che hanno ricevuto un vaccino antinfluenzale prima dell'LMP. Le diowrdelle coorti per ciascuna settimana sono riportate nel
Tabella S9 nell'Appendice supplementare.

Per ciascun pannello, I'asse Y indica il numero osservat@ (lieea continua) e previsto (linea nera tratteggiata) di eventug
perdite fetali ogni 100 gravidanze tra le donne con LMP dal 1° marzo 2@&fabbraio 2022 che erano ancora in gravidanz
all'inizio di ciascuna settimana gestazionale (8-27) indicata sull'asse X.

Il numero di perdite fetali attese € stato ottenuto sommando le prob@bpreviste di perdita fetale delle donne in ciascuna coort
stimate dal modello di riferimento di base per ciascuna donnahaige ai valori delle covariate e alla rispettiva settimana
gestazione indicata sull'asse X (vedere la tabella S2 nell'dmgesupplementare per I'elenco completo delle covariate suiltiati
del modello). Le donne che hanno subito una perdita fetalmardella rispettiva settimana di gestazione sull'asse X noa staie
incluse nel calcolo.
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Risultati di convalida e robustezza
| risultati dell'analisi osservato/atteso per la vaccinazione antinftadurante il periodo pre-pandemico dal 1° marzo
2018 al 28 febbraio 2019 erano molto simili ai risultati dell'analisi primsuiggerendo che le variazioni annuali nei modelli

delle differenze osservate/attese nel numero di perdite fetali iiffe erano relativamente basse (Tabella S5, Figura S4).

Il confronto tra le donne della coorte che ha ricevuto la prima dose durante lenseté gestazionali 8-13 e le coorti di
controllo (vaccinazione antinfluenzale durante le settimane 8-13 e vaccinaziotre @DVID-19 e influenza prima della
gravidanza) indica che i punteggi di rischio delle donne nelle coorti di dongralno relativamente piu elevati (Tabella S7).
Cio potrebbe essere spiegato dalle differenze nella distribuzione delle ateyatove le coorti di controllo presentavano

una percentuale piu elevata di donne con comorbilita e fattori di rischio.

La maggior parte delle donne (89%) che hanno ricevuto la prima dose durante le settjpstazionali 8-27 avevano un
LMP compreso tra ottobre 2020 e gennaio 2021 (vedere la Figura S5 per la distribuzigile)m@omplessivamente,
20.383 gravidanze con LMP durante questi mesi hanno avuto I'opportunita di ricevenmdadose di vaccino COVID-
nelle settimane gestazionali 8-27. Di queste, 2.984 avevano ricevuto un vaotimtuanzale durante la stagione
influenzale 2020-2021. Le donne che avevano ricevuto il vaccino aatiafile erano circa 2 volte pit propense a ricevere
la prima dose del vaccino contro il COVID-19 rispetto alle donne che noevianawricevuto (15,08% contro 7,25% per le
settimane 8-13 e 71,31% contro 37,94% per le

settimane 8-27).

| risultati con il modello di riferimento di base stimato sui dati dal marzo 20fibhraio 2019 erano molto simili ai risultati

dell'analisi primaria. | risultati sono rimasti molto simili anche qualedgravidanze sono state seguite dalla settimana 10.

DISCUSSIONE

Il risultato principale di questo studio & che la vaccinazione contro il COVID-19 csiagjuldse durante le settimane
gestazionali 8-13 di gravidanza é stata associata a un numero di perdite fetairate superiore al previst@Tabelle 1, S4).
Per la dose 1, cio ha comportato quasi 4 (3,85) perdite fetali in piu rispetto al pregisté@0 gravidanze esposte alla
dosel di vaccino contro il COVID-19 durante le settimane 8-13, ovvero circa 13 perdite $e@liate ogni 100 gravidanze
rispetto alle 9 previste. Analogamente, le donne vaccinate con la dose 3 durantérfease 8-13 hanno mostrato quasi

1,9 perdite fetali in pit ogni 100 gravidanze rispetto al previsto.
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Le donne vaccinate durante le settimane 8-13 hanno riportato un numero di aporttaneisuperiore al previstael

corso della gravidanza. Dei 3,85 aborti spontanei in piu ogni 100 gravidanze risgetwisio per la dose 1 (Tabella 1),
oltre 3 si sono verificati a partire dalla settimana 14 e poco meno della meta;o¥\&6 aborti spontanei, si sono verificati
a partire dalla settimana gestazionale 25 (Tabella 2). Inoltre, il 2,72% delle donneateacoimla dose 1 e I'1,79% delle
donne vaccinate con la dose 3 durante le settimane 8-13 hanno avuto una pletditaa partire dalla settimana 25, un
tasso notevolmente superiore all'1% registrato per tutte le donne in graz@aarmallo 0,79% delle donne vaccinate contro
I'influenza durante il periodo in esame (Tabella 3). Cio indica che gran partendetanaosservato di perdite fetali
superiore al previstassociato alla vaccinazione contro il COVID-19 durante le settimane di gestazionerBd\aade
inequivocabilmente da perdite fetali tardive, ovvero natimortalita e abgpthntanei o terapeutici causati da meccanismi
biologici e ragioni mediche, piuttosto che da modelli comportamentali cheatipente determinano aborti puramente

elettivi.

Il confronto tra i modelli osservati e quelli attesi per la vaccinazionged COVID-19 durante le settimanel8con i
modelli corrispondenti durante le settimane 14-27 e con le coorti di controllo coatiparfornisce un contesto

importante per la loro interpretazione. Il numero osservato di perdite fetafieriore al previstper la vaccinazione contro
il COVID-19 durante le settimane 8-13 & cambiato rapidamente e le settimane gealiat#-27 hanno mostrato numeri
osservatiinferiori al previstolnoltre, a differenza della vaccinazione contro il COVID-19, la vaccinazionaiantiafk
durante la gravidanza ha mostrato un numero di perdite fetali osservate notevénmferiore al previstaurante tutte

le settimane di gestazione 8-27, con 5,11 perdite fetali in meno rispetto ailsppgyer 100 gravidanze per la vaccinazione
antinfluenzale durante le settimane 8-13 (Tabelle 1 e Figura 2(b)). Anche le coorti diloardrmparative, corrispondenti
alla vaccinazione prima della gravidanza, hanno mostrato modelli osservati/pravigti diversi dalla vaccinazione contro
il COVID-19 durante le settimane 8-13, con le donne vaccinate prima della gravidaieeaob mostrato numeri

osservati leggermentinferiori al previstm in linea con le aspettativ@-igure 3 e S3).

Esiste una differenza marcata nei modelli osservati rispetto a quelliigiéz le vaccinazioni contro il COVID-19 tra le
settimane gestazionali 8-13 e le settimane 14-27 o prima della gravidanzaa@ifésrenza, insieme al numero
superiore al previstdi aborti tardivi associati alla vaccinazione durante le settimane 8-13 (comprestifaana 25 in
poi), puod essere coerente con i meccanismi biologici sottostanti che dipendil momento dell'esposizione durante la
gravidanza. Infatti, I'esposizione a teratogeni, soprattutto nelle primed@léa gravidanza, énrischio noto per esiti

avversi della gravidanza ed é stata discussa in
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nel contesto della vaccinazione, compresi i vaccini antinfluenzali. (Bednarédjaye-Gbewonyo 2012, Skowronski 2009)

Il periodo critico per lo sviluppo di molte anomalie congenite coincide con le primédidesigravidanza e in particolare con

il morimestre. (Czeizel 2008) Inoltre, recenti evidenze suggeriscono che si verifictiasmissione transplacentare dei
vaccini a mRNA contro il COMID(Lin, et al. 2024, Chen, et al. 2025), e uno studio in vitro mostra la soppressione dei geni
della globina embrionale-fetale nelle cellule K562 di eritroleucemia antpo 'esposizione al vaccino BNT162b2. (Zurlo,

et al. 2023) Inoltre, i vaccini a mRNA contro il COVID-19 sono associati a ewensii avmbotici, che sono un altro

meccanismo noto che provoca aborti spontanei. (Berild, et al. 2022)

In particolare, le differenze osservate rispetto a quelle attese per lae€ahe hanno ricevuto la prima e la seconda dose
durante le settimane 8-13 (I'87% di tutte le donne che hanno ricevuto la primaltbsontinuato a ricevere la seconda
dose durante la gravidanza) erano 2 volte superiori rispetto a quelle delieedche hanno ricevuto due dosi prima della
gravidanza e una singola dose 3 durante le settimane 8-13 (3,85 contro 1,9, rispettivameptdq phienziale relazione
dose-risposta potrebbe anche essere coerente con i meccanismi biologici, potiffédenza osservata rispetto a quella

prevista aumenta con una dose aggiuntiva ricevuta all'inizio della guazéd

E plausibile che il numero osservato di perdite fetdriore al previstsia per la vaccinazione contro il COVID-19 durante
le settimane gestazionali 14-27 che per la vaccinazione antinfluenzaletduleasettimane 8-27 sia il risultato di un bias
dei soggetti vaccinati sani, piuttosto che di un effetto protettivo della ve@ione. Esistono prove provenienti da diversi
paesi, tra cui Israele, di un bias dei soggetti vaccinati sani in studi sullaazaace contro il COVID-19 e sugli esiti di
ospedalizzazione e decesso. (Hgeg, Duriseti e Prasad 2023, Riedmann, et al.,2824, X021, Furst e Straka 2024) Il
bias dei soggetti vaccinati sani, un tipo di bias degli utenti sani, & stateneiato anche negli studi sulla sicurezza e
l'efficacia della vaccinazione antinfluenzale, anche durante la gravidéRemschmidt, Wichmann e Harder 2015, Wolfe,
et al. 2023, Dozelli 2018) Inoltre, i risultati osservati rispetto a quelli attedigeposizione alle infezioni da SARS-2oV-
durante la gravidanza (Tabella S8) non hanno mostrato alcun segnale di aumento signidiglativmero di perdite fetali
rispetto a quanto atteso, anche tra le donne non vaccinate. Analogamente, i tésf@zione durante la stagione
influenzale 2020-2021 sono stati significativamente inferiori rispetto agii @mecedenti, compresa ad esempio la
stagione 2018-2019. (Fratty, et al.

2022) Poiché le differenze osservate rispetto a quelle previste per la vaccieaitinfluenzale durante la gravidanza in
entrambi i periodi erano sostanzialmente simili, € improbabile che la vagomaantinfluenzale abbia ridotto in modo

significativo le perdite fetali.
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Sebbene il numersuperiore al previstdi perdite fetali associate all'esposizione alla vaccinazione contro il COVID-
durante le settimane gestazionali 8-13 sia motivo di preoccupazione, I'atfgilidati osservati rispetto a quelli attesi non e

sufficiente per stabilire una relazione causale.

Anche se la vaccinazione contro il COVID-19 all'inizio della gravidanza awseeatitegivamente il numero di perdite

fetali al di sopra di quanto previsto, qualsiasi impatto cumulativoedidivdi popolazione sarebbe stato probabilmente
modesto e non facilmente rilevabile dai tradizionali meccanismi di farmgitavza. La ragione di cid € che solo un numero
relativamente esiguo di donne ha ricevuto la vaccinazione durante le setigestazionali 8-13. In particolare, delle
20.383 donne incluse in questo studio che avrebbero potuto ricevere la gasmdurante le settimane di gestazion@8-

in base alla loro LMP, solo 1.837, circa il 9%, hanno ricevuto la prima dose durantarlarseti gestazione 8-13. E
importante notare che queste donne sembrano aver avuto un risatpaoridi perdita fetale inferiore rispetto alla
popolazione.

Inoltre, 3,85 perdite fetali aggiuntive ogni 100 gravidanze equivalgono a un totale didifedetali in piu rispetto al
previsto, che é inferiore allo 0,35% delle 20.383 donne. Un segnale del genereeapbito essere facilmente

mascherato dalla variabilita casuale e dalle tendenze temporali, come la teadaservata alla diminuzione dei tassi di
aborti indotti elettivi in Israele, in particolare nel periodo 2020-2022. (Ministkella Salute israeliano 2023) Infatti, come si
puo calcolare dalla Figura 1, la percentuale complessiva di gravidanze che hanno plarja¢ockta fetale a partire
dall'ottava settimana di gestazione ¢ stata del 14% nel periodo 2020-2022ttoisl 15,08% e al 14,7% nel periodo 2018-
2019

e 2016-2018, rispettivamente.

Cio evidenzia l'importanza di sviluppare metodi di farmacovigilanza robustireshtuelli prospettici, per individuare
segnali di sicurezza deboli in sottogruppi della popolazione. Cid é pantimnte vero per esiti comuni come aborto
spontaneo, parto prematuro e anomalie fetali, che difficilmente vengonoaatjrcome eventi avversi sospetti a meno che

non presentino caratteristiche insolite o patognomoniche e in cui la finesteratogenicita puo essere ristretta.

Gran parte dei risultati di questo studio, in particolare le analisi osservags&tnon possono essere confrontati
direttamente con lavori precedenti, che si sono concentrati quasi esclusivamente &i dnadgressione con
aggiustamento del rischio che confrontano le donne vaccinate con quelle nonatacdirante le campagne di
vaccinazione e hanno studiato principalmente I'impatto della vaccinazione durants kvEnzate della gravidanza.
(Rimmer, et al. 2023, Prasad, et al. 2022) Tuttavia, tali approcci sono spesso messssiotieqer ottenere coorti stabili
e simili, anche quando si utilizzano metodi di bilanciamento delle covadatee la ponderazione della probabilita inversa

del trattamento (IPTW) e
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corrispondenza. (McCaffrey, et al. 2013, Austin 2015, Stuart 2010). Due studi sull'assedradimwaccinazione contro il
COVID-19 durante la gravidanza e l'incidenza dell'infezione da SARS-CoV-2, utildatuoeoiegistri di gravidanza in
Israele, illustrano questi limiti. (Goldshtein, Nevo, et al. 2021, Dagan, et a). @0Ztudi sono riusciti ad abbinare con
successo solo il 63% e il 38% delle donne vaccinate idonee, rispettivameiite, hd2% e il 47% delle coppie vaccinate-
non vaccinate abbinate, rispettivamente, sono state censurate quando le ddirsentrollo abbinate sono state vaccinate,
portando a un breve periodo di follow-up. Al contrario, I'analisi osservata/attegaesto studio ha permesso il massimo
abbinamento delle donne vaccinate ai controlli storici ("sintetici"), tempi di folipvpit lunghi e la valutazione di una

serie di esposizioni alla vaccinazione in termini di dosi e tempistica.

