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## Abstract 
 
### BACKGROUND 
 
I vaccini a messaggero RNA (mRNA) sintetico hanno sollevato preoccupazioni riguardo all'espressione 
prolungata della proteina spike, all'attivazione immunitaria e ai potenziali effetti off-target. 
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### AIM 
 
Indagare le alterazioni trascrittomiche in individui con nuovi eventi avversi o cancro a seguito della 
vaccinazione mRNA contro la malattia da coronavirus 2019. 
 
### METHODS 
 
Il sequenziamento RNA bulk è stato eseguito su sangue periferico da due gruppi di pazienti: (1) Individui con 
nuovi eventi avversi non maligni; e (2) Individui con nuova diagnosi di cancro post-vaccinazione. Un gruppo 
di controllo di individui normali è stato utilizzato per il confronto. L'espressione genica differenziale è stata 
analizzata utilizzando DESeq2, e l'analisi di arricchimento dei geni è stata condotta utilizzando il database 
MSigDB e set di geni personalizzati. 
 
### RESULTS 
 
Entrambi i gruppi di pazienti vaccinati hanno mostrato una diffusa disregolazione trascrittomica. Nel gruppo 
con eventi avversi non maligni, gli arricchimenti hallmarch includevano disfunzione mitocondriale, stress 
mediato dal proteasoma, instabilità trascrittomica e infiammazione sistemica. Il gruppo con cancro ha 
mostrato ulteriori hallmarch di instabilità genomica e riprogrammazione epigenetica. Il decadimento mediato 
da nonsense, stress ribosomale e attivazione dell'oncogene mielocitomatosi erano prominenti in entrambi i 
gruppi, mentre la segnalazione immunitaria tramite recettori toll-like e interferoni di tipo I era 
particolarmente elevata nei pazienti oncologici. I profili trascrittomici osservati indicano risposte allo stress 
cellulare, disfunzione mitocondriale e disregolazione immunitaria a seguito dell'esposizione ai vaccini mRNA, 
potenzialmente in individui suscettibili. 
 
### CONCLUSION 
 
Le firme molecolari condivise e distinte in entrambe le coorti dimostrano meccanismi sottostanti che 
contribuiscono alla sintomatologia post-vaccinica e alle complicanze, inclusa l'oncogenesi e/o la 
progressione di malattie maligne. Questi risultati sottolineano la necessità di un'indagine più approfondita 
sulla sicurezza a lungo termine dei vaccini mRNA e sulla variabilità della risposta dell'ospite. 
 
**Parole chiave:** Malattia da coronavirus; Vaccino; RNA-seq; Disregolazione immunitaria; Cancro 
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## Core Tip 
 
Questo studio dimostra che gli individui che manifestano nuovi eventi avversi o cancro dopo la vaccinazione 
con messaggero RNA (mRNA) contro la malattia da coronavirus 2019 mostrano una diffusa disregolazione 
trascrittomica. Il sequenziamento RNA bulk ha rivelato hallmarch di disfunzione mitocondriale, 
infiammazione sistemica, stress del proteasoma e ribosomale, e decadimento mediato da nonsense, con 
ulteriore instabilità genomica e riprogrammazione epigenetica nei pazienti oncologici. Notevolmente, sono 
state osservate l'attivazione dell'oncogene mielocitomatosi e una segnalazione immunitaria rafforzata tramite 
recettori toll-like e interferoni di tipo I. Questi risultati evidenziano firme molecolari condivise e distinte, 
sottolineando la necessità di ulteriori indagini sulla sicurezza a lungo termine dei vaccini mRNA e sulla 
variabilità dell'ospite. 
 
--- 
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## INTRODUZIONE 
 
I vaccini a messaggero RNA (mRNA) sintetico rappresentano una piattaforma di immunizzazione innovativa 
che consegna mRNA chimicamente modificato, incapsulato in nanoparticelle lipidiche (LNP), per codificare 
ed esprimere antigeni virali nelle cellule umane. Lo sviluppo accelerato dei vaccini mRNA è stato 
principalmente guidato dall'urgenza della pandemia di malattia da coronavirus 2019 (COVID-19), supportato 
da autorizzazioni di emergenza, produzione basata su piattaforma e la conduzione parallela piuttosto che 
sequenziale delle fasi degli studi clinici. Sebbene inizialmente promossi per la loro rapida produzione e forte 
immunogenicità, un crescente corpo di evidenze ha identificato una serie di eventi avversi, tra cui miocardite, 
trombosi, accidenti cerebrovasculari, amiloidogenesi, artralgia, disturbi mestruali, preoccupazioni riproduttive 
e nuove neoplasie maligne[1-5]. Questi eventi hanno sollecitato un rinnovato scrutinio dei meccanismi 
molecolari attivati dalle costruzioni mRNA sintetiche e del loro destino intracellulare[6,7]. 
 
A differenza dell'mRNA endogeno, i trascritti derivati dai vaccini incorporano caratteristiche non naturali 
come la sostituzione N1-metilpseudouridina (m1Ψ), code poli(A) estese e regioni non tradotte ottimizzate 
per migliorare stabilità ed efficienza di traduzione. Queste stesse modifiche possono alterare il metabolismo 
e la sorveglianza dell'RNA, contribuendo all'infedeltà ribosomale, allo spostamento del frame +1 e alla 
ripiegamento difettoso delle proteine[8]. Studi indipendenti hanno riportato la trascrizione inversa dell'mRNA 
vaccinale in DNA tramite elementi endogeni LINE-1 (long interspersed nuclear element-1), evidenziando 
problemi di integrazione genomica ed espressione persistente[8,10]. Analisi recenti dei flaconcini del vaccino 
BNT162b2 hanno rivelato residui di DNA plasmidico, incluso l'enhancer SV40 e geni di resistenza agli 
antibiotici, sollevando preoccupazioni sul potenziale rischio oncogenico dall'esposizione genomica non 
intenzionale[11-15]. Inoltre, ricerche recenti hanno dimostrato che la proteina spike tradotta dai vaccini 
mRNA può persistere nella circolazione per periodi estesi, ben oltre le aspettative farmacocinetiche iniziali, 
potenzialmente mantenendo la segnalazione infiammatoria e l'attivazione immunitaria[16-18]. Infine, alcuni 
studi suggeriscono che il coronavirus 2 della sindrome respiratoria acuta grave (SARS-CoV-2) porta firme 
molecolari coerenti con l'assemblaggio del genoma sintetico, sollevando ulteriori preoccupazioni sulle 
piattaforme RNA ingegnerizzate e le loro potenziali conseguenze biologiche impreviste[19]. Queste 
caratteristiche collettivamente sollevano preoccupazioni riguardo alle conseguenze cellulari non intese 
dell'esposizione all'mRNA sintetico. 
 
