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ABSTRAIT

La production rapide de vaccins a base d’ARN messager (ARNm) a été choisie comme
stratégie la plus appropriée pour lutter contre la pandémie de COVID-19. Trois études ont signalé la présence
d'ADN en quantités significatives dans les vaccins a ARNm de Pfizer. Nous avons cherché a confirmer la présence
de cet ADN résiduel. Quantification de I'ADN plasmidique du vaccin a 'aide du fluorimétre Qubit sur un
le flacon de vaccin a montré qu'il était de 216 ng/dose en moyenne et environ 24 fois plus élevé,
atteignant 5 160 ng/dose en moyenne, apres traitement au Triton-X-100. De plus, nous

obtenu par séquencage de nouvelle génération de la séquence compléte de I'ADN plasmidique du vaccin
matrice (7 824 paires de bases) avec une couverture élevée (98,3 %) et des profondeurs de séquencgage (moyenne, 4 181-
4 389 lectures), indiquant la présence de I'ADN plasmidique en nombre élevé de copies. Ces résultats
appelle a une évaluation du nombre de copies et de la nature de I'ADN dans les vaccins a ARNm a plus grande échelle

a grande échelle et en lots multiples, notamment en ce qui concerne le risque putatif d'intégration de I'ADN apres

livraison dans les cellules.
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TEXTE

La pandémie de SRAS-CoV-2 a conduit au développement trés rapide (< 1 an) de vaccins
(Krammer, 2020 ; Topol, 2021), et plus de 13 milliards de doses ont été administrées
dans le monde (dont plus de 150 millions en France)
(https://coronavirus.jhu.edu/map.html). Cela était conforme au cadre actuel de
pense que les partisans de |'accélération du développement de vaccins pour contrer la propagation rapide d'une
maladie infectieuse émergente (Cohen, 2016). Le vaccin a ARNm Pfizer-BioNTech contre la COVID-19
(ou vaccin BNT162-19) a été le plus utilisé. Il s'agit d'une suspension injectée par voie intramusculaire
qui contient un ARNm monocaténaire optimisé par codon, coiffé en 5', codant pour une longueur totale,
protéine de pointe modifiée du SARS-CoV-2 une fois libérée dans les cellules cibles (Jackson et al, 2020 ;
Krammer, 2020 ; Polack et al, 2020). Pour permettre une production massive du vaccin BNT162-
19 ARNm, fabrication comprenant la transfection dansE£scherichia colide la pointe modifiée
séquence génétique utilisant un plasmide d'une taille finale de 7 824 paires de bases (pb) qui contient notamment
une origine bactérienne active de réplication, un facteur d'initiation du virus SV40,
et un géne de résistance a la kanamycine (Rapporteur Rolling Review, rapport d'évaluation critique,
2020). Aprés la lyse des bactéries, la matrice d'ADN plasmidique a été extraite et linéarisée avant sa
transcription par une ARN polymérase T7 en présence de N-méthyl pseudoUridine puis sa
hydrolyse. Le vaccin a ARNm de Pfizer contient en principe des quantités extrémement minimes de
ADN. Néanmoins, au moins trois études ont signalé la présence d'ADN dans I'ARNm de Pfizer
doses de vaccin en quantités significatives (Speicher et al, 2023 ; McKernan et al, 2023 ; Kdnig et
Kirchner, 2024 ; Hughes, 2024). Dans une situation comme celle-ci, nous avons estimé qu'il était nécessaire
pour confirmer ou infirmer la présence d'ADN sans forcément vouloir tirer des conclusions

a propos de sa présence.
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Nous avons effectué la quantification de I'ADN a I'aide du fluorométre Qubit (Invitrogen, Carlsbad,
CA, Etats-Unis) sur un flacon de vaccin (lot n° GJ7184) qui indiquait qu'il était de 216 ng/dose
moyenne. Cependant, aprés traitement avec Triton-X-100, la quantité d'ADN était d'environ 24
fois plus élevée, atteignant 5 160 ng/dose en moyenne. Comme la dose de vaccin contiendrait
30 pg d'ARN cela signifie qu'il contenait dans ce test 17% d'ADN.