La ricerca condotta in Scozia (Calvert, Carruthers, et al. 2022) costituisce in qualche modaion'ecitequanto ha
abbinato donne in gravidanza vaccinate a donne in gravidanza con la stessa etaamedtestessa settimana di gestazione
degli anni precedenti. Sebbene gli autori non abbiano riportato rigudignificativi, non hanno considerato le perdite fetali
dopo la ventesima settimana e la loro analisi ha combinato I'esposizipagtiee da sei settimane prima del concepimento
con l'esposizione fino alla ventesima settimana di gestazione. Inolive ialgoritmo di abbinamento era approssimativo e
non ha tenuto conto di molte covariate importanti con un impatto noto sul rischio diifzefetale, con coorti abbinate che
differivano in modo significativo. Al contrario, il modello di riferimentoaléutilizzato nel presente studio si & basato su
tutte le gravidanze con LMP da marzo 2016 a febbraio 2018 per stabilire punteggi di risohdituaiidaggiustati che
tengono conto delle covariate specifiche delle donne vaccinate e delle perdite fttak specifiche per coorte durante

l'intera gravidanza.

Un aspetto unico del presente studio rispetto alla letteratura esistentiérapatto della vaccinazione contro il COVIBD-
durante la gravidanza e stato I'uso di controlli comparativi multipli. Il confronttedsi degli stessi esiti avversi tra diversi
vaccini & comunemente utilizzato nella rilevazione dei segnali di sicurezitazfyet al. 2010) Sebbene le donne
vaccinate contro il COVID-19 durante la gravidanza non avessero caratteristichehidentjuelle vaccinate contro
l'influenza durante la gravidanza, é ragionevole supporre che le due coodivadessero almeno alcuni fattori di
confondimento non osservati. Analogamente, il confronto tra diversi temphctiimazione € stato utilizzato in precedenza

per valutare i potenziali rischi per la sicurezza dei vaccini pediatrici.gfan8; et al. 2001, Velez, et al. 2023)
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Limiti . Innanzitutto, I'analisi osservata/attesa € appropriata per rilevare potenggnali di sicurezza, ma non per dedurr
una relazione causale tra la vaccinazione e lI'aumento o la diminuzione dalitpesdita fetale né per quantificare I'efdi

di tale potenziale impatto. Come in qualsiasi studio osservazionale, esigtenccupazioni relative a covariate
confondenti non osservate. Tuttavia, se esistessero, tali fattori calioth non osservati avrebbero dovuto essere specifici
delle donne che hanno ricevuto la vaccinazione per il COVID-19 ma ndnfpesriza. Avrebbero inoltre dovuto essere
rilevanti per le donne che si sono vaccinate durante le settimane gestazahalma non durante le settimane 14-27 o
prima della gravidanza. In secondo luogo, questo studio non ha incluso le settgaatazionali 1-7 e quindi non ha potuto
valutare il potenziale impatto della vaccinazione durante tale periodo. In teagm|wn'altra limitazione generale degli
studi basati sui registri di gravidanza deriva dal fatto che spesso le perdite fetaicpr®n sono documentate e, piu in
generale, il follow-up potrebbe non essere coerente tra le donne. Infatiregistro sono state escluse alcune gravidanze
a causa della mancanza di un follow-up adeguato e tempestivo e, sebbemiesi'ann abbia evidenziato evidenti
distorsioni correlate, non & possibile escluderle. In quarto luogo, iltred#accabi, come la maggior parte dei registri di
gravidanza, non ha fornito informazioni sufficienti per distinguere tratabalotti puramente elettivi e quelli indotti pe
motivi medici. E quindi possibile che alcune delle differenzermwsate rispetto alle aspettative siano determinate da
meccanismi comportamentali. Ad esempio, le donne vaccinate all'inide glalvidanza potrebbero essere state piu
propense a segnalare perdite fetali. Infine, questo studio si basa solatisordvenienti da Israele e sarebbe importante

condurre studi con dati simili provenienti da altri paesi per verificare saltati sono replicabili.

Conclusione . Nel complesso, i risultati di questo studio hannanftar prove preoccupanti di un tasso di perdita fetale
superiore al previstassociato alle dosi di vaccino anti-COVID-19 a mRNA somministrate durante la pridelléase
gravidanza (settimane gestazionali 8-13). Il segnale di sicurezza dovrebteedss@rmente indagato dalle autorita
regolatorie nell'ambito della loro valutazione dei rischi della vaccinazionenthuta gravidanza, con particolare attenzione
agli effetti fisiologici nella prima fase della gravidanza. E inoltre necessaiurre studi fisiopatologici per comprendere
meglio i potenziali meccanismi biologici. Inoltre, sarebbe utile valutaeeéinziale impatto dei vaccini anti-COVID-19 non a
MRNA. | risultati sottolineano anche l'importanza di condurre studi clinici ptidcipsedicati e statisticamente significativi
per studiare l'impatto della vaccinazione contro il COVID-19 e altri agenti patoganitella gravidanza, al fine di fornire

raccomandazioni piu informate a questa popolazione vulnerabile.
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Tabella S1. Definizioni delle variabili dipendenti e indipendenti pemodello di regressione di base

indeterminato.

VARIABILE DEFINIZIONE CODICI ICD-9 E CPT (SE APPLICABILI)
ICD-9: 69, 69.09, 630, 631, 632, 633, 634, 635,
637, 639, 640, 641, 656.4, 656.41, 656 4,4,
Perdita fetale Tutte le diagnosi e i trattamenti che indicano la perdetale. 779.6
CPT: 410000, 410200, 414200, 598400001 e
598400005
Eta all'ultima Calcolata in base alla data di nascita della donna eladéadell’

) . . ) ) N/A
mestruazione ultima mestruazione (ricordata o stimata).
Misura composita dell'Ufficio centrale di statistica israeliansata
Stato su: reddito familiare, titolo di studjsovraffollamento abitativo e
socioeconomico possesso di un‘auto N/A
. E misurato su una scala da 1 a 10.
Prima gravidanza Variabile indicatrice se la donna non ha avuto precedenti NIA

(primigravida)

gravidanze precedenti registrate nel registro detievidanze.

Qualsiasi vaccinazior]
antinfluenzale

nelle ultime 3 stagioni

Sulla base delle cartelle cliniche relative alla veaabne
antinfluenzale nelle

nelle due stagioni influenzali precedenti alla data dell'ultima
mestruazione.

CPT: 10200, 906560001, 9079200, 906600001,
9079100, 9065600004, 906600000, 9072900,
9077900, 906560002, 9072400, 9072500

Alto rischio Indica la settimana di gravidanza in cui una gravidanza V2
gravidanza ¢ stata classificata per la prima volta come gravidanza ad attuiai 3
Sindrome da antifosfolipidi: 286,9
Artrite: 714, 715, 719
Cardio: 414, 425, 427
L'indice delle comorbilita & il numero totale di diagnosi che le dqDiabete: 250648648.03
avevano ricevuto prima della data dell'ultima mestruazione Epatobiliare: 51, 57574.2
correlate ai seguenti disturbi e malattie: sindrome da antifosfolif Ipertensione: 401, 642
artrite, disturbi cardiaci, diabete, disturbi epatobiliari, ipertensior Infezioni: 52, 54.1, 78.11, 79.4, 112, 127.4, 131
Comorbidita infezioni, lupus eritematoso, neoplasie maligne, disturbi neurolq Lupus eritematoso: 695.710
preesistenti disturbi renali/urinari e disturbi tiroidei. Neoplasie maligne: 140, 165.99, 171D
Neurologiche: 333, 345, 350, 353, 354, 356, 828,4,
722,729.2, 723.4, 780.4, 780.5, 780.9, 782
Rene/Urina: 96.49, 590, 592, 595, 789.83.3
Tiroide: 193, 226, 242-246, 376,2, 376,21, 376,22,
648,1, 794,5
Ricorrenti Indicatore di qualsiasi diagnosi indicativa di aborto ricorrente

perdita di gravidanza

prima della data dell'ultima mestruazione.

629.81, 629.89, 629.9, 646.3, 646.31, 646.33

Infertilita/disturbi
mestruali/disturbi
dell'apparato
riproduttivo
organi riproduttivi

Indicatore per qualsiasi diagnosi correlata a infertilita, disturbi
mestruali o disturbi degli organi riproduttivi prima della data
dell'ultima mestruazione.

65, 67, 69, 70.22, 71, 218, 614, 616, 620, 621, 622,
752, 626.1, 626.2, 626.4, 626.6, 628, 6586813,
6544-654.94

Disturbi psichiatrici/
disturbi

Indicatore per qualsiasi diagnosi correlata a disturbi psichiatrici
comportamentali prima della data dell'ultima mestruazione.

293, 295, 296, 298, 300, 301, 302, 307.1-307368,
309, 311, 312, 313, 314, 315, V40, V61, V62

comportame
ntali
N Indicatore di qualsiasi diagnosi correlata all'obesita prima della
Obesita ) . 43, 44, 278, 649.1-649.14
data dell'ultima mestruazione.
Indicatore di qualsiasi diagnosi correlata al fumo prima della
Fumo 305.1-305.13, 649.0-649.04, V15.82, V65.42

data dell'ultima mestruazione.

Note. Le colonne elencano i nomi delle variabili, le definizionioglict ICD-9 e CPT corrispondenti, ove applicabile. Quando sono etuietilCD a 3 cifre, sono
inclusi tutti i sottocodici. Maccabi ha sviluppato alcuni codici @Edializzati per differenziare procedure specifiche; in questi casi le prinfire E@irispondono

al codice CPT standard.
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Sezione S1. Descrizione del modello di regressione eliinifento di base nel perioddli riferimento

Il modello di riferimento di base utilizzato per stimare la probabilita cond#&dipendente dal tempo di perdita fetale
finale & una regressione logistica aggregata che include un‘osservazione pdopgaie settimana di gravidanza (R.
D'Agostino, et al. 1990). Poiché questo studio riguarda un esito clinico binario non cer(peralita fetale o nascita viya

e non il tempo di insorgenza dell'evento, un modello di regressione logistuna scelta di modellizzazione naturale (Hu e
Tong 2021). Il modello é stato addestrato su tutte le gravidanze nel pedodi@rimento(1° marzo 2016 - 28 febbraio

2018) sopravvissute all'inizio della settimana gestazionale 8, con esiondslitita documentato e informazioni complete
sulle covariate. Le gravidanze terminate prima dell'inizio della settirBamno state escluse, poiché un numero
significativo di esse termina senza una documentazione adeguata e teerha € una fonte nota di distorsione nella

stima dei tassi di aborto spontaneo (Howards e Hertz-Picciotto 2007). Per ogni gravidamzésta pn‘osservazione per
ogni settimana gestazionale compresa tra I'82 e la 272 (cioe fino alla fid&rideestre), a condizione che la gravidanza
fosse in corso all'inizio di quella settimana. L'unita di analesisettimana di gravidanza. La variabile dipendente (esito) per
ogni osservazione € pari a 1 se la perdita fetale si e verificata in qualsiaento dall'inizio della rispettiva settimana
gestazionale e 0 in caso contrario. Le variabili indipendenti del matigiii@rimento di base includono la settimana di
gestazione, il mese di calendario dell'ultimo ciclo mestruale, I'eta matdo stato socioeconomico, lo stato di

primigravida, un conteggio aggregato (0, 1-3 e 4 o piu) delle comorbilita mediche con aletémpiatto sul risultato dello
studio, il settore sociale, il distretto di residenza, i comportamenttigl alla salute (ad esempio, fumo e vaccinazione
antinfluenzale nelle due stagioni precedenti la gravidanza indice) edicatore che indica se la gravidanza era considerata
ad alto rischio, pari a 1 a partire dalla settimana in cui la gravidanza era stataeratesiad alto rischio. Le comorbdit

incluse nel modello sono state selezionate se apparivano con una fregus@mnificativamente piu elevata tra le donne che
avevano subito una perdita fetale rispetto alle donne che avevano avut@uao pivo. Vedere la tabella S1 per le

definizioni delle covariate. Gli intervalli di confidenza sono statietti per tenere conto delle osservazioni multiple di una
singola gravidanza nel corso delle settimane utilizzando I'aggiustamento diZegeg (Liang e Zeger 1986, Abadie, Athey e
Imbens 2023).
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Tabella S2. Regressione logistica aggregata di base getidita fetale finale nel perioddli riferimento (1 marzo
2016- 28 febbraio 2018)
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Tabella S2 (continua). Regressione logistica aggregabasé della perdita fetale finale nel perioddi riferimento
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Sezione S2. Formula per il calcolo dei valori attesi e degli intervalli dfidenza per il tasso di perdita fetale finale

Le stime del modello di regressione di riferimento di base sono utilizzatetfeerere la probabilita di rischio di perdita
fetale finale per ogni settimana di gestazione per ciascuna gravidatimaamella coorte. La probabilita &€ stimata in modo
prospettico considerando la settimana di gestazione della gravidanza, clgeaere la settimana della vaccinazione o una
settimana successiva (supponendo che la gravidanza fosse in corsti@tfimjuella settimana), nonché il mese di
calendario dell'ultimo ciclo mestruale e altre covariate nel modello di Haseottenere il numero previsto di perdite fetali
specifico per la coorte, si sommano le probabilita di rischio individua&, €&

ci sono N gravidanze nella coorte, il tasso atteso specifico per la @@o#® 2 dov§2éndicail

probabilita di rischio prevista di eventuale perdita fetale in graviqsi@ﬂayumero previsto di perdite fetali &
normalizzato al numero di perdite fetali ogni 100 gravidanze, ovveroA® 2.