Per colmare questa lacuna, abbiamo condotto un'analisi trascrittomica comparativa utilizzando dati di 
sequenziamento RNA bulk da sangue intero di pazienti con nuovi eventi avversi (gruppo 1) e pazienti con 
nuovi tumori (gruppo 2) a seguito della vaccinazione COVID-19 mRNA, insieme a controlli normali. L'analisi 
dell'espressione differenziale e l'analisi di arricchimento dei set di geni (GSEA) sono state eseguite per 
identificare pathway molecolari specifici perturbati in ciascun gruppo. Confrontando questi due profili, 
questo studio mira a evidenziare le perturbazioni trascrittomiche potenziali associate alla patologia correlata 
ai vaccini e esplorare se firme molecolari distinte o condivise possano sottendere diverse traiettorie cliniche 
post-vaccinazione. 
 
--- 
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## MATERIALI E METODI 
 
### Caratteristiche della popolazione di pazienti e raccolta dei campioni 
 
Abbiamo reclutato partecipanti adulti (≥18 anni) che hanno sviluppato nuovi sintomi a seguito della 
somministrazione di vaccini COVID-19 basati su mRNA [BNT162b2 (Pfizer) o mRNA-1273 (Moderna)]. Tutti i 
partecipanti hanno fornito consenso informato scritto prima dell'inclusione. 
 
La popolazione dello studio è stata suddivisa in due gruppi: (1) Gruppo 1: Costituito da tre individui che 
hanno sperimentato eventi avversi non maligni post-vaccinazione con sintomi emergenti entro un mese dalla 
vaccinazione; e (2) Gruppo 2: Comprendente sette individui diagnosticati con nuove malignità entro un anno 
dalla vaccinazione. Nessun partecipante in entrambi i gruppi aveva una storia precedente di malattie 
croniche o predisposizione genetica nota prima della vaccinazione e dell'insorgenza dei sintomi. Le 
manifestazioni cliniche di ciascun paziente sono riassunte nella Tabella 1. Come riferimento, i dati RNA-seq 
da 803 individui non vaccinati sono stati recuperati dal dataset GTEx[20]. Questi campioni di controllo sono 
stati raccolti prima dello sviluppo dei vaccini COVID-19, assicurando che tutti gli individui di controllo fossero 
non vaccinati[21]. 
 
I campioni di sangue periferico sono stati raccolti da infermici autorizzati presso siti clinici affiliati a 
Neo7Bioscience, seguendo protocolli di biosicurezza istituzionali. La venipuntura è stata eseguita utilizzando 
tecnica sterile standard, e il sangue intero è stato prelevato in provette streck etichettate e conservato a 4°C. I 
campioni dal gruppo 1 (gruppo con sintomi post-vaccinazione) sono stati trasportati lo stesso giorno in 
contenitori raffreddati al Genomics Center presso l'Università del Texas del Nord per l'elaborazione. I 
campioni dal gruppo 2 (gruppo con malignità post-vaccinazione) sono stati raccolti in provette PAXgene 
Blood RNA (Qiagen) e trasportati a temperatura controllata a Psomagen-Multiomics per i servizi di analisi dei 
dati e l'elaborazione a valle. 
 
### Estrazione dell'RNA 
 
L'RNA totale è stato estratto dal sangue intero utilizzando flussi di lavoro di purificazione basati su colonna 
compatibili con l'RNA-seq a valle. Per il gruppo 1, l'RNA è stato estratto con il kit Quick-DNA/RNA Viral 
(Zymo Research), incluso trattamento DNasi su colonna per rimuovere la contaminazione da DNA genomico. 
Per il gruppo 2, l'RNA è stato estratto dall'intero volume di sangue di una singola provetta PAXgene Blood 
RNA utilizzando il kit PAXgene Blood RNA (Qiagen), seguendo il protocollo del produttore. L'RNA estratto è 
stato quantificato e conservato a -20°C fino all'uso. Per entrambi i gruppi, la qualità dell'RNA è stata valutata 
mediante profilo elettroforetico (Agilent TapeStation 4200 o equivalente), e solo i campioni che 
soddisdevano le soglie di qualità (ad esempio, numero di integrità dell'RNA ≥7.0 o metriche QC equivalenti) 
sono stati avanzati alla preparazione delle librerie. 
 
### Preparazione delle librerie e sintesi del DNA complementare e sequenziamento ad alta throughput 
 
Le librerie RNA-seq sono state generate utilizzando protocolli specifici per il filamento con deplezione 
dell'RNA ribosomale (rRNA) per massimizzare il rilevamento dei trascritti codificanti. Per il gruppo 1, le 
librerie sono state preparate utilizzando il kit Illumina TruSeq Stranded Total RNA con chimica di deplezione 
Ribo-Zero (Illumina). L'RNA è stato frammentato enzimaticamente, trascritto inversamente in DNA 
complementare (cDNA), riparato alle estremità, con coda A, ligato agli adapter e amplificato mediante 
reazione a catena della polimerasi (PCR). Le librerie sono state quantificate fluorimetricamente, le dimensioni 
dei frammenti sono state verificate mediante elettroforesi, e il sequenziamento è stato eseguito su Illumina 
NextSeq 550 (High Output v2.5, 300 cicli) con letture paired-end di 150 bp. 
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Per il gruppo 2, le librerie sono state preparate utilizzando il kit Illumina Stranded Total RNA Ribo-Zero Plus 
(Illumina), incorporando deplezione dell'rRNA e sintesi del cDNA specifica per il filamento. L'RNA è stato 
frammentato enzimaticamente, trascritto inversamente in cDNA a filamento singolo, convertito in cDNA a 
doppio filamento, riparato alle estremità, adenilata, ligata agli adapter specifici di Illumina e amplificata 
mediante PCR. La qualità delle librerie e la distribuzione delle dimensioni dei frammenti sono state valutate 
utilizzando D5000 ScreenTape su Agilent TapeStation 4200. Le librerie sono state conservate a -20°C prima 
del sequenziamento. Le librerie normalizzate e raggruppate sono state sequenziate sulla piattaforma Illumina 
NovaSeq X (kit NovaSeq x Series 25B Reagent, 300 cicli), generando letture paired-end di 151 bp con una 
resa target di 3,02 Gb per campione (circa 20 milioni di letture). PhiX è stato aggiunto all'1% come controllo 
interno, e le metriche di qualità del sequenziamento (punteggi Q30, %PF) sono state monitorate in tempo 
reale utilizzando il visualizzatore di analisi del sequenziamento di Illumina. 
 
### Preelaborazione dei dati, controllo qualità e allineamento 
 
I dati grezzi di sequenziamento, sotto forma di file fastq paired-end, sono stati prima organizzati per 
campione e tipo di lettura (R1 e R2). Questi file fastq sono stati memorizzati in una directory dedicata, e il 
comando cat è stato utilizzato per raggrupparli in base ai loro identificatori campione. I file R1 e R2 per 
ciascun campione sono stati poi fusi in un singolo file per ogni tipo di lettura, risultando in file fusi forward e 
reverse pronti per l'analisi a valle. 
 