De plus, un séquencage de nouvelle génération (NGS) a été réalisé comme décrit précédemment
(Colson et al, 2022) avec la technologie Illumina utilisant la stratégie d'extrémité appariée Nextera XT sur
Instruments MiSeq (Illumina Inc., San Diego, CA, Etats-Unis), suivant la
recommandations du fabricant. Les lectures NGS ont été cartographiées sur la séquence du plasmide du vaccin
déposé dans GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) (Sayers et al, 2023) avec le
Numéro d'accés OR134577.1. Les lectures ont été traitées a I'aide de bwa-mem2 v.2.2.1
(https://github.com/bwa-mem2/bwa-mem?2) (Jung et al, 2022) et Samtools v.1.17
(https://www.htslib.org/) (Li et al, 2009). Lectures plus courtes que 200 nucléotides et couvrant
moins de 90 % du plasmide vaccinal a été éliminé a 'aide de Samtools v.1.17. Freebayes v1.3.6
(https://github.com/freebayes/freebayes) (Garrison et Marth, 2012) et Bcftools v.1.17
(https://samtools.github.io/bcftools/bcftools.html) ont été utilisés pour identifier les mutations et
générer un consensus. NGS en I'absence d'étape préalable de transcription inverse de deux vaccins
lots (FP8191 et FP9359), qui ont généré plus de 140 000 lectures supérieures a 200
bases, ont permis de récupérer les séquences complétes du plasmide ADN (GenBank
Numéro d'acces PP544445 et PP544446) utilisé pour produire I'ARN du vaccin, avec 7,824 bases
paires avec une profondeur de séquencage élevée (> 4000 lectures). Environ entre 63 % et 97 % des
L'ADN séquencé provenait du vaccin. De plus, nous avons observé que le traitement a la DNase
(Kit TURBO sans ADN, Invitrogen) des extraits d'acide nucléique ont empéché I'obtention de

Lectures NGS (seules 2 et 1 lectures, respectivement, ont été mappées sur la séquence de référence).
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C'est pourquoi nous avons trouvé ici, par différentes approches et dans différents lots du vaccin Pfizer-
Le vaccin a ARNm COVID-19 de BioNTech présente une présence abondante d'ADN. Dans ces vaccins, I'
quantité résiduelle maximale d'ADN non dégradée lors de la purification du vaccin qui sont
autorisés par I'Agence européenne des médicaments et la Food and Drug Administration sont
330 ng d'ADN par mg d'ARN, ou 10 ng d'ADN par dose (Klinman et al, 2010 ; rapporteur
Rapport d'évaluation critique de Rolling Review, 2020). Nos conclusions sont conformes a celles d'autres
(non évaluées par des pairs) études qui ont signalé la présence d'ADN dans le vaccin COVID-19 de Pfizer-BioNTech
19 flacons de vaccin a ARNm par qPCR et obtention du plasmide vaccinal complet par NGS
(McKernan et al, 2023 ; Speicher et al, 2023). Dans I'étude de Speicher et al, I'ADN résiduel
des quantités comprises entre 1 896 et 3 720 ng par dose ont été estimées a l'aide d'un fluorimétre
mesures basées sur Qubit et pic de vaccin ciblant le seuil de cycle obtenu par gPCR
valeurs comprises entre 18,0 et 23,8 a une dilution de 1:10 et 16,9+0,5 sur des flacons non dilués
contenu (Speicher et al, 2023).

En fait, ces résultats d'énormes quantités de séquences d’ADN plasmidique par
La dose de vaccin souléve notamment des questions concernant un risque putatif de son intégration dans I'organisme humain
génome apres son entrée dans les cellules en raison de leur conditionnement dans des lipides cationiques (Klinman et al,
2010). Dans la thérapie génique basée sur I'ADN, il a été rapporté qu'une proportion de 10 a 20 % des cellules sont
généralement transfectées et environ 1 a 10 % des cellules transfectées de maniére transitoire sont devenues stables
transfecté a la suite d'une intégration ultérieure probablement par le biais d'événements de croisement au cours
reformation de la membrane de I'enveloppe nucléaire a la télophase (Haraguchi et al., 2002 ; Lim et al., 2023 ;
Devaux et Camoin-Jau, 2024). Bien que le risque potentiel que I'ADN trouvé dans les ARNm
les vaccins s'intégrent et induisent I'expression d'un oncogéne ou arrétent I'expression d'un
suppresseur de tumeur sont extrémement faibles (Wang et al, 2004 ; Klinman et al, 2010), cela devrait

méritent des investigations supplémentaires.
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Dans I'ensemble, ces travaux confirment qu'une quantité importante d’ADN vaccinal, qui est supérieure a
niveaux recommandés (rapport d'évaluation critique du Rapporteur Rolling Review, 2020 ; Klinman et al., 2019)
al, 2010), était présent dans les lots de vaccins testés. Les résultats antérieurs méritent d'étre confirmés
a une échelle plus grande, ce qui est techniquement trés facile a réaliser sur un large panel de flacons de vaccins
provenant de différents lots dans différents laboratoires a travers le monde. Il peut y avoir une variabilité d'un
lot a un autre, et cela nécessite des contrdles de qualité réguliers sur les différents lots a
conforme aux exigences des bonnes pratiques de laboratoire et pour libérer I'ADN des lipides

nanoparticules.
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