0 E 1 E

Per calcolare gli IC, ipotizziamo che il numero di aborti specifici della canttessimma di variabili di Bernoulli
indipendenti, ciascuna corrispondente a una gravidanza specifica, con probakilita
pari a 1 (cioé con una perdita fetale). E sufficiente calcolare un I@ﬁerz Dal

0 E1 E
supponendo che il numero di aborti spontanei sia la somma di vliiadipendenti di Bernoulli, ne consegue che

che la varianza é uguale a . R 21 «dzg e utilizzando il Teorema del Limite Centrale di Lyapunov, l'intergallo
_ confidénzee:
® E1 E E

° 2 2k «2)

%t=a @ «sa{xed
0 0

El El
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Figura S1. Diagramma che illustra I'approccio metodologico applicato allateatirdonne vaccinate nelle settimane
gestazionali 83

Nota: la figura S1 mostra un esempio illustrativo di una coorte di 1000 gravidanze amsizispe alla vaccinazione durante le settimane 8-
13.

{

Il modello di riferimento di base viene utilizzato per stimare la pholita di perdita fetale finale di ciascuna gravidanza sulla base
valori delle covariate di ciascuna donna incinta e della settimastagienale della vaccinazione. (vedere la Tabella S2 nell'Agger
supplementare per I'elenco completo delle covariate e i risultati del riode

Il tasso di perdita fetale atteso specifico per la coorte viene atltcdommando le probabilita previste RJ Ydbyche vengono poi
confrontate con il numero osservato di perdite fetali tra le donne della coorte.
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Tabella S3. Caratteristiche delle donne in gravidamei perioddi riferimento , di validazione e COVID-19

Nota: il periododi riferimentoinclude le donne con LMP dal 1° marzo 2016 al 28 febbraio 2018; il pelicdavalidanclude le donne con LMP
dal 1° marzo 2018 al 28 febbraio 2019; e il peri@fVIDt9include le donne con LMP dal 1° marzo 2020 al 28 febbraio 2022.
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Tabella S4. Perdite fetali effettive rispetto a quelle attese tra le donne vaccinate apiitCOVIDE9
con la seconda dose nelle settimane gestazionali 8-13 14-

Note: La tabella S4 mostra le perdite fetali osservate rispetto a quelle attese (per 100 graviglaneejonne in gravidanz:
con LMP dal 1° marzo 2020 al 28 febbraio 2022 vaccinate per COVID-19 con la dose 2. | numeri
(n) tra parentesi riportano il numero totale corrispondente di perdite fiei@éservate/attese) nella coorte.

a. ll numero di aborti fetali previsti & stato ottenuto sommando le probabilita previstaborto fetale delle donne
vaccinate in ciascuna settimana di gestazione, che sono state stimate peneiassna dal modello di riferimento di
base, in base ai valori delle covariate e alla settimana di gestazione al momdateateinazione (vedere la Tabella S2
nell'Appendice supplementare per I'elenco completo delle covagaitesultati del modello).

b. Tra le donne vaccinate con la seconda dose durante le settimane 8-13 e 14-27, il 9%% &anno ricevuto
BNT162b2.
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Figura S2. Perdite fetali effettive rispetto a quelle previste per settimana di gestazial momento della
vaccinazione tra le donne vaccinate contro il COVID-19 con la dose 2 o la dose 3

@ (

Dose 2 del vaccino contro il COVID-19 durante la gravidanza  Dose 3 diwaxitro il COVID-19 durante la gravidanza

Note

{ 1l pannello (a) mostra i risultati per le donne che hanno riteMa seconda dose di vaccino anti COVID-18
gravidanza durante la rispettiva settimana gestazionale indicata sull&sgepannello (b) mostra i risultati per |
donne che hanno ricevuto la terza dose di vaccina @@VID-19 durante la rispettiva settimana gestazenaé
dimensioni delle coorti per ciascuna settimana gestazionaleo sdportate nella Tabella S9 nell'Appendiq
supplementare.

{ Per ciascun pannello, I'asse Y indica il numero osservaga (fiera continua) e previsto (linea nera tratteggiata)
perdite fetali finali (per 100 gravidanze) tra le donne con LMP dal 1°on2820 al 28 febbraio 2022 che sono sta
vaccinate nella settimana di gestazione indicata sull'asse X. &e djrigie continue mostrano lintervallo d
confidenza al 95% delle perdite fetali attese per 100 gravidanzdastuna settimana. Vedere la sezione
nell'appendice supplementare per una descrizione di come satocsticolati gli IC.

{ 1 numero di aborti fetali previsti & stato ottenuto sommando le probbipreviste di aborto fetale delle donng
vaccinate in ciascuna settimana di gestazione, stimate dal modidliferimento di base per ciascuna donna, in ba
ai valori delle covariate e alla settimana di gestazione al momeeita draccinazione (vedere la tabella §
nell'appendice supplementare per I'elenco completo delle covariatasaliai del modellg.
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Figura S3. Perdite fetali finali osservate rispetto a quelle previste per settimangedtazione tra le donne vaccinate per
COVID-19 con la terza dose prima della gravidanza

Note:

{ Lafigura S3 mostra i risultati relativi alle donne che hanno riceSutosi di vaccino anti COVID-19 prima dell ultir
ciclo mestruale (LMP) e la cui gravidanza era in corso all'inizio dellaivispsettimana gestazionale indicata sull'as
X. Le dimensioni delle coorti per ciascuna settimana sono riportate nelldas#hell'appendice supplementare.

{ VLasse Y indica il numero effettivo (linea nera continua) evigie (linea nera tratteggiata) di aborti per 10
gravidanze tra le donne con LMP dal 1° marzo 2020 al 28 febbraio 2022 cheascama in gravidanza all'inizio ¢
ciascuna settimana gestazionale (8-27) indicata sull'asse X.

{ Il numero di perdite fetali attese & stato ottenuto sommando le proligbjpreviste di perdita fetale delle donne i
ciascuna coorte, stimate dal modello di riferimento di base pesatina donna, in base ai valori delle covariate e
rispettiva settimana di gestazione indicata sull'asse X (vedesb#dla S2 nell'appendice supplementare per l'elen
completo delle covariate e i risultati del modello). Le donne leanno subito una perdita fetale prima della rispetti
settimana di gestazione sull'asse X non sono state incluse nel calcolo.
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Tabella S5. Perdite fetali finali osservate rispetto a quelle previste tra le donne wateicontro l'influenza nelle
settimane gestazionali 8-13 e 14-27 nel periodovalidazione

(LMP dal 1° marzo 2018 al 28 febbraio 2019)

Note: La tabella S5 mostra le perdite fetali osservate rispetto a quelle attese (per 100 gravigareejonne nel periodo
di validazione (LMP dal 1° marzo 2018 al 28 febbraio 2019) vaccinate contro l'influenza. | nuneepgreritesi riportano
il numero totale corrispondente di perdite fetali (osservate/attese) nellaro

a. Il numero di perdite fetali previste é stato ottenuto sommando le probabilita giedi perdita fetale finale delle doen

in ciascuna coorte, stimate dal modello di riferimento di base per ciasaumaeg sulla base dei valori delle covariate e del
settimana di gestazione in cui & stata vaccinata (vedere la tabella S2 nell'aggpsengplementare per I'elenco completo
delle covariate e i risultati del modello).
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Figura S4. Perdite fetali finali osservate rispetto a quelle previste per settimangedtazione tra le donne vaccinate
contro l'influenza prima della gravidanzaon LMP nel perioddi validazione

(LMP dal 1° marzo 2018 al 28 febbr&i019)

Vaccino antinfluenzale stagionale prima della gravidanza

Note

{ Lafigura S4 mostra i risultati relativi alle donne che si sononaectontro linfluenza nella stessa stagione influeaz
prima dellLMP e la cui gravidanza era in corso all'inizio deatimsaa indicata sull'asse X. Le dimensioni delle coorti
ciascuna settimana sono riportate nella tabella S9 nell'appendice supptarsen

{ Lasse Y indica il numero effettivo (linea nera continua) eigte (linea nera tratteggiata) di aborti spontanei ogni 1
gravidanze tra le donne nel periodb validazione(LMP dal 1° marzo 2018 al 28 febbraio 2019) che erano anco
gravidanza all'inizio di ciascuna settimana gestazionale (8-27) indicaaasiX.

{ 1l numero di perdite fetali attese & stato ottenuto sommando le prdli@bpreviste di perdita fetale delle donne i
ciascuna coorte, stimate dal modello di riferimento di base pasatina donna, in base ai valori delle covariate e
rispettiva settimana di gestazione indicata sull'asse X (vedere ldldaB2 nell'appendice supplementare per I'elen
completo delle covariate e i risultati del modello). Le donne banno subito una perdita fetale prima della rispetti
settimana di gestazione sull'asse X non sono state incluse nelacalcol
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Tabella S6. Rapporti tra perdite fetali effettive e previste in tutte le coorti di donne ciaate nelle settimane 8-13 e 14-
27

Nota: la tabella S6 mostra i rapporti tra il numero di perdite fetali effettive e previstd @0 gravidanze incluse in questo
studio.

a. Il numero di perdite fetali attese € stato ottenuto sommando le probabilita prewdsperdita fetale finale delle donne
in ciascuna coorte, stimate dal modello di riferimento di base per ciascumaagsulla base dei valori delle covariate e
della settimana di gestazione in cui é stata vaccinata (vedere la tabella S2 neliimepsupplementare per I'elenco
completo delle covariate e i risultati del modello).

b. Sulla base dei risultati presentati nella Tabélla
C. Sulla base dei risultati presentati nella Tabella S4.

d. Sulla base dei risultati presentati nella Tabglla
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Tabella S7. Distribuzione percentile della probabilita prevista di perdé@tale finale e valori medi delle covariate per le
donne vaccinate contro l'influenza & COVID-19 con la prima dose

nelle settimane 8-13 e vaccinazione prima dell'LMP netipdo COVID-19

Note: Il pannello superiore confronta i percentili della probabifit@vista di perdita fetale finale in coorti di donne che hamivevuto il

vaccino antinfluenzale o la prima dose del vaccino anti COVID-16ttaad e la tredicesima settimana di gestazione o donne vaccir
prima della gravidanza con 2 o 3 dosi di vaccino anti COVID-19 ib vamtino antinfluenzale nella stessa stagione dell'ultimé c
mestruale (LMP). Tutti i calcoli sono effettuati a partire dall'ottagtiireana di gestazione. Il pannello inferiore confronta i valotlede
covariate utilizzate nel modello di riferimento di base tra le codttitti i risultati si riferiscono a donne con LMP compresa ttaiharzo

2020 e il 28 febbraio 2022.
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Tabella S8. Perdite fetali effettive rispetto a quelle attese tra le donne con infezidaeSARS-CoV-2 nelle settimane
gestazionali 8-13 e 14-27 in base allo stato vaccinale

Note: La tabella S8 mostra le perdite fetali osservate rispetto a quelle attese (per 100 graviganizedionne con
infezione da SARS-CoV-2 documentata con LMP dal 1° marzo 2020 al 28 febbraio 2022. | numeri (nesia paren
riportano il numero totale corrispondente di perdite fetali (osservate/attesdjaneoorte.

a. Il numero di perdite fetali previste € stato ottenuto sommando le probabilita gtewdi perdita fetale finale delle
donne in ciascuna coorte, stimate dal modello di riferimento di base pecwim donna, sulla base dei valori delle
covariate e della settimana di gestazione in cui € stata infettata (vedere la t&2etiall'appendice supplementare per
I'elenco completo delle covariate e i risultati del modgllo

b. Il pannello superiore mostra i risultati per le donne infettate nel rispettiimestre che non avevano ricevuto alcuna
dose di vaccino COVI®™prima dell'infezione, mentre il pannello inferiore mostra i risultati pedld@ne che avevano
ricevuto almeno una dose di vaccino COVID-19 prima dell'infezione. Le infeziosta@ndocumentate con PCR o (a
partire dall'inizio del 2022) con test a flusso laterale.
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Tabella S9. Dimensione delle coorti settimanali mostrate nelle figure

Note: E indicata la dimensione (N) delle coorti di vaccinazione settimanatiaipamelle figure 2, 3, S2, S3 e S4. Ogni colonna
mostra il valore N dalla settimana 8 alla settimana 27 per la coorte elencata nella pagt@seplella colonna.
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Sezione S4Tassi di vaccinazione e infezioni da SARS-CoV-2 nel  periodo COVID-19

Tra le gravidanze nel periodeOVIDE9incluse nell'analisi, ci sono 14.111 11.591 e 9.000 gravidanze in cui sono state
somministrate rispettivamente la prima, la seconda e la terza dose del vaC@WID-19 tra la settimana 8 e la settimana 27
(rispettivamente il 18,6%, il 16,4% e il 12,3% di tutte le gravidanze incluserieea@COVID-19 Sono state 39.028, 34.452 e
11.970 le gravidanze in cui sono state somministrate rispettivamente la pammacbnda e la terza dose prima dell'ultimo ciclo
mestruale (41,4%, 36,5% e 12,7% di tutte le gravidanze nel pe@@dd9). Oltre il 95% delle donne vaccinate ha ricevuto il
vaccino Pfizer-BioNTech BNT162b2. Tra le donne esposte durante la gravidar@¥ déli prima dose, il 98,7% della seconda
dose e il 99,9% della terza dose erano BNT162b2. Praticamente tutte le donne riieamerd ricevuto il vaccino Moderna
mMRNA-1273. Nel periodBOVILLY, sono state registrate 13.634 gravidanze in cui la vaccinazione antinfluenzale € stat
somministrata durante le settimane 8-27 e 12.544 in cui & stata somministraita jpiglla gravidanza, ma nella stessa stagione
influenzale (rispettivamente il 16,8% e il 13,3% di tutte le gravidanakzaate nel period @ OVIL9).