I controlli di qualità sono stati eseguiti prima della fase di allineamento per assicurare l'integrità dei dati. Le 
letture di sequenziamento sono state allineate al genoma di riferimento umano (hg38) utilizzando STAR[22], 
un allineatore ampiamente utilizzato per i dati di sequenziamento RNA. STAR gestisce efficacemente 
l'allineamento delle letture in un ambiente multi-thread, ottimizzando il tempo di elaborazione. Le letture 
allineate sono state poi emesse come file BAM, ordinati per coordinata, che è la pratica standard per le fasi 
successive dell'analisi. 
 
**Tabella 1** Riassunto dei partecipanti allo studio, manifestazioni cliniche e raggruppamenti diagnostici 
 
| ID Paziente | Gruppo | Condizione/sintomi | 
|-------------|--------|-------------------| 
| P1 | 1: Eventi avversi non maligni | Brain fog e stanchezza cronica | 
| P2 | 1: Eventi avversi non maligni | Lesione cardiovascolare, trombosi e stanchezza cronica | 
| P3 | 1: Eventi avversi non maligni | Lesione cardiovascolare, trombosi e stanchezza cronica | 
| P4 | 2: Cancro | Glioblastoma multiforme | 
| P5 | 2: Cancro | Adenocarcinoma della prostata | 
| P6 | 2: Cancro | Tumore alla vescica | 
| P7 | 2: Cancro | Linfoma follicolare | 
| P8 | 2: Cancro | Cancro alla prostata | 
| P9 | 2: Cancro | Glioblastoma multiforme | 
| P10 | 2: Cancro | Linfoma follicolare | 
 
### Analisi dell'espressione differenziale e visualizzazione del volcano plot 
 
Per investigare le alterazioni trascrittomiche associate agli esiti correlati ai vaccini mRNA, abbiamo eseguito 
due analisi distinte dell'espressione differenziale, ciascuna confrontando un gruppo di pazienti con un pool 
comune di controlli normali (n=803)[20]. Il primo confronto includeva individui dal gruppo 1, che hanno 
sviluppato nuovi sintomi non maligni a seguito della vaccinazione mRNA (n=3), mentre il secondo 
comprendeva individui dal gruppo 2, diagnosticati con cancro come nuova condizione poco dopo la 
vaccinazione (n=7). Per entrambe le analisi, i conteggi genici grezzi generati da Salmon[23] sono stati inseriti 
in DESeq2[24], che ha applicato la normalizzazione interna e modellato la dispersione utilizzando la 
distribuzione binomiale negativa. La riduzione delle variazioni logaritmiche (log2 fold change) è stata 
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eseguita utilizzando il metodo "apeglm" per migliorare la stima della dimensione dell'effetto, in particolare 
per i geni con conteggi di lettura bassi. 
 
Per visualizzare i pattern globali dell'espressione genica, sono stati generati volcano plot per ogni confronto. 
In questi grafici, l'asse x rappresenta il log2 fold change, e l'asse y rappresenta il negativo del log10 del valore 
P aggiustato. I geni con log2 fold change maggiore di +1 e un valore P aggiustato (Padj) inferiore a 0,05 
sono stati considerati significativamente sovraespressi e sono stati colorati in rosso, mentre quelli con log2 
fold change inferiore a -1 e Padj<0,05 sono stati considerati significativamente sottoespressi e sono stati 
colorati in blu. Tutti i geni rimanenti che non soddisfacevano questi criteri sono stati visualizzati in grigio. 
 
### GSEA 
 
Per investigare le perturbazioni trascrittomiche associate all'esposizione ai vaccini mRNA, abbiamo analizzato 
i dati RNA-seq da due gruppi di casi: (1) Gruppo 1: Comprendente tre individui che hanno sviluppato nuovi 
effetti avversi correlati ai vaccini; e (2) Gruppo 2: Costituito da sette individui diagnosticati con nuovo cancro 
a seguito della vaccinazione mRNA COVID-19. Entrambi i gruppi sono stati confrontati con una coorte di 
riferimento condivisa di 803 individui in un gruppo di controllo normale, i cui dati RNA-seq sono stati 
recuperati dal dataset GTEx[20]. L'analisi dell'espressione genica differenziale è stata condotta utilizzando 
DESeq2[24], e i geni sono stati classificati per log2 fold change per generare il file di input per l'analisi di 
arricchimento. 
 
Abbiamo poi eseguito GSEA utilizzando la modalità preranking dello strumento GSEA 4.4.0 del Broad 
Institute[25]. Questo approccio è stato selezionato a causa dello squilibrio significativo delle classi (3 
campioni vs 803 campioni), poiché migliora la stabilità e l'interpretabilità dei risultati di arricchimento. La 
statistica di arricchimento "weighted" è stata applicata per incorporare sia la classificazione dei geni che 
l'entità dell'espressione, aumentando la sensibilità alle perturbazioni biologicamente rilevanti. Abbiamo 
utilizzato 1000 permutazioni dei set di geni per stimare la significatività statistica e selezionato l'opzione "no 
collapse" per mantenere i simboli genici senza mappatura degli alias. 
 
La GSEA è stata condotta sistematicamente attraverso multiple collezioni MSigDB[26]: (1) H (Hallmark); (2) C2 
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes e REACTOME); (3) C5 (Processi biologici dell'ontologia genica); 
(4) C7 (firme immunologiche); e (5) Set di geni personalizzati inclusi Gavish e firme di espressione derivate 
dall'estratto di semi d'uva curate. I risultati dell'arricchimento sono stati interpretati basandosi sul Normalized 
Enrichment Score (NES) e sul tasso di scoperta falsi (FDR) (q value), selezionando i set di geni che erano 
fortemente arricchiti (NES positivo) o soppressi (NES negativo), che indicavano rispettivamente funzioni 
biologiche sovraregolate o sottoregolate. Per l'analisi a valle, sono stati mantenuti solo i set di geni con 
FDR<0,25 e NES assoluto ≥1,5. I set di geni arricchiti e soppressi principali sono stati manualmente 
raggruppati in categorie di pathway molecolari di ordine superiore relative ai sintomi del gruppo di pazienti. 
 
Per migliorare la rilevanza biologica, abbiamo escluso i set di geni associati a tessuti non sanguigni (ad 
esempio, cervello, retina, pelle) e sviluppo embrionale, poiché è improbabile che riflettano l'attività 
trascrittionale nel sangue periferico. Questo filtraggio ha minimizzato il rumore e focalizzato l'analisi sui 
pathway rilevanti per le risposte immunitarie, infiammatorie e sistemiche. 
 
### Mappa di interazione proteina-proteina 
 
Per costruire le reti di interazione proteina-proteina (PPI), le informazioni di interazione dei geni espressi 
differenzialmente dallo strumento di ricerca per il recupero di geni/proteine interagenti (STRING) sono state 
caricate sulla piattaforma software Cytoscape[27,28]. Il database STRING è una risorsa online completa che 
compila e prevede le PPI attraverso numerosi organismi[29,30]. Integra associazioni note e previste derivate 
da dati sperimentali, metodi di previsione computazionale, analisi di co-espressione, text mining e database 
curati. Ogni interazione è punteggiata e visualizzata in una rete interattiva, aiutando i ricercatori a esplorare 
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associazioni funzionali tra proteine all'interno di pathway cellulari o processi biologici[31]. La rete può essere 
visualizzata all'interno di STRING o può essere esportata direttamente su Cytoscape. Cytoscape combina reti 
di interazione biomolecolare con dati di espressione ad alta throughput e altri stati molecolari in un modello 
di rete concettuale integrato. 
 
--- 
 
## RISULTATI 
 
Per caratterizzare l'impatto trascrittionale globale della vaccinazione mRNA in individui con esiti avversi post-
vaccinazione, abbiamo condotto analisi dell'espressione genica differenziale confrontando ciascun gruppo di 
pazienti con la coorte di controllo normale. Come mostrato nella Figura 1, i volcano plot visualizzano la 
distribuzione dei cambiamenti dell'espressione genica sia per il gruppo 1, nuovi sintomi non maligni post-
vaccinazione (Figura 1A), che per il gruppo 2, nuove diagnosi di cancro (Figura 1B). In entrambi i gruppi, è 
osservato uno spostamento trascrittomico chiaro, con centinaia di geni che mostrano disregolazione 
significativa. Notevolmente, il gruppo con cancro mostra una distribuzione più ampia di geni sottoespressi, 
incluse diverse variazioni con entità estreme, suggerendo una profonda soppressione dei pathway regolatori 
chiave. 
 
La GSEA è stata eseguita separatamente per entrambi i gruppi dello studio: (1) Gruppo 1: Comprendente 
individui con nuovi eventi avversi a seguito della vaccinazione mRNA COVID-19; e (2) Gruppo 2: 
Comprendendo individui diagnosticati con nuovo cancro dopo la vaccinazione, per caratterizzare le 
perturbazioni trascrittomiche associate all'esposizione al vaccino. La GSEA è stata condotta utilizzando le 
collezioni di set di geni predefinite MSigDB, e i set di geni arricchiti sono stati sistematicamente raggruppati 
secondo la loro rilevanza per i pathway hallmarch molecolari di ordine superiore (Tabelle 2 e 3). Questo 
raggruppamento basato sui pathway ha permesso l'interpretazione integrativa delle alterazioni 
trascrittomiche attraverso i domini della biologia dei sistemi. 
 
Nel gruppo 1, i set di geni arricchiti principali si sono raggruppati in sei categorie hallmarch chiave: (1) 
Disfunzione del trasporto elettronico mitocondriale e specie reattive dell'ossigeno (ROS); (2) Stress della 
degradazione proteica mediata dal proteasoma; (3) Instabilità trascrittomica e stress traduzionale; (4) 
Risposta infiammatoria e immunitaria sistemica; (5) Disfunzione dell'endotelio; e (6) Segnalazione 
proliferativa e controllo tumorale soppresso. In contrasto, il gruppo 2 ha mostrato un pattern di 
arricchimento distinto ma sovrapposto. Gli hallmarch identificati in questo gruppo includono: (1) Instabilità 
trascrittomica e stress traduzionale; (2) Risposta infiammatoria e immunitaria sistemica; (3) Disfunzione 
dell'endotelio; (4) Segnalazione proliferativa e controllo tumorale soppresso; e (5) Instabilità genomica e 
spostamento epigenetico. Come mostrato nella Tabella 1, molteplici set di geni all'interno di ciascuna 
categoria hallmarch hanno dimostrato forti punteggi di arricchimento (NES>1,5 o <-1,5) e valori q di FDR 
statisticamente significativi (FDR<0,25), supportando la presenza di disregolazione molecolare coordinata. Le 
curve rappresentative dei punteggi di arricchimento sono fornite nelle Figure Supplementari 1 e 2 per 
illustrare la distribuzione dei ranghi genici che contribuiscono a ciascun hallmarch. Inoltre, le Tabelle 
Supplementari 1 e 2 forniscono i nomi standard, i nomi sistematici e i collegamenti esterni o le pubblicazioni 
sorgente per tutti i set di geni arricchiti. 
 
Per esplorare ulteriormente il panorama molecolare associato alle perturbazioni trascrittomiche indotte dal 
vaccino, l'analisi della rete PPI è stata condotta per i geni più significativamente disregolati in ciascun gruppo 
dello studio. Come mostrato nella Figura 2, la mappa PPI per il gruppo 1 (individui con nuovi eventi avversi 
post-vaccinazione) e la Figura 3 mostra la mappa PPI per il gruppo 2 (individui con nuovo cancro a seguito 
della vaccinazione). 
 