Infezioni da SARS-CoV-2 . Sono state registrate 9.776 gravidanze in cui le davevano contratto I'infezione da SARS-2oV-
prima della gravidanza e 9.073 gravidanze con infezione nelle settimane 8-2#iygspente il 9,6% e il 14,5% delle gravidanze
incluse nel perioddCOVIDL9), di cui 6.517 (71,8%) sono state infettate dopo la vaccinazione. Le infszienstate documentate
con PCR o (dall'inizio del 2022) con test a flusso laterale.

SL7
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(che non e stata certificata da una revisione tra pari) € l'autore/finanziatore, che ha concesso a medRxiv una licenza per visualizzare la pre-pubblicazione a tempo
indeterminato.

Figura S5. Mese dell'ultimo ciclo mestruale (LMP) per le donne che haiesuto la prima
dose del vaccino COVID-19 nelle settimane gestazionals 8-

Note: € riportata la distribuzione mensile del'LMP per le donne che hannouticéa prima dose del vaccino
COVID-19 nelle settimane gestazionali 8-13 nel per@@¥ D9 (LMP dal 1° marzo 2020 al 28 febbraio 2022).
Il numero di donne con LMP in ciascun mese ¢ indicato sopra le barre.
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Table 73. List of Important Risks and Missing Information

Important identified risks

Myocarditis and Pericarditis

Important potential risks

None

Missing information

Use in pregnancy and while breast feeding
Use in immunocompromisquitients
Use in frail patients with co-morbidities (e.g., chronic obstructive
pulmonary disease [COPD], diabetes, chronic neurological disease,
cardiovascular disorders)
Use in patients with autoimmune or inflammatory disorders
Long term safety data

[1.B Summary of Important Risks

The safety information in the Product Information is aligned to the reference.

Table 74. Important Identified Risk: Myocarditis and Pericarditis

Evidence for linking the
risk to the medicine

Events of Myocarditis and Pericarditis have been reported.

Risk factors and risk
groups

Post-authorization reports have been reported more frequently in adolesce
young adult male patients following the second dose of vaccine; however,
reports have been received for adult males and females of broader age ra
following the first vaccination also.

nt and

nge and

Risk minimisation

Routine risk minimisation measures:

pharmacovigilance
activities

measures SmPC sections 4.4. and 4.8.
Additional risk minimisation measures:
DHCP letter and communication plan
Additional C4591009

C4591021 (former ACCESS/VAC4EU)

C4591038 (former C4591021 sub-study)

C4591036 (former Pediatric Heart Network study)

C4591051

C4591052

SeeSection II.Cthis summary for an overview of the post-authorisation

development plan.
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Infant Mortality in the United States, 2023: Data
From the Period Linked Birth/Infant Death File

by Danielle M. Ely, Ph.D., and Anne K. Driscoll, Ph.D.

Abstract Introduction

Objectives—Fhis report presents final 2023 infant mortality This report presents infant mortality statistics based on
statistics by age at death, maternal race and Hispanic origimjata from the 2023 period linked birth/infant death file. Infant
maternal age, gestational age, leading causes of death, amdortality and mortality rates are described by age at death,
maternal state of residence. Trends in infant mortality are alsmaternal race and Hispanic origin, maternal age, gestational age,
examined. leading causes of death, and maternal state of residence. Infant

Methods—Pescriptive tabulations of data are presented andmortality trends are also presented by selected characteristics.
interpreted for infant deaths and infant mortality rates using thén the linked file, information from the death certificate is linked
2023 period linked birth/infant death file. The linked birth/infanto information from the birth certificate for each infant younger
death file is based on birth and death certificates registered in dlan age 1 year who died in the 50 states, the District of Columbia,
50 states and the District of Columbia. Puerto Rico, or Guam during 2023 (1). The purpose of the

Results—A total of 20,162 infant deaths were reported linkage is to use variables available from the birth certificate to
in the United States in 2023, down 2% from 2022. The U.Sconduct more detailed analyses of infant mortality patterns (2,3).
infant mortality rate was 5.61 infant deaths per 1,000 liveThe linked birth/infant death data set also is the preferred source
births, unchanged from the rate in 2022. Changes in thdor examining infant mortality by race and Hispanic origin. Infant
neonatal mortality rate from 3.59 in 2022 to 3.65 in 2023, andnortality rates by race and Hispanic origin, based on maternal
in the postneonatal mortality rate from 2.02 to 1.96, were notace and Hispanic origin, are more accurately measured from the
significant. Changes in mortality rates for infants by maternal radeirth certificate compared with the death certificate.
and Hispanic-origin group were not significant; among Hispanic-  For 2023, linked birth/infant death data are not available for
origin subgroups, rates increased for infants of Mexican womemerican Samoa, Commonwealth of the Northern Marianas, and
in 2023 compared with 2022. Infants of Black non-HispanidJ.S. Virgin Islands. Some rates calculated from the mortality file
women had the highest mortality rate (10.93) in 2023, followedliffer from those published using the linked file. More details can
by infants of American Indian and Alaska Native non-Hispanhe found elsewhere (1).

(9.20) and Native Hawaiian or Other Pacific Islander non-Hispanic

(8.21), Hispanic (5.03), White non-Hispanic (4.48), and Asian

non-Hispanic (3.44) women. The mortality rate decreased rotMethods

2022 to 2023 for infanfcs born at 41 weeks of gestation_(1.73 10 pata shown in this report are based on birth and infant
1.46) but were essentially unchanged for other gestational 40feath certificates registered in all states, the District of

categories. Th_e five leading causes _Of infant death in 2023 WeE,eolumbia, Puerto Rico, and Guam. As part of the Vital Statistics
the same as in 2022, Infa_nt mortality rate_s by Stat? for 202%ooperative Program, each state provides matching birth and
_rang_ed_frqm a low of 2.93 in New Hampshire to a high of 8.9 eath certificate numbers for each infant younger than age
in Mississippi. 1 year who died during 2023 to the National Center for Health
Keywordsmaternal and infant characteristics » vital statistics » Statistics. Further discussion of the process of linking births and
National Vital Statistics System deaths occurring in different states and file production can be

found in the Methodology section of the “User Guide to the 2023

. ‘ U.S. CENTERS FOR DISEASE NCHS reports can be downloaded from:
, ' CONTROL AND PREVENTION https://www.cdc.gov/nchs/products/index.htm.
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Period/2022 Cohort Linked Birth/Infant Death Public Use File”
(2).

Race and Hispanic originsfant mortality rates are
presented by race and Hispanic origin of the mother. The linked
The period linked file for 2017 marked the first data year fofile is useful for computing accurate infant mortality rates by
which the linked birth data for infant deaths for all 50 states anthese characteristics because the race and Hispanic origin of the
the District of Columbia were based on the 2003 revision of theother from the birth certificate are used in both the numerator
U.S. Standard Certificate of Live Birth (4) and, also, the first yeand denominator of the infant mortality rate. In contrast, for
for which national data on race and Hispanic-origin categoriesates based on the vital statistics mortality file, race information
based on 1997 Office of Management and Budget standarder the denominator is the race of the mother as reported on the
became available (5). birth certificate, while race information for the numerator is the
In 2023, 98.8% of all infant death records were successfullyace of the decedent as reported on the death certificate (2,3,8).
linked to their corresponding birth records. These records werdlore detail on the reliability of race and Hispanic-origin data
weighted to adjust for the 1.2% of infant death records that wer&om the linked file compared with the mortality file is available
not linked to their corresponding birth certificates (1) (Technicaklsewhere (8).
Notes). Statistical significanceStatements in the text have been
Information for age and race of mother is imputed if it istested for statistical significance, and a statement that a given
not reported on the birth certificate. In 2023, race of mother wasmfant mortality rate is higher or lower than another rate indicates
imputed for 8.1% of births; mother’s age was imputed for 0.02%hat the rates are significantly different using a two-tatkest
of births (2,3). at the alpha level of 0.05. Comparisons between state rates and
All race and Hispanic-origin data are based on singlethe U.S. rate take into account each state’s contribution to the
race reporting and are consistent with the 1997 Office ofJ.S. rate. As a result, each state rate is compared with a unique
Management and Budget standards and differ from the bridgedJ.S. rate independent of the state’s contribution to the total U.S.
race categories shown in previous reports (5). Maternal race anthte. Information on the methods used to test for statistical
Hispanic-origin categories presented are American Indian arglgnificance and suppression standards, as well as information
Alaska Native non-Hispanic (subsequently, American Indian amh differences between period and cohort data, the weighting
Alaska Native), Asian non-Hispanic (subsequently, Asian), Blaok the linked file, maternal age, period of gestation, birthweight,
non-Hispanic (subsequently, Black), Native Hawaiian or Othand cause-of-death classification is also available (1) (Technical

Pacific Islander non-Hispanic (subsequently, Native Hawaiiadotes).

or Other Pacific Islander), White non-Hispanic (subsequently,
White), and Hispanic. Race and Hispanic origin are reported

separately on the birth certificate. Data are shown in most caseReSUHS

for five specified Hispanic groups: Central and South American,

Cuban, Dominican, Mexican, and Puerto Rican. Additional detailgFends in infant mortality and infant age at
on Hispanic origin are available elsewhere (3). Comparisor(}aeath

between 2023 and 2022 by race and Hispanic origin are made
in this report. The 2003 revision of the U.S. Standard Certificate
of Live Birth allows the reporting of five race categories for each
parent (6)—either alone, as in single race, or in combination, as
in more than one race or multiple races—in accordance with the
1997 revised Office of Management and Budget standards (5).
Further details on race reporting are available elsewhere (3).
Cause-of-death statistics are classified in accordance with
thelnternational Statistical Classification of Diseases and Related
Health Problems, 10th Revisi@@D-10) (7) (Technical Notes).

Data by maternal and infant characteristics )

This report presents descriptive tabulations of infant
mortality data by a variety of maternal and infant characteristics.
These tabulations are useful for understanding the basic
relationships between risk factors and infant mortality,
unadjusted for the possible effects of other variables. This
report also presents several key risk factors for infant mortalitys
age at death, maternal race and Hispanic origin, maternal age,
gestational age, leading causes of infant death, and maternal
state of residence. For brevity, additional selected risk factors
(sex, birthweight, plurality, and nativity [mother’s place of birth])
are presented in tables but not discussed in this report.

In 2023, 20,162 infant deaths were reported in the United
States, a decrease of 2% from 2022 (20,5FRute 1
Table L The infant mortality rate was 5.61 deaths per
1,000 live births in 2023, unchanged from the 2022 rate; the
increase in the rate from 2021 (5.44) to 2022 was the rst
since the increase from 2001 (6.84) to 2002 (6.95).

The U.S. infant mortality rate has generally trended
downward since 1995 (the rst year that the period linked
birth/infant death le was available) and is down 19% since
2002.

The 2023 neonatal mortality rate (infant deaths at less than
28 days) of 3.65 was not signi cantly different than the rate
in 2022 (3.59); the increase in the rate from 2021 (3.49)
to 2022 was the rst since the increase from 2001 (4.54)
to 2002 (4.67). The neonatal mortality rate has generally
declined since 1995 and decreased 22% since the last
increase in 2002.

The 2023 postneonatal mortality rate (infant deaths at 28
days or more) of 1.96 was essentially unchanged from the
rate in 2022 (2.02). The rate increased from 2021 (1.95)
to 2022. The postneonatal mortality rate has also generally
declined since 1995 and decreased 14% since 2002 (2.28).
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Figure 1. Infant, neonatal, and postneonatal mortality rates: United States, 1995-2023
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SOURCE: National Center for Health Statistics, National Vital Statistics System, linked birth/infant death file.

Race and Hispanic origin

Mortality rates did not change signi cantly from 2022 to ,
2023 for infants of women of any of the race and Hispanic-
origin groups: American Indian and Alaska Native (9.06
infant deaths per 1,000 live births in 2022 to 9.20 in 2023),
Asian (3.51 to 3.44), Black (10.90 to 10.93), Native Hawaiiap
and Other Paci c Islander (8.50 to 8.21), White (4.52 to
4.48), and Hispanic (4.89 to 5.0Bales land2, Figure 2
Among Hispanic-origin subgroups, the mortality rate for
infants of Mexican women increased from 4.79 to 5.12
from 2022 to 2023; increases in mortality rates for infants,
of Central and South American (4.36 to 4.59) and Puerto
Rican (6.32 to 6.43) women were not signi cant. Declines
in mortality rates for infants of Cuban (3.94 to 3.77) and
Dominican (4.74 to 4.59) women from 2022 to 2023 were
not signi cant.

In 2023, infant mortality continued to vary by race: infants
of Black women had the highest mortality rate (10.93),
followed by infants of American Indian and Alaska Native
and Native Hawaiian or Other Pacic Islander (9.20 and

8.21, respectively), Hispanic (5.03), White (4.48), and Asian
(3.44) women.

Infants of Black women also had the highest neonatal
mortality rate in 2023 (6.63) compared with infants of the

other race and Hispanic-origin groups; the lowest mortality
rate was for infants of Asian women (2.9&p(e 2

In 2023, postneonatal mortality rates were higher for infants
of American Indian and Alaska Native (4.40), Black (4.30),
and Native Hawaiian or Other Paci c Islander (3.26) women
than for infants of White (1.61), Hispanic (1.47), and Asian
(0.92) women.