**Tabella 2** Risultati dell'arricchimento dei set di geni per il gruppo 1 categorizzati per pathway molecolare 
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| Pathway molecolari | Nome standard MSigDB | NES | FDR | 
|-------------------|---------------------|-----|-----| 
| **Disfunzione del trasporto elettronico mitocondriale e ROS** | | | | 
| | KEGG_MEDICUS_REFERENCE_MITOCHONDRIAL_COMPLEX_I_IN_THERMOGENESIS | 1,86 | 0,11 | 
| | KEGG_MEDICUS_VARIANT_MUTATION_INACTIVATED_PINK1_TO_ELECTRON_TRANSFER_IN_COMPLEX_I | 
1,73 | 0,10 | 
| | 
KEGG_MEDICUS_VARIANT_MUTATION_CAUSED_ABERRANT_ABETA_TO_ELECTRON_TRANSFER_IN_COMPLEX
_I | 1,69 | 0,09 | 
| | 
KEGG_MEDICUS_VARIANT_MUTATION_CAUSED_ABERRANT_SNCA_TO_ELECTRON_TRANSFER_IN_COMPLEX_I 
| 1,66 | 0,09 | 
| | HALLMARK_OXIDATIVE_PHOSPHORYLATION | 1,78 | >0,001 | 
| | KEGG_MEDICUS_REFERENCE_ELECTRON_TRANSFER_IN_COMPLEX_I | 1,43 | >0,001 | 
| **Stress della degradazione proteica mediata dal proteasoma** | | | | 
| | 
KEGG_MEDICUS_VARIANT_MUTATION_CAUSED_ABERRANT_ABETA_TO_26S_PROTEASOME_MEDIATED_PROT
EIN_DEGRADATION | 1,74 | 0,12 | 
| | 
KEGG_MEDICUS_VARIANT_MUTATION_INACTIVATED_VCP_TO_26S_PROTEASOME_MEDIATED_PROTEIN_DEG
RADATION | 1,73 | 0,13 | 
| | 
KEGG_MEDICUS_VARIANT_MUTATION_CAUSED_ABERRANT_SOD1_TO_26S_PROTEASOME_MEDIATED_PROT
EIN_DEGRADATION | 1,72 | 0,09 | 
| **Instabilità trascrittomica e stress traduzionale** | | | | 
| | GOBP_PROTEIN_CONTAINING_COMPLEX_REMODELING | -2,11 | >0,001 | 
| | REACTOME_EUKARYOTIC_TRANSLATION_INITIATION | 3,11 | >0,001 | 
| | REACTOME_SRP_DEPENDENT_CO_TRANSLATIONAL_PROTEIN_TARGETING_TO_MEMBRANE | 3,08 | >0,001 
| 
| | REACTOME_NONSENSE_MEDIATED_DECAY_NMD | 2,90 | >0,001 | 
| | KEGG_MEDICUS_REFERENCE_TRANSLATION_INITIATION | 3,00 | >0,001 | 
| | GOBP_CYTOPLASMIC_TRANSLATION | 2,60 | >0,001 | 
| | GOBP_RIBOSOMAL_SMALL_SUBUNIT_BIOGENESIS | 2,35 | >0,001 | 
| | GOBP_RIBOSOMAL_LARGE_SUBUNIT_BIOGENESIS | 2,34 | >0,001 | 
| **Risposta infiammatoria e immunitaria sistemica** | | | | 
| | GSE22886_NAIVE_TCELL_VS_DC_UP | 2,43 | >0,001 | 
| | GSE2405_0H_VS_9H_A_PHAGOCYTOSIS_STIMULATED_NEUTROPHILS_UP | 2,36 | >0,001 | 
| | GSE7400_CTRL_VS_CSF3_IN_VIVO_TREATED_PBMC_UP | 2,27 | >0,001 | 
| | GSE7400_CTRL_VS_CSF3_IN_VIVO_TREATED_PBMC_DN | -1,93 | >0,001 | 
| | GSE6269_E_COLI_VS_STREP_PNEUMO_INF_PBMC_DN | -1,90 | >0,001 | 
| | GOBP_ANTIMICROBIAL_HUMORAL_RESPONSE | -1,95 | >0,001 | 
| | GOBP_HUMORAL_IMMUNE_RESPONSE | -1,91 | 0,006 | 
| **Disfunzione dell'endotelio** | | | | 
| | HALLMARK_ANGIOGENESIS | -1,94 | >0,001 | 
| **Segnalazione proliferativa e controllo tumorale soppresso** | | | | 
| | HALLMARK_MYC_TARGETS_V1 | 1,64 | >0,001 | 
| | GAVISH_3CA_MALIGNANT_METAPROGRAM_3_CELL_CYCLE_HM_RICH | 1,77 | 0,005 | 
| | HALLMARK_KRAS_SIGNALING_DN | -1,68 | >0,001 | 
| | HALLMARK_P53_PATHWAY | -1,50 | 0,038 | 
| | KEGG_MEDICUS_REFERENCE_WNT_SIGNALING_MODULATION_WNT_INHIBITOR | -1,56 | 0,89 | 
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La Tabella 2 visualizza i set di geni principali all'interno di ciascuna categoria, insieme ai loro identificatori 
MSigDB corrispondenti, Normalized Enrichment Score (NES) e valore q del tasso di scoperta falsi (FDR). I 
valori NES positivi indicano sovraregolazione, mentre i valori NES negativi indicano sottoregolazione dei set 
di geni nei campioni vaccinati (gruppo 1) rispetto ai controlli. I set di geni sono stati selezionati basandosi 
sulla rilevanza biologica e NES>1,5 con FDR q<0,25. Il gruppo 1 include pazienti con nuovi eventi avversi a 
seguito della vaccinazione messaggero RNA contro la malattia da coronavirus 2019 (n=3), confrontati con 
controlli normali (n=803 individui non vaccinati dal dataset GTEx). 
 
**Tabella 3** Risultati dell'arricchimento dei set di geni per il gruppo 2 categorizzati per pathway molecolare 
 
| Pathway molecolari | Nome standard MSigDB | NES | FDR | 
|-------------------|---------------------|-----|-----| 
| **Instabilità trascrittomica e stress traduzionale** | | | | 
| | REACTOME_SIRT1_NEGATIVELY_REGULATES_RRNA_EXPRESSION | 3,08 | >0,001 | 
| | REACTOME_RNA_POLYMERASE_I_PROMOTER_ESCAPE | 2,61 | >0,001 | 
| | REACTOME_TRANSCRIPTIONAL_REGULATION_BY_SMALL_RNAS | 2,63 | >0,001 | 
| | REACTOME_B-WICH_COMPLEX_POSITIVELY_REGULATES_RRNA_EXPRESSION | 2,60 | >0,001 | 
| | REACTOME_POSITIVE_EPIGENETIC_REGULATION_OF_RRNA_EXPRESSION | 2,54 | >0,001 | 
| **Risposta infiammatoria e immunitaria sistemica** | | | | 
| | REACTOME_RRNA_MODIFICATION_IN_THE_NUCLEUS_AND_CYTOSOL | 2,03 | 0,027 | 
| | KEGG_MEDICUS_REFERENCE_TYPE_I_INTERFERON_TO_JAK_STAT_SIGNALING_PATHWAY | 2,00 | 0,006 | 
| | KEGG_MEDICUS_PATHOGEN_HIV_TAT_TO_TLR2_4_NFKB_SIGNALING_PATHWAY | 2,64 | >0,001 | 
| | KEGG_MEDICUS_REFERENCE_TYPE_I_IFN_SIGNALING_PATHWAY | 2,73 | >0,001 | 
| | KEGG_MEDICUS_REFERENCE_RIG_I_TO_NFKB_SIGNALING_PATHWAY | 2,64 | >0,001 | 
| | KEGG_MEDICUS_REFERENCE_TLR3_IRF7_SIGNALING_PATHWAY | 2,54 | >0,001 | 
| | KEGG_MEDICUS_REFERENCE_TLR7_8_9_IRF5_SIGNALING_PATHWAY | 2,46 | >0,001 | 
| | KEGG_MEDICUS_REFERENCE_TLR7_9_IRF7_SIGNALING_PATHWAY | 2,29 | >0,001 | 
| | KEGG_MEDICUS_REFERENCE_MDA5_IRF7_3_SIGNALING_PATHWAY | 2,27 | >0,001 | 
| | KEGG_MEDICUS_REFERENCE_IFN_RIPK1_3_SIGNALING_PATHWAY | 2,00 | 0,006 | 
| | KEGG_MEDICUS_REFERENCE_RIG_I_IRF7_3_SIGNALING_PATHWAY | 2,00 | 0,007 | 
| **Disfunzione dell'endotelio** | | | | 
| | GAVISH_3CA_METAPROGRAM_CD8_T_CELLS_CHROMATIN | 1,78 | 0,068 | 
| | GOBP_NEGATIVE_REGULATION_OF_ENDOTHELIAL_CELL_PROLIFERATION | -1,98 | 0,0017 | 
| **Segnalazione proliferativa e controllo tumorale soppresso** | | | | 
| | GOBP_NEGATIVE_REGULATION_OF_COAGULATION | -1,98 | 0,0017 | 
| | REACTOME_ASSEMBLY_OF_THE_ORC_COMPLEX_AT_THE_ORIGIN_OF_REPLICATION | 2,93 | >0,001 | 
| **Instabilità genomica e spostamento epigenetico** | | | | 
| | REACTOME_DNA_METHYLATION | 3,18 | >0,001 | 
| | REACTOME_CONDENSATION_OF_PROPHASE_CHROMOSOMES | 2,93 | >0,001 | 
| | KEGG_MEDICUS_REFERENCE_CGAS_STING_SIGNALING_PATHWAY | 2,43 | >0,001 | 
| | GAVISH_3CA_MALIGNANT_METAPROGRAM_4_CHROMATIN | 1,91 | 0,05 | 
| | GOBP_NUCLEOSOME_ORGANIZATION | 2,33 | 0,01 | 
 
La Tabella 3 visualizza i set di geni principali all'interno di ciascuna categoria, insieme ai loro identificatori 
MSigDB corrispondenti, Normalized Enrichment Score (NES) e valore q del tasso di scoperta falsi (FDR). I 
valori NES positivi indicano sovraregolazione, mentre i valori NES negativi indicano sottoregolazione dei set 
di geni nei campioni vaccinati rispetto ai controlli. I set di geni sono stati selezionati basandosi sulla rilevanza 
biologica e NES>1,5 con FDR q<0,25. Il gruppo 2 include pazienti con nuovi cancri diagnosticati poco dopo 
la vaccinazione messaggero RNA contro la malattia da coronavirus 2019 (n=7), confrontati con controlli 
normali (n=803 individui non vaccinati dal dataset GTEx). 
 
--- 
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## DISCUSSIONE 
 
Il rapido lancio globale dei vaccini COVID-19 basati su RNA ha introdotto una piattaforma terapeutica 
innovativa che coinvolge mRNA sintetico e sistemi di consegna LNP. Sebbene inizialmente dispiegati per 
mitigare la diffusione del SARS-CoV-2, gli effetti biologici a lungo termine erano sconosciuti. A differenza dei 
vaccini convenzionali, queste formulazioni inducono le cellule ospiti a esprimere una glicoproteina spike 
virale da template mRNA esogeni, sollevando preoccupazioni sulle risposte cellulari non intese[32]. I rapporti 
clinici emergenti di sintomi persistenti dopo la vaccinazione, incluse perturbazioni neurologiche, 
cardiovascolari e immunitarie, hanno sollecitato uno scrutinio scientifico sui meccanismi molecolari 
potenzialmente attivati dall'esposizione prolungata all'mRNA sintetico, ai suoi prodotti di traduzione e 
all'attivazione immunitaria associata[2,3,33,34]. Per investigare queste preoccupazioni, abbiamo eseguito 
GSEA su dati trascrittomici da due coorti distinte di pazienti: (1) Individui con nuovi effetti avversi post-
vaccinazione (gruppo 1); e (2) Pazienti che hanno sviluppato cancro a seguito della vaccinazione mRNA 
(gruppo 2). Un riassunto delle alterazioni trascrittomiche osservate in ciascun gruppo è illustrato nella Figura 
4. 
 
Nella coorte del gruppo 1, l'arricchimento dei set di geni relativi al trasporto elettronico mitocondriale indica 
perturbazione trascrittionale nei componenti fondamentali della fosforilazione ossidativa, particolarmente al 
complesso I. La presenza di arricchimenti varianti che coinvolgono la putrescina chinasi 1 indotta da PTEN 
(PINK1), la beta-amiloide e l'alfa-sinucleina suggerisce convergenza associata a mitofagia compromessa, 
neurodegenerazione e flusso elettronico difettoso. Questi risultati suggeriscono che l'infiammazione mediata 
dalla proteina spike perturba l'omeostasi mitocondriale. Infatti, studi precedenti indicano che la proteina 
spike altera le dinamiche di fusione-fissione mitocondriale, sopprimendo la biogenesi dei suoi regolatori 
(fattori respiratori nucleari 1/2, coattivatore 1-alfa del recettore gamma attivato dai proliferatori 
perossisomali, fattore di trascrizione mitocondriale A), e aumentando il danno mitocondriale[35]. Inoltre, 
numerosi studi hanno indipendentemente riportato la disfunzione mitocondriale persistente come hallmarch 
del long COVID[36-38], supportando ulteriormente un legame meccanico tra l'esposizione alla proteina spike 
e lo squilibrio bioenergetico. Gli spostamenti del trasporto elettronico mitocondriale e ROS-correlati sono 
raffigurati nella rete PPI (Figura 2D), evidenziando i geni hub chiave interconnessi. 
 
Nella coorte del gruppo 1, l'arricchimento dei set di geni associati al proteasoma ha indicato l'attivazione dei 
componenti del sistema ubiquitin-proteasoma. Proteine sovraregolate come la proteina ribosomale 40S S27a 
(RPS27A), la subunità 26S proteasoma SEM1, la poliubiquitina-B (UBB) e la proteina ribosomale 60S L40 
(UBA52), insieme a diverse subunità fondamentali dei complessi proteasoma 20S e 19S, inclusi PSMA2-5, 
PSMA8, PSMC1 e PSMD7, riflettono una richiesta trascrittionale aumentata per la macchinaria di 
degradazione delle proteine, probabilmente in compensazione per proteine mal ripiegate o aggregate. 
L'arricchimento dei set di geni varianti associati alla proteina contenente valinosi (VCP) e alla disfunzione 
della superossido dismutasi 1 supporta ulteriormente la convergenza con la perturbazione della proteostasi, 
un fenomeno comunemente osservato nelle condizioni neurodegenerative e associate alle proteinopatie. Un 
potenziale driver di questa attivazione proteasomale sostenuta è la presenza prolungata dell'mRNA sintetico 
in circolazione, che è stato dimostrato persistere oltre la traduzione iniziale e può stimolare continuamente la 
produzione di proteina spike o prodotti di traduzione aberranti[16-18]. Inoltre, la persistenza dell'RNA 
derivato dai vaccini è stata dimostrata in campioni umani, incluso il tessuto placentare fino a 10 giorni post-
vaccinazione[39] e il plasma fino a 28 giorni[40,41]. È stata identificata la persistenza dell'RNA derivato dai 
vaccini nel tessuto cardiaco umano fino a 30 giorni post-vaccinazione[42], dimostrata la ritenzione all'interno 
dei nodi linfatici per un massimo di 60 giorni, e Ota et al[43] hanno recentemente riportato il rilevamento di 
mRNA nelle arterie cerebrali 17 mesi post-vaccinazione[44]. Collettivamente, questi risultati sottolineano che 
l'mRNA sintetico e i suoi sottoprodotti possono persistere in diversi tessuti per periodi prolungati, 
coinvolgendo continuamente i pathway di sorveglianza proteostatica e immunitaria. Inoltre, evidenze 
emergenti suggeriscono che la proteina spike del SARS-CoV-2 contiene domini simili ai prioni che sono 
inclini al mal ripiegamento e all'aggregazione. Queste proprietà possono essere amplificate nell'espressione 
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indotta dal vaccino, portando a stress proteotossico persistente e profili trascrittionali simili a quelli 
neurodegenerativi[8]. 
 