Among Hispanic-origin subgroups in 2023, the mortality

rate for infants of Puerto Rican women (6.43) was higher
than that of infants of Mexican (5.12), Dominican (4.59),

Central and South American (4.59), and Cuban (3.77)
women.

Maternal age

From 2022 to 2023, no signi cant changes in mortality rates
for infants of women of any age group were s 3
Table 2.
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Figure 2. Infant mortality rate, by maternal race and Hispanic origin: United States, 2022 and 2023
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NOTE: There were no significant differences in rates between 2022 and 2023.

SOURCE: National Center for Health Statistics, National Vital Statistics System, linked birth/infant death file.

Gestational age

Nonsigni cant increases in mortality rates were seen for

infants of females younger than age 15 (14.25 infant deaths
per 1,000 live births to 20.95) and ages 15-19 (9.86 toe
10.44), and for infants of women ages 20-24 (7.13 to 7.23)

and 40 and older (6.73 to 6.77).

Decreases in mortality rates for infants of women ages

(8.29 t0 8.31), term (37—41 weeks) (2.18 to 2.16), and post-
term (42 weeks or more) (4.23 to 3.66) (Bjk{le Table 2

In 2023, almost two-thirds of all infant deaths (65%)
occurred among infants born preterm (less than 37 weeks
of gestation), which was unchanged from 2022 (9).

25-29 (5.37 to 5.24) and 35-39 (4.99 to 4.94) were nOtLeading causes of infant death

signi cant. The rate for infants of women ages 30-34 was
unchanged from 2022 to 2023 at 4.59. ‘
In 2023, mortality rates were highest for infants of females
younger than 15 (20.95), decreased to a low of 4.59 for
infants of women ages 30-34, and then increased to 6.77
for infants of women age 40 and older.

The mortality rate declined for infants born at 41 weeks
(1.73 infant deaths per 1,000 live births to 1.46) but did
not change signicantly for the other gestational age
categories from 2022 to 2023: preterm (less than 37 weeks
of gestation) (34.78 to 34.74), early preterm (less than 34
weeks) (107.94 to 107.87), late preterm (34-36 weeks)

In 2023, the ve leading causes of all infant deaths were the
same as those in 2022: congenital malformations (20.0%
of infant deaths), disorders related to short gestation and
low birth weight (14.5%), sudden infant death syndrome
(SIDS) (7.2%), unintentional injuries (6.4%), and maternal
complications (5.7%)Table 3.

From 2022 to 2023, no signicant changes in infant

mortality rates were seen for the ve leading causes of
death: congenital malformations (from 109.2 infant deaths
per 100,000 live births to 112.1), disorders related to short
gestation and low birth weight (78.6 to 81.4), SIDS (41.7
to 40.2), unintentional injuries (36.8 to 35.8), and maternal
complications (33.1 to 31.9).
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Figure 3. Infant mortality rate, by maternal age: United States, 2022 and 2023
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Table. Infant mortality rate, by gestational age: .
United States, 2015-2023
Lessthan 32-33 34-36 37-41 42 weeks
Year 32 weeks weeks weeks weeks  or more
Deaths per 1,000 live births

2023........... 174.28 21.04 8.31 2.16 3.66 °
2022, .......... 175.18 21.05 8.29 2.18 4.23

2021, .......... 167.39 19.35 8.11 2.08 3.79
2020........... 175.88 20.11 7.92 2.04 4.17 .
2019........... 180.40 19.21 8.21 2.03 5.72
2018........... 185.79 21.95 8.21 2.05 5.39
2017........... 187.56 20.50 8.50 2.10 3.98
2016........... 190.15 20.12 8.65 2.19 4.31
2015........... 193.54 20.79 8.76 2.17 4.20

SOURCE: National Center for Health Statistics, National Vital Statistics System, linked
birth/infant death file.

e Congenital malformations was the leading cause of death
for infants of women for most race and Hispanic-origin
groups: American Indian and Alaska Native (134.3), Asian
(69.1), Native Hawaiian and Other Paci c Islander (148.3),
White (102.2), and Hispanic (119.6) in 20&b(e .

In 2023, disorders related to short gestation and low birth
weight was the leading cause of death for infants of Black
women (201.0).

Infant mortality by state

By state, infant mortality ranged from a low of 2.93 infant
deaths per 1,000 births in New Hampshire to a high of 8.94
in Mississippifigure 4Table 5.

Thirteen states had infant mortality rates signi cantly lower
than the national infant mortality rate: California, Colorado,
Connecticut, Idaho, Massachusetts, Minnesota, New
Hampshire, New Jersey, New Mexico, New York, Oregon,
Vermont, and Washington.

Fourteen states had infant mortality rates signicantly
higher than the U.S. infant mortality rate: Alabama,
Arkansas, Florida, Georgia, Indiana, Kentucky, Louisiana,
Michigan, Mississippi, North Carolina, Ohio, Oklahoma,
South Carolina, and Tennessee.
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Figure 4. Infant mortality rate, by state: United States, 2023
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Table 1. Live births; infant, neonatal, and postneonatal deaths; and mortality rate: United States, 1995-2023, and by
maternal race and Hispanic origin, 2017-2023

Number Deaths per 1,000 live births
Live Infant Neonatal Postneonatal
Race and Hispanic origin and year births deaths deaths deaths Infant Neonatal Postneonatal
All race and Hispanic-origin groups
2023, . 3,596,017 20,162 13,113 7,049 5.61 3.65 1.96
2022, . 3,667,758 20,577 13,158 7,419 5.61 3.59 2.02
2021 . 3,664,292 19,928 12,797 7,131 5.44 3.49 1.95
2020, .. 3,613,647 19,578 12,866 6,712 5.42 3.56 1.86
2019, .. 3,747,540 20,927 13,834 7,093 5.58 3.69 1.89
2018 .. 3,791,712 21,498 14,329 7,169 5.67 3.78 1.89
2017, o 3,855,500 22,341 14,844 7,497 5.79 3.85 1.94
2016, ..o 3,945,875 23,157 15,303 7,854 5.87 3.88 1.99
2015, . 3,978,497 23,458 15,672 7,786 5.90 3.94 1.96
2014, . 3,988,076 23,211 15,737 7,474 5.82 3.95 1.87
2013, . 3,932,181 23,446 15,893 7,553 5.96 4.04 1.92
2012, . 3,952,841 23,654 15,887 7,767 5.98 4.02 1.96
2011, . 3,953,590 24,001 16,065 7,936 6.07 4.06 2.01
2010, ..o 3,999,386 24,572 16,193 8,379 6.14 4.05 2.10
2009. .. 4,130,665 26,408 17,261 9,148 6.39 4.18 2.21
2008. .. 4,247,726 28,075 18,238 9,837 6.61 4.29 2.32
2007, o 4,316,233 29,153 19,094 10,059 6.75 4.42 2.33
2006. ... 4,265,593 28,509 19,041 9,468 6.68 4.46 2.22
2005, .. 4,138,573 28,384 18,782 9,602 6.86 4.54 2.32
2004, . 4,112,055 27,860 18,602 9,258 6.78 4.52 2.25
2003, .. 4,090,007 27,995 18,935 9,060 6.84 4.63 2.22
2002 . 4,021,825 27,970 18,791 9,179 6.95 4.67 2.28
2001 ..o 4,026,036 27,523 18,275 9,248 6.84 4.54 2.30
2000. ... 4,058,882 27,961 18,733 9,227 6.89 4.62 2.27
1999, .. 3,959,417 27,865 18,701 9,164 7.04 4.72 2.31
1998, .. 3,941,553 28,325 18,915 9,410 7.19 4.80 2.39
1997, . 3,880,894 27,968 18,507 9,461 7.21 4.77 2.44
1996. ..o 3,891,494 28,419 18,556 9,863 7.30 4.77 2.53
1995, .. 3,899,589 29,505 19,186 10,319 7.57 4.92 2.65
Non-Hispanic, single race
American Indian and Alaska Native:
2023, 24,571 226 117 108 9.20 4,76 4.40
2022 25,721 233 135 98 9.06 5.25 3.81
2021, . 26,124 195 100 96 7.46 3.83 3.67
2020. .. 26,813 206 102 104 7.68 3.80 3.88
2019. . . 28,450 224 114 110 7.87 4.01 3.87
2018. . . 29,092 237 120 117 8.15 4.12 4.02
2017 . 29,957 276 143 132 9.21 4.77 4.41
Asian
2023, 215,738 742 542 199 3.44 2,51 0.92
2022, 218,994 768 542 225 3.51 2.47 1.03
2021, . 213,813 788 594 193 3.69 2.78 0.90
2020 . . 219,068 688 503 185 3.14 2.30 0.84
2019. .. 238,769 806 602 204 3.38 2.52 0.85
2018. . . 240,798 874 643 231 3.63 2.67 0.96
2017 . 249,250 943 675 268 3.78 2.71 1.08
Black
2023, 491,494 5,374 3,260 2,114 10.93 6.63 4.30
2022, 511,439 5,573 3,296 2,277 10.90 6.44 4.45
2021, . 517,889 5,463 3,291 2,172 10.55 6.35 4.19
2020. . . 529,811 5,501 3,472 2,028 10.38 6.55 3.83
2019. .. 548,075 5,821 3,754 2,067 10.62 6.85 3.77
2018. . . 552,029 5,933 3,897 2,037 10.75 7.06 3.69
2017 . 560,715 6,152 4,012 2,140 10.97 7.16 3.82

See footnotes at end of ta
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Table 1. Live births; infant, neonatal, and postneonatal deaths; and mortality rate: United States, 1995-2023, and by
maternal race and Hispanic origin, 2017-2023—Con.

Number Deaths per 1,000 live births
Live Infant Neonatal Postneonatal
Race and Hispanic origin and year births deaths deaths Neonatal Postneonatal
Non-Hispanic, single race—Con.
Native Hawaiian or Other Pacific
Islander:
2023, 10,115 83 50 33 8.21 4.94 3.26
2022, . 10,122 86 48 38 8.50 4,74 3.75
2021 . . 9,531 74 41 32 7.76 4.30 3.36
2020. . . 9,626 69 41 27 7.17 4.26 2.80
2019. ... 9,770 80 49 31 8.19 5.02 3.17
2018. .. 9,476 89 51 38 9.39 5.38 4.01
2017 ... 9,426 72 36 36 7.64 3.82 3.82
White
2023, . e 1,787,051 8,008 5,127 2,881 4.48 2.87 1.61
2022, 1,840,739 8,324 5,318 3,006 4.52 2.89 1.63
2021 . . 1,887,656 8,236 5,251 2,984 4.36 2.78 1.58
2020, . . 1,843,432 8,115 5,290 2,825 4.40 2.87 153
2019. .. 1,915,912 8,603 5,589 3,014 4.49 2.92 1.57
2018. . . 1,956,413 9,059 5,873 3,186 4.63 3.00 1.63
2017 . 1,992,461 9,306 6,061 3,246 4.67 3.04 1.63
Hispanic
2023, . 945,200 4,750 3,356 1,394 5.03 3.55 1.47
2022, 937,421 4,581 3,138 1,442 4.89 3.35 1.54
2021 . .. 885,916 4,246 2,899 1,347 4.79 3.27 1.52
2020. . . 866,713 4,063 2,828 1,235 4.69 3.26 1.42
2019. . .. 886,467 4,462 3,091 1,371 5.03 3.49 1.55
2018. . . 886,210 4,303 3,036 1,267 4.86 3.43 1.43
2017 . 898,764 4,583 3,198 1,383 5.10 3.56 1.54
Central and South American:
2023, 208,618 958 697 261 4.59 3.34 1.25
2022, . 207,843 907 652 255 4.36 3.14 1.23
2021, . 178,067 748 521 227 4.20 2.93 1.27
2020. . . 169,811 659 470 189 3.88 2.77 1.11
2019. . .. 165,229 749 535 214 453 3.24 1.30
2018. . . 147,430 592 438 154 4.02 2.97 1.04
2017 .. . 145,614 653 465 188 4.48 3.19 1.29
Cuban
2023, . 30,001 113 86 27 3.77 2.87 0.90
2022, 26,390 104 65 39 3.94 2.46 1.48
2021 .. 24,437 87 68 19 3.56 2.78 *
2020, . . 23,188 98 63 34 4.23 2.72 1.47
2019. ... 23,668 98 65 33 4.14 2.75 1.39
2018. . . 23,471 920 64 26 3.83 2.73 1.11
2017 . 23,362 93 69 24 3.98 2.95 1.03
Dominican:
2023 . . 33,575 154 106 48 4.59 3.16 1.43
2022, . 33,531 159 112 46 4.74 3.34 1.37
2021, . 33,373 109 68 41 3.27 2.04 1.23
2020. . . 31,596 143 101 42 453 3.20 1.33
2019. . . 32,483 153 111 42 4.71 3.42 1.29
Mexican:
2023, 508,127 2,601 1,845 757 5.12 3.63 1.49
2022, . 510,194 2,442 1,688 754 4.79 3.31 1.48
2021 . .. 485,127 2,380 1,633 747 491 3.37 1.54
2020. . . 480,531 2,264 1,586 678 4.71 3.30 1.41
2019. ... 496,716 2,462 1,693 769 4.96 3.41 1.55
2018. . . 495,831 2,426 1,690 736 4.89 3.41 1.48
2017 ... 512,126 2,588 1,795 792 5.05 3.50 1.55

See footnotes at end of ta
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Table 1. Live births; infant, neonatal, and postneonatal deaths; and mortality rate: United States, 1995-2023, and by
maternal race and Hispanic origin, 2017-2023—Con.