L'instabilità trascrittomica e lo stress traduzionale sono stati un hallmarch dominante in entrambi i gruppi di 
pazienti. La stabilizzazione dell'mRNA, l'inizio della traduzione e i tassi di sintesi proteica sono nodi regolatori 
distinti ma interconnessi. La stabilizzazione dell'mRNA controlla l'emivita del substrato, determinando la 
finestra di opportunità per la traduzione. Al contrario, l'inizio della traduzione, spesso il passaggio limitante, 
coinvolge l'assemblaggio del ribosoma e dei fattori di inizio (ad esempio, il fattore di inizio eucariotico 4F) al 
cappuccio 5' ed è altamente responsivo alla segnalazione cellulare e allo stress. Questi processi possono 
essere disaccoppiati; un mRNA stabile e longevo può essere tradotto male se l'inizio è bloccato, mentre la 
sintesi rapida può esaurire mRNA di breve vita. In definitiva, l'output proteico complessivo è un prodotto sia 
della disponibilità dell'mRNA che dell'efficienza della macchinaria traduzionale[45-47]. L'arricchimento dei set 
di geni relativi all'inizio della traduzione, alla biogenesi dei ribosomi e alla sorveglianza dell'mRNA suggerisce 
attivazione sostenuta della macchinaria di sintesi proteica. Nel gruppo 1, i pathway sovraregolati come l'inizio 
della traduzione, la traduzione citoplasmatica e la biogenesi delle subunità ribosomali indicano 
coinvolgimento persistente dei ribosomi e dell'apparato traduzionale, probabilmente guidato 
dall'espressione prolungata della proteina spike dall'mRNA sintetico stabilizzato[8,16,18]. L'arricchimento dei 
geni relativi al decadimento mediato da nonsense (NMD) nei pazienti con nuovi eventi avversi associati ai 
vaccini contrasta con i risultati precedenti che il virus SARS-CoV-2 sopprime l'NMD per proteggere il suo 
genoma RNA[48,49]. Questo suggerisce che, a differenza del genoma virale, l'mRNA sintetico utilizzato nella 
vaccinazione può invece provocare un'attivazione compensatoria dei meccanismi di sorveglianza dell'RNA, 
potenzialmente a causa della traduzione persistente o dell'accumulo di trascritti aberranti. I pattern opposti 
della regolazione dell'NMD in questi due contesti puntano a risposte cellulari distinte e warrantano ulteriore 
indagine. Nel gruppo 2, come nel primo gruppo, abbiamo osservato significativo arricchimento nei set di 
geni relativi alla biogenesi ribosomale, alla traduzione citoplasmatica e alla sorveglianza dell'mRNA. Tuttavia, 
il gruppo con cancro ha mostrato attivazione più pronunciata dei pathway di stress ribosomale, 
particolarmente quelli legati all'evasione del promotore dell'RNA Polimerasi I, alla maturazione dell'rRNA e 
alla regolazione epigenetica positiva dell'espressione dell'rRNA, indicando iperattivazione delle funzioni 
nucleolari e throughput traduzionale elevato. Mentre questi programmi trascrittionali sono classicamente 
associati alle cellule tumorali per supportare la proliferazione non controllata[50-52], il loro rilevamento nei 
campioni di sangue periferico riflette probabilmente conseguenze sistemiche della malignità sottostante, 
come alterazioni immunitarie sistemiche o risposte allo stress indotte dall'infiammazione e dalla segnalazione 
tumorale[53-55]. Mentre il gruppo con eventi avversi da vaccino ha mostrato attivazione dei pathway NMD, il 
gruppo con cancro ha mostrato segnali aggiuntivi relativi alla regolazione trascrizionale mediata da piccoli 
RNA e alla repressione epigenetica dell'attività genica ribosomale. La coesistenza del silenziamento 
trascrizionale e della produzione aumentata di rRNA può riflettere stress trascrizionale sottostante che 
squilibra l'equilibrio cellulare. 
 
Gli arricchimenti relativi all'hallmarch della risposta infiammatoria e immunitaria sistemica sono stati 
identificati in entrambi i gruppi analizzati in questo lavoro. Nel gruppo 1, i geni sovraregolati più altamente 
connessi nella rete PPI includevano LOX, CD28, CCR7 e SELL. Risultati recenti dimostrano che l'uso di m1Ψ 
nelle costruzioni mRNA può indurre lo spostamento del frame ribosomale +1, risultando nella produzione di 
proteine off-target che possono elicitare risposte immunitarie cellulari non intese[9]. Questa produzione 
aberrante di antigeni può rappresentare un meccanismo nuovo che contribuisce all'infiammazione sistemica 
e alla disregolazione immunitaria. Inoltre, evidenze emergenti suggeriscono che la frammentazione 
citoplasmatica dell'mRNA derivato dai vaccini può generare sequenze RNA corte con proprietà simili a 
miRNA capaci di ibridare trascritti immunitari dell'ospite, come interferoni e regolatori antinfiammatori. 
Questa interferenza post-trascrizionale non intesa potrebbe contribuire alla disregolazione immunitaria 
sistemica e alle risposte infiammatorie, particolarmente in individui con comorbidità predisponenti o pathway 
di degradazione dell'RNA compromessi[56]. Inoltre, numerosi studi hanno precedentemente dimostrato 
l'attività infiammatoria delle LNP mRNA[57-59]. Rispetto al gruppo 1, dove lo squilibrio immunitario era più 
sbilanciato verso l'attivazione cellulare aberrante e la soppressione umorale, il gruppo 2 ha mostrato un 
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pattern distinto di attivazione immunitaria innata. La GSEA ha rivelato la sovraregolazione dei pathway che 
coinvolgono interferoni di tipo I, recettori toll-like e segnalazione infiammatoria guidata dal fattore nucleare 
kappa B (NF-κB). L'arricchimento dell'asse RIG-I/MDA5–IRF7, TLR3/7/8/9–IRF5/7 e della cascata interferon 
JAK-STAT suggerisce coinvolgimento persistente dei meccanismi di rilevamento dell'RNA e dei loro 
programmi trascrizionali pro-infiammatori a valle. Mentre queste risposte sono centrali per l'immunità 
antivirale, la loro attivazione cronica nel sangue periferico dei pazienti oncologici potrebbe essere correlata 
all'infiammazione, all'esaurimento immunitario e all'editing immunitario tumorale[60-62]. Queste alterazioni 
immunitarie sono coerenti con i risultati precedenti sia nei destinatari anziani dei vaccini che nei pazienti 
autoimmuni, dove l'iperattivazione IFN-JAK-STAT e la segnalazione RIG-I sono state ripetutamente 
identificate come firme dominanti, sottolineando che la nostra infiammazione sistemica osservata riflette un 
pattern riproducibile attraverso le coorti vaccinate[63]. 
 