Number Deaths per 1,000 live births
Live Infant Neonatal Postneonatal
Race and Hispanic origin and year births deaths deaths deaths Infant Neonatal Postneonatal
Hispanic—Con.
Puerto Rican:

2023, 66,203 426 282 144 6.43 4.26 2.18
2022, 69,266 438 267 171 6.32 3.85 2.47
2021, . 70,729 428 278 151 6.05 3.93 2.13
2020. . . 69,763 437 308 129 6.26 4.41 1.85
2019. .. 70,950 438 294 144 6.17 4.14 2.03
2018. . . 71,614 402 290 112 5.61 4.05 1.56
2017 . 70,813 459 307 151 6.48 4.34 2.13

* Estimate does not meet National Center for Health Statistics standards of reliability.

NOTES: People of Hispanic origin may be of any race. Infant deaths are weighted to adjust for the 1.1% of infant death records not linked to their corresponding birth certificates. The ne
and postneonatal mortality rates combined may not exactly add to totals due to rounding. Data for infants of Dominican women are available starting with the 2019 period linked birth/inf:
death data files.

SOURCE: National Center for Health Statistics, National Vital Statistics System, linked birth/infant death file.



Table 2. Infant mortality rate, live births, and infant deaths, by selected characteristics and maternal race and Hispanic origin: United States, 2023

Non-Hispanic Hispanic

Native

American Hawaiian or Central and

Indian and Other Pacific South

Characteristic Total Alaska Native  Asian Black Islander Tofal American Cuban Dominican Mexican  Puerto Rican
Infant deaths per 1,000 live births in specified group
Total.......... 5.61 9.20 3.44 10.93 8.21 4.48 5.03 4.59 3.77 4.59 5.12 6.43
Age at death (days)

Totalneonatal. . .................... 3.65 4.76 2.51 6.63 4.94 2.87 3.55 3.34 2.87 3.16 3.63 4.26
Early neonatal (lessthan7) ......... 2.84 3.78 1.90 5.14 3.95 2.22 2.83 2.73 2.17 2.38 2.88 3.26
Late neonatal (7-27) .............. 0.80 0.98 0.61 1.49 0.99 0.65 0.72 0.61 0.70 0.77 0.76 1.00

Postneonatal (28-364) .............. 1.96 4.40 0.92 4.30 3.26 1.61 1.47 1.25 0.90 1.43 1.49 2.18

Sex
Male...........c i 6.04 10.32 3.77 11.56 7.67 4.89 5.40 5.01 4.29 5.26 5.46 6.80
Female........................... 5.15 7.96 3.08 10.28 8.75 4.05 4.64 4.15 3.28 3.93 4.76 6.06
Period of gestation (weeks)

Lessthan37 ...................... 34.74 39.67 25.68 51.16 34.02 28.38 33.89 33.03 28.68 32.29 34.81 36.09

Lessthan34..................... 107.87 125.51 89.71 130.35 110.09 92.96 110.29 115.83 98.70 101.43 111.54 107.32
Lessthan28................... 362.14 410.40 332.10 360.63 333.33 364.49 355.51 369.96 315.27 334.66 358.19 359.17
28-31 ... 43.40 * 26.91 45.26 * 41.85 46.33 58.94 42.02 37.27 43.39 37.88
32-33 .. 21.04 40.88 18.31 23.75 * 19.67 21.12 19.60 * * 24.13 20.97

34-36. .. 8.31 1151 4.10 11.87 * 7.81 7.28 6.18 * 4.87 8.17 7.52

B7-41. ... 2.16 4.80 1.20 3.87 4.20 1.95 1.73 1.53 1.07 1.43 1.77 2.4
37-38. . 3.22 5.87 1.74 5.02 6.96 3.13 2.42 2.15 2.02 2.01 2.53 31y
39-40. ... 1.64 4.36 0.91 3.19 2.69 1.41 1.40 121 0.57 1.17 1.41 2.0&
AL 1.46 * * 2.32 * 1.43 1.11 1.40 * * 0.95 * ;?_a

A20rMOrE. . vttt i 3.66 * * * * 3.47 * * * * * * <

Birthweight (grams) =

Lessthan2,500.................... 42.33 53.50 25.72 51.35 48.63 37.77 43.83 44.69 39.22 36.48 46.00 40%’9
Lessthan 1,500 .................. 196.71 234.10 162.63 203.80 208.86 186.60 203.73 222.55 180.66 169.74 208.61 18§25
1500-2,499............ . ... ... 12.72 18.49 6.43 14.03 15.23 12.61 12.94 12.79 7.89 7.60 14.47 10.8

25000rmore ... 2.10 4.86 1.09 3.78 4.04 1.93 1.64 1.35 1.01 1.41 1.68 2.4§J
2500-4,499. . ... ... 2.10 4.89 1.08 3.75 4.11 1.93 1.64 1.35 1.02 1.42 1.67 2'4-0
45000rmore ........covuuuennn 2.46 * * 7.84 * 1.77 2.14 * * * * * Q

Plurality “Z

Single births. ... ........... ... .. ... 5.09 8.75 3.23 9.83 7.93 4.09 4.57 4.16 3.02 4.15 4.67 6.08

Twinbirths. ....................... 20.78 23.95 11.13 34.50 * 15.45 22.13 24.06 29.31 17.47 22.34 15.43

Triplet and higher-order births . . . ... ... 52.39 * * 85.98 * 41.91 52.34 * * * 53.85 * B

g
N
o
c
3
N
B
B.;

See footnotes at end of ta



Table 2. Infant mortality rate, live births, and infant deaths, by selected characteristics and maternal race and Hispanic origin: United States, 5

2023—Con.

. . . . z

Non-Hispanic Hispanic o

=

Native 2

American Hawaiian or Central and 2

Indian and Other Pacific South T

Characteristic Total Alaska Native ~ Asian Black Islander White Tofal American Cuban Dominican Mexican  Puerto Ricana
Q

Age of mother Infant deaths per 1,000 live births in specified group—Con. @:

Youngerthan15.................... 20.95 * * 30.86 * * 12.50 * * * * * a

15-19. . 10.44 11.95 * 15.87 * 10.86 7.15 5.93 * * 6.81 11.58 1

20-24. . .. 7.23 10.98 5.94 12.82 8.66 6.18 5.53 4.41 4.98 4.91 5.65 7.93

25-29. 5.24 7.89 3.99 10.18 5.61 4.23 4.44 4.14 3.25 5.27 4.48 5.6,@

30-34. . . 4.59 8.54 2.97 9.70 7.06 3.58 4.47 4.46 4.24 3.99 4.42 6.04

35-30. . 4.94 6.80 3.14 9.60 11.42 3.98 5.10 4.70 2.75 3.90 5.51 6.0

A0-54. .. 6.77 * 4.26 11.73 * 5.73 6.38 6.05 * * 7.23 519 T

Mother’s place of birth ‘;
50 states or District of Columbia . ... ... 5.80 9.10 3.48 11.54 8.68 4.54 5.11 4.46 4.06 3.85 5.00 6.20
Elsewhere. ... ..... ... ... ... .. ..., 4.76 * 3.43 7.91 7.67 3.31 4.90 4.62 3.61 4.89 5.30 6.8
Live births §
Total............ .. ... . 3,596,017 24,571 215,738 491,494 10,115 1,787,051 945,200 208,618 30,001 33,575 508,127 6@203
Sex 'z
Male. . ... 1,839,794 12,505 111,542 249,931 5,087 916,170 482,254 106,726 15,378 17,309 258,596 3%p48
Female........................... 1,756,223 12,066 104,196 241,563 5,028 870,881 462,946 101,892 14,623 16,266 249,531 391355
Period of gestation (weeks)

Lessthan37 ...................... 373,902 3,000 19,587 71,956 1,264 168,654 95,755 19,922 2,929 3,438 51,134 7,814
Lessthan34..................... 99,255 741 4,938 23,859 327 40,736 24,735 4,869 770 976 13,179 2,227
Lessthan28................... 23,096 173 1,081 7,046 84 7,789 5,966 1,165 203 251 3,191 529
28-31 . . 33,153 250 1,672 7,887 100 13,523 8,354 1,561 238 322 4,517 792
32-33 . 43,006 318 2,185 8,926 143 19,424 10,415 2,143 329 403 5,471 906
34-36. ... 274,647 2,259 14,649 48,097 937 127,918 71,020 15,053 2,159 2,462 37,955 5,587
3741, . 3,210,174 21,474 195,957 418,212 8,807 1,611,436 847,391 188,191 27,024 30,108 455,922 58,289

B37-38. 1,072,092 8,181 68,461 164,390 3,162 505,444 287,252 61,968 8,414 9,926 155,613 20,598
39-40. ... . . 1,974,300 12,372 120,557 237,042 5,213 1,013,077 520,655 116,923 17,459 18,836 279,216 35,085
A1 . . 163,782 921 6,939 16,780 432 92,915 39,484 9,300 1,151 1,346 21,093 2,606

A20TMOME. .\ v et 9,299 49 140 1,028 27 6,050 1,607 389 43 26 873 87

Notstated ........................ 2,642 48 54 298 17 911 447 116 * * 198 13

Birthweight (grams)

Lessthan2,500.................... 309,391 2,131 20,414 73,007 946 126,063 75,133 15,395 2,167 3,043 39,194 6,925
Lessthan 1,500 .. ................ 49,799 346 2,521 14,357 158 18,226 12,163 2,341 393 542 6,366 1,174
1,500-2,499. . ... ... 259,592 1,785 17,893 58,650 788 107,837 62,970 13,054 1,774 2,501 32,828 5,751

2,5000rmore . .....oiii 3,285,678 22,434 195,312 418,407 9,167 1,660,812 870,006 193,202 27,834 30,532 468,904 59,276
2500-4,499. ... ... 3,253,557 22,076 194,495 415,983 8,999 1,640,988 862,531 191,758 27,539 30,329 464,565 58,810
45000rmore ... 32,121 358 817 2,424 168 19,824 7,475 1,444 295 203 4,339 466

Notstated ........................ 948 * 12 80 * 176 61 21 * * 29 *

See footnotes at end of ta



Table 2. Infant mortality rate, live births, and infant deaths, by selected characteristics and maternal race and Hispanic origin
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2023—Con.
Non-Hispanic Hispanic
Native
American Hawaiian or Central and
Indian and Other Pacific South
Characteristic Total Alaska Native ~ Asian Black Islander White Tofal American Cuban Dominican Mexican  Puerto Rican
Plurality Live births—Con.
Single births. . .. ........ ... ... ... 3,482,971 23,899 210,328 470,612 9,842 1,729,043 921,711 204,219 29,129 32,555 495,738
Twinbirths. ....................... 110,393 668 5,300 20,347 270 56,648 22,954 4,323 853 973 12,129
Triplet and higher-order births . .. ... ... 2,653 * 110 535 * 1,360 535 76 19 47 260
Age of mother
Youngerthan15.................... 1,766 23 * 486 * 351 800 304 * 12 356
15-19. . .o 140,977 1,841 925 28,414 459 44,922 57,914 14,324 639 1,198 31,865
20-24. . .. 616,970 6,285 9,420 103,077 2,424 263,760 207,702 42,377 4,816 6,116 117,437
25-29. 986,567 6,843 40,837 131,705 3,031 500,910 270,317 56,021 8,314 9,301 149,457
30-34. ... 1,098,052 5,970 88,489 131,500 2,409 595,741 240,489 52,706 9,659 10,013 125,796
35-39. ... 604,631 2,942 60,802 74,492 1,401 314,198 131,623 32,976 5,447 5,388 65,363
A0-54. .. ... 147,054 667 15,258 21,820 389 67,169 36,355 9,910 1,122 1,547 17,853
Mother’s place of birth
50 states or District of Columbia . ... ... 2,744,794 24,183 51,139 396,282 3,458 1,662,528 503,410 34,084 10,583 10,386 329,614
Elsewhere......................... 843,233 349 164,063 93,217 6,521 121,879 440,349 174,323 19,401 23,092 178,031
Notstated ........................ 7,990 39 536 1,995 136 2,644 1,441 211 17 97 482
Infant deaths
Total........... ... ... ... ... 20,162 226 742 5,374 83 8,008 4,750 958 113 154 2,601
Age at death
Totalneonatal. . .................... 13,113 117 542 3,260 50 5,127 3,356 697 86 106 1,845
Early neonatal (less than 7 days) . .. .. 10,226 93 410 2,526 40 3,961 2,672 569 65 80 1,461
Late neonatal (7-27 days) .......... 2,887 24 132 734 10 1,166 683 128 21 26 384
Postneonatal ...................... 7,049 108 199 2,114 33 2,881 1,394 261 27 48 757
Sex
Male............. i 11,118 129 421 2,890 39 4,482 2,604 535 66 91 1,412
Female........................... 9,044 96 321 2,484 44 3,526 2,146 423 48 64 1,189
Period of gestation (weeks)
Lessthan37 ...................... 12,990 119 503 3,681 43 4,786 3,245 658 84 111 1,780
Lessthan34..................... 10,707 93 443 3,110 36 3,787 2,728 564 76 99 1,470
Lessthan28................... 8,364 71 359 2,541 28 2,839 2,121 431 64 84 1,143
28-31l ... 1,439 * 45 357 * 566 387 92 10 12 196
32-33 . 905 13 40 212 * 382 220 42 * * 132
34-36. .. 2,282 26 60 571 * 999 517 93 * 12 310
3741, .. 6,932 103 235 1,619 37 3,140 1,468 287 29 43 807
37-38. . 3,450 48 119 825 22 1,582 695 133 17 20 393
39-40. . .. 3,242 54 110 755 14 1,424 729 141 10 22 394
AL, 239 * * 39 * 133 44 13 * * 20
A20TMOME. vttt e 34 - - * - 21 * - - - *
Notstated ........................ 206 * * 68 * 62 33 13 - - 13

See footnotes at end of ta
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Table 2. Infant mortality rate, live births, and infant deaths, by selected characteristics and maternal race and Hispanic origin: United States, 'S
2023—Con.
. ) . . zZ
Non-Hispanic Hispanic o
=
Native 2
American Hawaiian or Central and 2
Indian and Other Pacific South g’
Characteristic Total Alaska Native ~ Asian Black Islander White Tofal American Cuban Dominican Mexican  Puerto Ricana
D
Birthweight (grams) Infant deaths—Con. g
Lessthan2,500.................... 13,098 114 525 3,749 46 4,761 3,293 688 85 111 1,803 2P
Lessthan 1,500 .................. 9,796 81 410 2,926 33 3,401 2,478 521 71 92 1,328 221
1,500-2,499........... ... ...... 3,301 33 115 823 12 1,360 815 167 14 19 475 5@
25000rmore ..., 6,916 109 213 1,582 37 3,200 1,431 261 28 43 787 148,
2500-4,499......... .. .. .. ..., 6,837 108 210 1,562 37 3,165 1,415 259 28 43 778 14%
45000rmore ... 79 * * 19 - 35 16 * - - * * g
Notstated ........................ 148 * * 43 - 46 25 * - - 11 * :
Plurality &
Single births. ... ....... ... .. . L. 17,728 209 679 4,626 78 7,076 4,214 849 88 135 2,315 38%
Twinbirths. ....................... 2,294 16 59 702 * 875 508 104 25 17 271 32~
Triplet and higher-order births . .. ... ... 139 - * 46 - 57 28 * - * 14 * o
Age of mother %
Youngerthan15.................... 37 * - 15 - * 10 * - - * - B
15-19. . 1,472 22 * 451 * 488 414 85 - * 217 44 -N
20-24. . .. 4,459 69 56 1,321 21 1,629 1,148 187 24 30 663 108
25-29. . 5,170 54 163 1,341 17 2,118 1,201 232 27 49 670 109
30-34. . 5,040 51 263 1,275 17 2,133 1,074 235 41 40 556 102
35-39. .. 2,988 20 191 715 16 1,250 671 155 15 21 360 51
A0-54. . . 996 * 65 256 * 385 232 60 * * 129 11
Mother’s place of birth
50 states or District of Columbia . ... ... 15,914 220 178 4,575 30 7,545 2,572 152 43 40 1,649 298
Elsewhere......................... 4,018 * 562 737 50 404 2,156 805 70 113 944 122
Notstated ........................ 229 * * 63 * 59 22 * - * * *

* Figure does not meet National Center for Health Statistics standards of reliability.
— Quantity zero.

lincludes Aleut and Eskimo people.

2Includes other and unknown Hispanic origin not stated and not shown separately.

NOTES: Infant deaths are weighted so numbers may not exactly add to totals due to rounding. Not stated responses were included in totals but not distributed among groups for rate computations. Race and Hispanic origin are reported separa
birth certificates. Race categories are consistent with the 1997 Office of Management and Budget standards. People of Hispanic origin may be of any race.

SOURCE: National Center for Health Statistics, National Vital Statistics System, linked birth/infant death file.



Table 3. Infant deaths, percentage of deaths, and infant mortality rate, by five leading causes of infant death: United States, 2010-2023

Congenital malformations

(Q00-Q99)

Short gestation and low birthweight,

not elsewhere classi ed (P07)

Sudden infant death syndrome

(R95)

(VO1-X59)

Rate (deaths

Rate (deaths

Rate (deaths

Rate (deaths

Accidents (unintentional injuries) Maternal complications of pregnancy
(PO1)

Rate (deaths

31.9
33.1
30.4
30.9
334
36.2
37.2
35.7
38.4
39.6
40.6
38.4
40.4

per 100,000 per 100,000 per 100,000 per 100,000 per 100,000
Year Number Percent live births)  Number Percent live births) ~ Number Percent live births)  Number Percent live births)  Number Percent live births)
2023.......... 4,030 20.0 112.1 2,927 14.5 814 1,446 7.2 40.2 1,288 6.4 35.8 1,146 5.7
2022.......... 4,004 19.5 109.2 2,884 14.0 78.6 1,531 7.4 41.7 1,351 6.6 36.8 1,213 5.9
2021, ......... 3,990 20.0 108.9 2,957 14.8 80.7 1,458 7.3 39.8 1,300 6.5 35.5 1,113 5.6
2020.......... 4,047 20.7 112.0 3,152 16.1 87.2 1,386 7.1 384 1,192 6.1 33.0 1,115 5.7
2019.......... 4,313 20.6 115.1 3,460 16.5 92.3 1,251 6.0 33.4 1,264 6.0 33.7 1,250 6.0
2018.......... 4,501 20.9 118.7 3,683 17.1 97.1 1,331 6.2 35.1 1,169 5.4 30.8 1,371 6.4
2017.......... 4,596 20.6 119.2 3,757 16.8 97.4 1,360 6.1 35.3 1,313 5.9 34.1 1,436 6.4
2016.......... 4,823 20.8 122.2 3,926 17.0 99.5 1,498 6.5 38.0 1,217 5.3 30.8 1,407 6.1
2015.......... 4,847 20.7 121.8 4,087 17.4 102.7 1,567 6.7 394 1,289 55 324 1,527 6.5
2014. ......... 4,754 20.5 119.2 4,172 18.0 104.6 1,541 6.6 38.6 1,163 5.0 29.2 1,580 6.8
2013.......... 4,778 20.4 1215 4,213 18.0 107.1 1,561 6.7 39.7 1,150 4.9 29.2 1,597 6.8
2012.......... 4,967 21.0 125.7 4,214 17.8 106.6 1,676 7.1 42.4 1,163 4.9 294 1,518 6.4
2011, ......... 5,016 20.9 126.9 4,115 17.1 104.1 1,905 7.9 48.2 1,167 4.9 29.5 1,598 6.7
2010.......... 5,115 20.8 127.9 4,151 16.9 103.8 2,058 8.4 515 1,107 4.5 27.7 1,563 6.4

NOTE: The five leading causes of death (badeteomational Classification of Diseases, 10th Revi®i8&) were the same for 2010-2023, but ranking changed in 2020 and later years compared with previous years.

SOURCE: National Center for Health Statistics, National Vital Statistics System, linked birth/infant death file.
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Table 4. Infant deaths and mortality rate for the five leading causes of infant death, by maternal race and Hispanic origin: United States, 2023 5
[Rates are per 100,000 live births in specified group]

Non-Hispanic §

=

American Indian and Native Hawaiian or 2

Cause of death (based on All races Alaska Native Asiart Black Other Paci ¢ Islander White <

International Classification of g

Diseases, 10th Revisjat092) Rank Number Rate Rank Number Rate Rank Number Rate Rank Number Rate Rank Number Rate Rank Number =Rate

(%))

Allcauses. .................... 20,162 560.7 226 919.8 742 343.9 5374 1,093.4 83 820.6 8,008 4%-.1
Congenital malformations, %
deformations, and chromosomal Py

abnormalities. .. ... .. (Q00—Q99) 1 4,030 112.1 1 33 134.3 1 149 69.1 2 720 146.5 1 15 148.3 1 1,827 1632
Disorders related to short gestation g
and low birth weight, not elsewhere »
classified ................ (PO7) 2 2,927 81.4 3 23 93.6 2 116 53.8 1 988 201.0 * * 2 873 48.90<
Sudden infant death =
syndrome. . .............. (R95) 3 1,446 40.2 2 24 97.7 6 21 9.7 3 464 94.4 2 128.5 3 609 34.1 N
Accidents (unintentional é
injuries) ............. (V01-X59) 4 1,288 35.8 4 21 85.5 7 18 8.3 4 393 80.0 * * 4 572 32.0
Newborn affected by maternal ~
complications of o
pregnancy ............... (PO1) 5 1,146 31.9 5 13 52.9 3 55 25.5 5 306 62.3 * * 5 383 21.4:5;
Cause of death (based on Total Hispanic Central and South Ameriéan Cuban Dominicaf Mexican Puerto Rican _B
International Classification of N
Diseases, o

10th Revision1992) Rank Number Rate Rank Number Rate Rank Number Rate Rank Number Rate Rank Number Rate Rank Number Rate
Allcauses. . ................... 4,750 502.5 958 459.2 113 376.7 154 458.7 2,601 5119 426 643.5

Congenital malformations,

deformations, and chromosomal

abnormalities. . . ... .. (Q00—Q99) 1 1,130 119.6 1 268 128.5 2 20 66.7 2 22 65.5 1 644  126.7 2 67 101.2
Disorders related to short gestation

and low birth weight, not elsewhere

classified ................ PO7) 2 755 79.9 2 171 82.0 1 29 96.7 1 28 83.4 2 381 75.0 1 73 110.3
Sudden infant death

syndrome. ............... (R95) 4 223 23.6 4 37 17.7 * * 3 13 38.7 5 114 22.4 4 28 423
Accidents (unintentional

injuries) .. ........... (VO1-X59) 5 208 22.0 7 30 14.4 * * * * 4 123 242 5 26 39.3

Newborn affected by maternal

complications of
pregnancy ............... (PO1) 3 310 32.8 3 53 254 * * 4 11 32.8 3 167 329 3 34 514

... Category not applicable.
* Figure does not meet National Center for Health Statistics standards of reliability.
IFor infants born to Asian non-Hispanic women, Complications of placenta, cord and membranes (P02) was the fourth leading cause of death, with 36 deaths and a rate of 16.7. Bacterial sepsis (P36.9) was the fifth leading cause of death, with

deaths and a rate of 12.1.
2For infants born to Central and South American women, Bacterial sepsis (P36.9) was the fifth leading cause of death, with 33 deaths and a rate of 15.8.

SFor infants born to Dominican women, Bacterial sepsis (P36.9) was tied for fourth leading cause of death, with 11 deaths and a rate of 32.8.

NOTES: Certain cause-specific infant mortality rates and rankings cannot be shown for infants of Native Hawaiian or Other Pacific Islander non-Hispanic, Cuban, or Dominican women because of the small number of infant deaths. Race and Hi
origin are reported separately on birth certificates. Race categories are consistent with the 1997 Office of Management and Budget standards. People of Hispanic origin may be of any race.

SOURCE: National Center for Health Statistics, National Vital Statistics System, linked birth/infant death file.
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Table 5. Infant mortality rate: United States and each state, 2023
[By place of residence]

Area Rate (deaths per 1,000 births) Infant deaths Live births
United States. . ... ..ot 5.61 20,162 3,596,017
Alabama.......... ... e 7.64 442 57,858
Alaska. .. ... 7.21 65 9,015
ArZONa. . ..o e 5.54 433 78,096
ArKaNSas. . ..o e 8.22 290 35,264
California ....... .. .. 4.10 1,642 400,108
Colorado. . ... 4.55 280 61,494
Connecticut . ... 4.49 155 34,559
Delaware. . ... i 6.14 64 10,427
Districtof Columbia . ........................... 6.97 55 7,896
Florida ........ ... 6.10 1,351 221,410
GEOIGIA. « v vttt 6.99 874 125,120
Hawaii. ... ... 4.86 72 14,808
Idaho . ... .. .. . 4.38 98 22,397
NOIS. . . oo 5.91 738 124,820
Indiana. ....... ... . . 6.51 514 79,000
lowa . .. 5.10 184 36,052
Kansas . ... 5.23 178 34,065
Kentucky. . ... ... .. 6.58 342 51,984
Louisiana . . ... 7.14 392 54,927
Maine . ... 5.68 66 11,627
Maryland . ......... . 5.61 368 65,594
Massachusetts . . . ... 3.28 220 67,093
Michigan. .. ... . 6.09 604 99,124
Minnesota. . ... 4.73 292 61,715
MISSISSIPPI .« « ot 8.94 308 34,459
MISSOUN .« v e e e 6.12 411 67,123
Montana. . ...t 5.51 61 11,078
Nebraska ............ .. .. . i 6.39 154 24,111
Nevada . ..........coiiiii e 5.88 187 31,794
New Hampshire ....... ... ... .. .. . ... . ... 2.93 35 11,936
NEeW JersSeY. . ..ot e 3.69 373 101,001
NeW MEXICO . ..ttt e 4.39 92 20,951
New YOrk . ... 4.03 821 203,612
NorthCarolina .......... ..ot 6.95 834 120,082
NorthDakota .............. ... ... ... ... ..... 4.87 47 9,647
Ohio . . 7.16 909 126,896
Oklahoma........... ... ... 7.12 341 47,909
OregON . . 4.62 177 38,298
Pennsylvania .............. ... ... . . .. 5.57 707 126,951
Rhodelsland ........... ... ... .. .. ... ... . .... 4.79 47 9,805
SouthCarolina .. ..., 6.96 402 57,729
SouthDakota .......... ..., 6.34 71 11,201
TeNNESSEE. . . ..ot 6.48 538 83,021
TOXAS + v ittt e 5.83 2,263 387,945
Utah . ... 5.22 235 45,019
Vermont . .. ..o 3.16 16 5,065
Virginia. .. ..o 5.87 544 92,649
Washington . .......... ... . 5.04 408 80,932
WestVirginia . ... 5.60 93 16,606
WiSCONSIN. . ... 5.77 345 59,754
WYOMING . .ot 3.84 23 5,990
PuertoRICO . ... ... . 7.10 132 18,601
GUAM . o 15.30 36 2,353

Does not include Puerto Rico or Guam.
SOURCE: National Center for Health Statistics, National Vital Statistics System, linked birth/infant death file.
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Technical Notes Table I. Percentage of infant deaths linked to their
corresponding birth records, by state of occurrence of
Data source and 2003 revision death: United States and each state, 2023