Per il gruppo 1, un NES negativo per l'hallmarch dell'angiogenesi suggerisce sottoregolazione trascrizionale o 
inibizione post-trascrizionale dei mediatori angiogenici chiave. Questo può essere collegato all'ipotesi della 
frammentazione dell'RNA supportata dal lavoro di Demongeot e Fougère[56], dove frammenti simili a 
miRNA derivati dall'mRNA vaccinale clonato si ibridano con i trascritti endoteliali, sopprimendo la loro 
traduzione e contribuendo alla disfunzione endoteliale sistemica e alla riparazione vascolare compromessa. 
Nel gruppo con cancro, l'analisi trascrittomica ha rivelato significativa sottoregolazione dei set di geni 
coinvolti nella regolazione negativa della proliferazione delle cellule endoteliali e nella regolazione negativa 
della coagulazione. La soppressione di questi pathway regolatori può indicare attivazione endoteliale non 
controllata o uno spostamento vascolare pro-trombotico, condizioni che possono essere collegate agli eventi 
avversi della proteina spike e alla progressione tumorale[64-67]. Lo stress della degradazione proteica 
mediato dal proteasoma, contrassegnato da pathway ubiquitin-proteasoma e autofagia compromessi, 
contribuisce all'accumulo di proteine mal ripiegate o danneggiate che sostengono l'infiammazione e la 
disfunzione cellulare. Si ritiene che questo stress proteotossico persistente contribuisca alla stanchezza 
cronica, alla disfunzione neurologica e ai sintomi multi-organo nei pazienti vaccinati[68,69]. 
 
Per entrambi i gruppi 1 e 2, potremmo notare un arricchimento nelle firme dei geni dell'hallmarch della 
segnalazione proliferativa e del controllo tumorale soppresso. Per il gruppo 1, l'arricchimento positivo nei set 
di geni regolati dall'oncogene mielocitomatosi (MYC) suggerisce un programma trascrizionale oncogenico 
attivo che favorisce la crescita tumorale e l'adattamento. Questo bias proliferativo è composto dalla 
sottoregolazione dei pathway soppressori tumorali, incluso il firma inibita da KRAS, le reti regolatorie p53 e 
gli inibitori del pathway Wnt. La Figura 2A raffigura la rete PPI per questi hallmarch nel gruppo 1, 
evidenziando i geni chiave interconnessi che guidano questi processi. Questi risultati suggeriscono un 
microambiente favorevole all'espansione cellulare non controllata, alla perdita della sorveglianza apoptotica 
e alla diminuita responsività ai segnali anti-proliferativi. Notevolmente, molti studi precedenti hanno 
riportato che la proteina spike può attivare il pathway mitogenico, attraverso la sottoregolazione 
dell'espressione dell'enzima convertitore dell'angiotensina 2 (ACE2), che promuove una cascata di 
segnalazione mediata dal recettore dell'angiotensina II tipo 1 (AT1R), inducendo le molecole regolatorie 
trascrizionali NF-κB e attivatore della proteina 1/c-Fos attraverso l'attivazione delle proteine chinasi attivate 
dai mitogeni[70-72]. In conformità con questo pathway molecolare, i nostri pazienti indagati dal gruppo 1 e 
dal gruppo 2 hanno anche presentato un'espressione ACE2 molto sottoregolata rispetto al controllo normale 
(variazione log: -4,3 e -4,8, rispettivamente). In relazione a questo hallmarch, il gruppo 2 ha mostrato 
arricchimento dei pathway coinvolti nel processo di replicazione del DNA, specificamente l'assemblaggio del 
complesso ORC all'origine della replicazione, riflettendo stress replicativo aumentato e proliferazione non 
controllata potenzialmente guidata da effetti sistemici tumorali o attivazione immunitaria prolungata[60-62]. 
 
Solo il gruppo 2 ha presentato arricchimenti relativi all'hallmarch dell'instabilità genomica e dello 
spostamento epigenetico. I pathway chiave arricchiti mostrano regolazione aberrante della modificazione 
istone, dell'impacchettamento del DNA e del silenziamento epigenetico, che sono comunemente osservati 
negli eventi oncogenici. In parallelo, l'arricchimento del pathway di segnalazione cGAS–STING indica il 
riconoscimento immunitario dei frammenti di DNA citoplasmatico, un marker ben stabilito del danno al DNA 
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e dell'instabilità cromosomica[73]. Questo pathway è associato all'infiammazione che promuove i tumori e 
all'editing immunitario[60-62]. Importante, uno studio longitudinale recente della vaccinazione mRNA negli 
ottuagenari ha dimostrato che la somministrazione di BNT162b2 ha elicitato l'attivazione del pathway cGAS–
STING insieme a robuste risposte immunitarie e anticorpali, supportando ulteriormente i nostri risultati 
trascrittomici[63]. L'instabilità genomica persistente aumenta la probabilità di acquisire mutazioni somatiche 
negli oncogeni chiavi e nei geni soppressori tumorali, un processo che può cumulativamente guidare la 
trasformazione maligna. Questo è coerente con evidenze precliniche e in vitro che dimostrano che 
l'esposizione al vaccino mRNA BNT162b2 può modulare l'attività della trascrittasi inversa endogena (LINE-1), 
facilitare la trascrizione inversa dell'mRNA vaccinale in DNA e alterare la localizzazione nucleare delle 
proteine LINE-1[74], eventi che potrebbero, in linea di principio, contribuire alla mutagenesi insertionale e 
alle perturbazioni genomiche nel tempo. Analisi indipendenti hanno corroborato queste preoccupazioni 
identificando la contaminazione residua da DNA plasmidico sia nei vaccini mRNA Pfizer che Moderna[75]. 
 
--- 
 
## CONCLUSIONE 
 
Questo studio fornisce evidenze trascrittomiche di perturbazioni molecolari in due popolazioni di pazienti, 
quelli con nuovi eventi avversi non maligni e quelli con cancri di nuova diagnosi. Utilizzando l'analisi 
dell'espressione differenziale e la GSEA, abbiamo identificato firme hallmarch di disfunzione mitocondriale, 
stress traduzionale, disregolazione immunitaria, disturbo endoteliale e segnalazione proliferativa attraverso 
entrambe le coorti. Notevolmente, mentre entrambi i gruppi hanno condiviso perturbazioni trascrittionali nei 
pathway immunitari e traduzionali, il gruppo con cancro ha mostrato firme aggiuntive di instabilità genomica 
e rimodellamento epigenetico. 
 
L'espressione persistente della proteina spike, l'attività prolungata dell'mRNA sintetico e le modifiche 
dell'RNA come m1Ψ sembrano contribuire all'attività ribosomale aberrante sostenuta, allo stress 
proteostatico e all'attivazione immunitaria. I nostri risultati evidenziano anche segnali trascrittionali indicativi 
di condizioni che promuovono i tumori, incluse reti p53 soppresse, bersagli MYC attivati e segnalazione 
interferon alterata, particolarmente nel contesto della disregolazione epigenetica nella coorte oncologica. 
Queste osservazioni suggeriscono che la riprogrammazione trascrittomica indotta dal vaccino può 
differenzialmente influenzare gli individui, geneticamente o immunologicamente, su un lungo periodo di 
tempo dopo la vaccinazione. Nonostante la dimensione campionaria più piccola a causa dei vincoli di risorse 
(gruppo 1 n=3 vs n=7 nel gruppo 2), i risultati aprono una via importante per comprendere le risposte 
biologiche post-vacciniche e sottolineano il valore di espandere studi futuri con coorti più ampie. 
 
--- 
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