Information on the data source for the linked birth/infant

Percent linked by state of

. ; . o Area occurrence of death
death file is available elsewhere (1). Additionally, further
information on the 2003 revision of the birth certificate isUnited States............................ 98.8
available (3); see also the U.S. Standard Certificate of Live Birtiflabama ... 100.0
(10) Alaska. ........... ... .. i 96.7
' AMZONA. ..ot 98.6
Arkansas. . .......... . i 100.0
Weighting California .. ... 98.2
Colorado. . ... 100.0
In 2023, a record weight was added to the U.S. linked file to Connecticut ........................... 100.0
compensate for the 1.2% of infant death records that could not g;asltar;lg?;?'éélh'rﬁbié ---------------------- 2%0-20
be linked tq their correspondlng bwt_h certificates. _The percentagep i, 1000
of records linked varied by registration area, ranging from 93.8% _
through 100.0% Table ). The number of infant deaths in the ~ G80Tg&. o 99.4
. . L . Hawaii............... ... ... oot 98.5
linked file for the 50 states and the District of Columbia was |y 100.0
weighted to equal the sum of the linked plus unlinked infant yiinois. . ................. ... ......... 99.6
deaths by state of occurrence of birth and age at death (youngerindiana............................... 99.8
than 7 days, 7-27 days, and 28 days to younger than 1 year). Thé}?Wa --------------------------------- 11%%-%
addition of the weight reduced the potential for bias in comparing Kzzfjcsk)'/: S 084
infant mortality rates by maternal and infant characteristics. LOUISIANG « + v v eeee e 97.2
The 2023 linked file initially included 20,192 infant death Maine................................ 100.0
records. Of these records, 19,947 were linked; 245 were unlinkedyaryiang ... .......... ... ... .. . 99.4
because corresponding birth certificates could not be identified. Massachusetts . . .. ..................... 100.0
The 20,192 linked and unlinked records contained 28 records ofMichigan. ............................. 99.3
infants whose mothers’ usual place of residence was outside ofmm”_eSF’ta; ---------------------------- 15;’-6?
the United States; these records were excluded from linked filey oot 7 90.8
analyses for a weighted total of 20,162 infant deaths by place ofviontana. . .......... ... . . .. . ... ... ... 100.0
residence for 2023. Nebraska . ...........ccoiiiiiiiiai., 98.1
Nevada.......... ..., 99.5
. . . New Hampshire ........................ 100.0
Comparison of infant mortality data between P
. . . P . . NewJersey. .......... ... 97.4
linked file and vital statistics mortality file New Mexico ...l 938
_The_ overgll i_nfant _m_ortality rate of 5.61 from the 2023 mgx zg::: dtg,'_'_'_'_'_'_'_'_'_'_'_'_'_'_'_'_'_'_'_'_'_'_'_'_'_'_ g;'_g
period linked file is statistically the same as that from the 2023 North Caroling .. ..o oo 98.0
vital statistics mortality file (5.60) (11). The number of infant North Dakota .......................... 100.0
deaths in the linked file (19,947) differs slightly from the number Ohio ... 99.7
in the mortality file (20,145) (11). Differences in numbers of 8k'ah°ma """"""""""""""" 9.7
. . . FEOON . .t 99.5
infant deaths between the two data sources are primarily due tOpennsyivania . ......................... 99.2
geographic coverage differences. For the vital statistics mortality
file, all deaths occurring in the 50 states and the District of Rhode Isfand . ...........oooeeeees 100.0
e, . . 9 - SouthCarolina .. ........ .. ... ..., 100.0
Columbia are included regardless of the place of birth of the south Dakota .. ... oo, 100.0
infant. In contrast, to be included in the U.S. linked file, both Tennessee............................. 100.0
the birth and death must occur in the 50 states or the District of TeXas ..., 95.4
Columbia (the territory linked file is a separate file). Weighting \L;;?:th{ """""""""""""""" igg'g
of the linked file also may contribute to small differences in viginia. ... ................ ... ... .. 98.6
numbers and rates by specific variables between these two datawvashington ........................... 100.0
sets. West Virginia . ............. .. ... ...... 97.8
Wisconsin. .. ... 99.4
Perlod of gestatlon WYoming .. ... 100.0

Beginning with the 2014 data year, the National CentefOURCE: National Center for Health Statistics, National Vital Statistics System, linked
for Health Statistics (NCHS) transitioned to a new standargmh/mmdealth fle.
for estimating the gestational age of the newborn. The new
measure—the obstetric estimate of gestation at delivery—
replaces the measure based on the date of the last normal menses
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(12). Accordingly, gestational age data shown in this report ardeaths was shown regardless of the count. For rates, if a rate
based on the obstetric estimate of gestation at delivery. National shown depends on the count for the numerator and on the
data based on obstetric estimate of gestation at delivery data arelative width of the confidence interval of the rate based on
available only from data year 2007 forward. Information on and Student’s confidence interval for the logarithm of the rate.
discussion of the reasons for the change, as well as a detaild®lates published for data years before 2023 were represented
comparison of the two measures, are presented elsewhere (12)y an asterisk when the numerator was fewer than 20 deaths.
For detailed information on the new criteria, see “National Center
Sex, birthweight, plurality, and nativity for Health Statistics Data Presentation Standards for Rates and

. o . i Counts” (18).
Detailed definitions and more information on sex,

birthweight, plurality, and nativity are available elsewhere (1,3)presentation of percentages

Cause-of-death classification For proportions (or percentages) for linked birth/infant
deaths, new criteria adopted by NCHS were implemented starting

The mortality statistics presented in this report werewith the 2023 data year (19). For 2023 and later, a proportion
compiled in accordance with the current revision of the(percentage) was shown based on the denominator size and
International Statistical Classification of DisegBgB). ICD  on the absolute or relative widths of the confidence interval
provides the basic guidance to code and classify causes of deaidy, the proportion or percentage calculated using the Clopper—
details disease classification, and supplies definitions, tabulatioPearson method. For the presentation criterion used before the
lists, the format of the death certificate, and the rules for codin@023 data year, see the 2023 Natality User Guide (3). Starting in
cause of death. Cause-of-death data presented in this repa2023, proportions or percentages based on fewer than 10 infant
were coded by procedures outlined in annual issuesNOHS  deaths are represented with an asterisk. For detailed information
Instruction Manugl13,14). on these criteria, see “National Center for Health Statistics Data

In this report, tabulations of cause-of-death statistics Presentation Standards for Proportions” (19).
are based solely on the underlying cause of death. Generally,

more medical information is reported on death certificates thaR andom variation in infant mortality rates
is directly reflected in the underlying cause of death. This is

captured in NCHS multiple cause-of-death statistics (15,16). For information and discussion on random variation and
significance testing for linked data (1), see also the “User Guide
Tabulation lists and cause-of-death ranking to the 2010 Natality Public Use File’h&ps://ftp.cdc.gov/pub/

Health_Statistics/NCHS/Dataset_Documentation/DVS/natality/
The cause-of-death rankings for ICD-10 are based on thgserGuide2010.pdf
“List of 130 Selected Causes of Infant Death.” The tabulation lists
and rules for ranking leading causes of death are published in ”)Svailability of linked file
NCHS Instruction Manu#art 9:ICD-10 Cause-of-death Lists

for Tabulating Mortality Statistiqd'7). Linked file data are available for download from the Vital
Statistics Online Data Portaltps://www.cdc.gov/nchs/data_
Computation of rates access/vitalstatsonline.htrinked period file data may also be

accessed via the Centers for Disease Control and Prevention’s
Information on and discussion of computation of rates (1)WONDER database, available fiutips://wonder.cdc.gov/Ibd.
is also available from the “User Guide to the 2010 Natality Publitml. Beginning with 2005, the public-use file no longer includes
Use File” at:https:/ftp.cdc.gov/pub/Health_Statistics/NCHS/ geographic detail; such files are available upon special request
Dataset_Documentation/DVS/natality/UserGuide2Q10.pdf (see the NCHS Division of Vital Statistics data release policy at:
https://www.cdc.gov/nchs/nvss/nvss-restricted-datg.hidata
Presentation of counts, rates, and percentages are also available in issues of Vital and Health Statistics, Series
20; National Vital Statistics Reports; and NCHS Data Briefs

An asterisk (*) in the tables indicates that a count, rategqm the NCHS websitéttps:/ww.cdc.gov/nchs/products/
or percentage does not meet NCHS standards of reliabilityjex htm

(18,19). Three separate criteria are used to determine if a count
(number of events), rate, or proportion meets these suppression
standards (3).

Presentation of counts and rates

New criteria for showing counts and rates were adopted by
NCHS beginning with 2023 data (18). For counts, the number of
deaths is shown depending on the count of deaths and on the
relative width of the confidence interval of the count, based on
a gamma distribution. Before the 2023 data year, the number of
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[...] A new analysis by The Ethical Skeptic of CDC/NCHS death
certificate data using Deviation from Trend (DFT) analysis reveals a
disturbing development: a sharp, sustained rise in infant and child
mortality among those who neither had COVID-19 nor received the
vaccine, but whose parents were previously exposed to mRNA
injections. [...]
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® 4 hours ago

I have included this piece in my blog post today, “Untangling The
Truth” https://drjohnsblog.substack.com/p/untangling-the-truth

It has been mentioned thricely in the comments section of The
Automatic Earth.

| saw another well known Substack had picked it up, too.
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I admit that my mathematical abilities are limited. But possible long-
term phenomena like this are exactly what | have been fearing all
along. | seriously hope that it will not be as bad as it could possibly
be imagined. Thank you for your determined reporting, TES!
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Thank You, again, Sir Skeptic. The clotting problems in the maternal
circulation, placenta, and the transplacental conveyance of
components of MRNA “vaccine” products, and the resultant proteins
created after these products entered cells to induce protein (“spike”)
production, have caused vascular harm and clotting in mothers,
placentas and babies. Miscarriages were so obvious as to just
release pregnant women from study follow-up.

See this, please:

Red Alert Issued as Fibrous Clots Found in Young Children of
COVID-Vaxxed Mothers https://www.globalresearch.ca/fibrous-
clots-young-children-covid-vaxxed-mothers/5898278
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TES-always early; always accurate.
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I nominate The Ethical Skeptic for Nobel Peace Prize. All the world
political grandstanding about Ukraine, the EU, and Russia, etc. —in
my humble opinion, the War has politely laid out in TES'’s informative
and shocking article presenting charts/explainers that should make
us have sleep deprivation. Here, we can see the projection, the war
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is in the here and now, and a forever limp going forward. Put this on
the cover of every major newspaper rag immediately. No One Is
Talking About This, Share Widely. Make people uncomfortable. |

have. — S.
0 Reply
® 1 day ago
VWhat was missing was “shedding,” already proven by seve r
0 Reply
® 1day ago

Let me introduce: OVERVIEW OF FERTILITY IMPACTS OF THE
COVID VACCINES https://colleenhuber.substack.com/p/overview-of-
fertility-impacts-of Dr. Colleen Huber — Feb 10, 2025 — Rates of
successful conceptions according to COVID-19 vaccination status:
Data from the Czech Republic https://journals.sagepub.com/
doi/10.1177/09246479251353384 Vibeke Manniche, Tomas Frst,
Max Schmeling, Jonathan D Gilthorpe and Peter Riis Hansen https://
doi.org/10.1177/09246479251353384 First published online June 19,
2025 ( related to the “peer reviewed” issue ) — And an article to it. Net
Zero: The Mystery of the Falling Fertility https://brownstone.org/
articles/net-zero-the-mystery-of-the-falling-fertility/ By Tomas

First July 8, 2025 ... yes — Tomas Furst ! — Here the “dystopia”
announced: The Children of Men — P.D.... Read more »
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Spelling correction: meningitis not menengitis

0
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The Ethical Skeptic

£ Reply to ® 2 days ago
Thanks Jim! Got it corrected.
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Might this data be confounded with increases in immigration (any

type) over the same time period, and the bringing in of different

illnesses/conditions? If so, do you have an estimate of how much of

this increase could be caused by the immigration? Is citizen status

used in your queries?
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Immigration does not cause an inflection. It is a generational
trend, and shows in Chart 1 anyway as a DILUTION, not a boost
(which still inflects independently of any immigration factor).
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Ugh. This is terribly sad.
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This is incredibly bad news. | remember very early in the vaccine
rollout when the risks were just beginning to be apparent (I think it
was in relation to an article showing Lewy Body formation in vitro),
you posted on Twitter something to the effect of “If this does not do
catastrophic harm it will be because we got lucky.” Unfortunately, we
didn’t get lucky. | wish | could personally present this article to
Senator Cassidy and the other people who show their blinding
ignorance by claiming that these injections saved millions of lives. SO
many ordinary people were fooled,... Read more »

(& Last edited 2 days ago by Mark
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® 2 days ago

Thank you for focusing on this problem! “...those who neither
contracted Covid-19 nor ever received an mRNA injection...” Note
that babies are typically vaccinated from the moment they are born
with a troubling catalog of non-mRNA concoctions from the CDC'’s
childhood vaccine schedule, a practice that very likely compounds
the problem. We've had decades of experience that would have
alerted anyone who was paying attention that we should be doing
“rigorous epidemiological tracking” of the effects of these shots. Has
it been done? (rhetorical question). The firmly entrenched belief that
vaccines are safe, effective and necesssary (except for certain
medical... Read more »
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)

BREAKING: CDC Sued for Pushing lllegal 72-Dose
Childhood Vaccine ScheduleCDC accused of running an
illegal and unconstitutional hyper-vaccination program — never
once tested for cumulative safety. https://
www.thefocalpoints.com/p/breaking-cdc-sued-for-pushing-illegal
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That vertical line in Figure 1 appears to coincide with the early days
of COVID in the USA (early 2020), and not with the mass rollout of
MRNA injections in early 2021. Am | reading it wrong?
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The Ethical Skeptic
£ Reply to ® 2 days ago

You are reading it wrong. These are full-year counts. 2021 was
almost a full year of vaxx impact. 2020 bears zero elevation.
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