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Abstrakt
COVID-19-pandemien fordrsaget af den nye coronavirus SARS-CoV-2 har fort til over 910.000 dedsfald
pa verdensplan og en hidtil uset decimering af den globale gkonomi. Pa trods af sin enorme indvirkning er
oprindelsen af SARS-CoV-2 forblevet mystisk og kontroversiel. Teorien om naturlig oprindelse
mangler vesentlig stotte, selv om den er bredt accepteret. Den alternative teori om, at virussen kan vere
kommet fra et forskningslaboratorium, er imidlertid strengt censureret pa peer-reviewed videnskabelige
tidsskrifter. Ikke desto mindre viser SARS-CoV-2 biologiske egenskaber, der er uforenelige med en
naturligt forekommende, zoonotisk virus. I denne rapport beskriver vi de genomiske, strukturelle,
medicinske og litteraturbeviser, som, nar de betragtes sammen, sterkt modsiger den naturlige
oprindelsesteori. Beviserne viser, at SARS-CoV-2 skal vare et laboratorieprodukt oprettet ved hjelp af
flagermus coronavirus ZC45 og / eller ZXC21 som skabelon og / eller rygrad. P4 baggrund af beviset
postulerer vi yderligere en syntetisk rute til SARS-CoV-2, hvilket viser, at laboratorie-oprettelsen af
dette coronavirus er praktisk og kan udferes pa cirka seks méaneder. Vores arbejde understreger
behovet for en uathaengig underseggelse af de relevante forskningslaboratorier. Det argumenterer ogsa for
et kritisk kig pa visse nyligt offentliggjorte data, som, omend problematiske, blev brugt til at understatte og
haevde en naturlig oprindelse af SARS-CoV-2. Fra et folkesundhedsperspektiv er disse handlinger
ngdvendige, da viden om oprindelsen af SARS-CoV-2 og om, hvordan virussen kom ind i den
menneskelige befolkning, er af afgerende betydning for den grundleggende kontrol med
COVID-19-pandemien samt for at forhindre lignende , fremtidige pandemier.
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Introduktion
COVID-19 har forarsaget en verdensomspandende pandemi, hvis omfang og svaerhedsgrad er uden
fortilfeelde. P4 trods af den enorme indsats, der geres af det globale samfund, styring og kontrol af denne
pandemi forbliver svaert og udfordrende.

Som et coronavirus adskiller SARS-CoV-2 sig vasentligt fra andre respiratoriske og / eller zoonotiske
vira: det angriber flere organer; det er i stand til at gennemga en lang periode med asymptomatisk infektion;
det er meget overforbart og betydeligt dedbringende i hgjrisikopopulationer; det er godt tilpasset
mennesker siden starten af dets fremkomst'; det er yderst effektivt til at binde den humane ACE2-receptor
(hACE2), hvis affinitet er sterre end den der er forbundet med ACE2 for enhver anden potentiel vaert®3.

Oprindelsen til SARS-CoV-2 er stadig genstand for meget debat. En bredt citeret Nature
Medicine-publikation har havdet, at SARS-CoV-2 sandsynligvis kom fra naturen*. Imidlertid udfordres
artiklen og dens centrale konklusion nu af forskere fra hele verden™'. Derudover viser forfattere af denne
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Nature Medicine-artikel tegn pa interessekonflikt!'® 17, hvilket giver yderligere bekymring for

troverdigheden af denne publikation.

De eksisterende videnskabelige publikationer, der understetter en naturlig oprindelsesteori, er staerkt
afhengige af et enkelt bevis - et tidligere opdaget flagermus-coronavirus ved navn RaTG13, der deler en
96% nukleotidsekvensidentitet med SARS-CoV-2'%. Imidlertid bliver eksistensen af RaTG13 i
naturen og sandheden af dens rapporterede sekvens meget spergsmélstegn ved®®!°2l. Det er
bemarkelsesvardigt, at videnskabelige tidsskrifter klart har censureret alle forskellige meninger, der
antyder en ikke-naturlig oprindelse af SARS-CoV-2%22, P4 grund af denne censur kan artikler, der setter
spergsmalstegn ved enten den naturlige oprindelse af SARS-CoV-2 eller den faktiske eksistens af RaTG13,
selvom de er af hej kvalitet videnskabeligt, kun eksistere som fortryk>%192! eller andre ikke-peer-reviewed
artikler offentliggjort pa forskellige online platforme!®-1323, Tkke desto mindre har analyser af disse
rapporter gentagne gange peget pd alvorlige problemer og et sandsynligt svindel forbundet med
rapporteringen af RaTG13%8%1921 Derfor er teorien om, at fabrikerede videnskabelige data er blevet
offentliggjort for at vildlede verdens bestraebelser pa at spore oprindelsen til SARS-CoV-2, blevet
vaesentligt overbevisende og er forbundet med forestillingen om, at SARS-CoV-2 er af en ikke-naturlig
oprindelse.

I overensstemmelse med denne opfattelse antyder genomiske, strukturelle og litteraturbeviser ogsa en
ikke-naturlig oprindelse af SARS-CoV-2. Derudover indikerer rigelig litteratur, at forskning i
gevinstfunktion lenge er gaet frem til det stadium, hvor virale genomer kan manipuleres precist og
manipuleres for at muliggere oprettelse af nye coronavirus, der har unikke egenskaber. I denne rapport
presenterer vi sddanne beviser og de tilknyttede analyser. Del 1 af rapporten beskriver de genomiske og
strukturelle treek ved SARS-CoV-2, hvis tilstedeverelse kan vere 1 overensstemmelse med teorien om, at
virussen er et produkt af laboratoriemodifikation ud over hvad der kunne gives ved simpel seriel viral
passage. Del 2 af rapporten beskriver en meget sandsynlig vej til laboratorieoprettelse af SARS-CoV-2,
hvis vigtigste trin understottes af beviser, der er til stede i virusgenomet. Det er vigtigt, at del 2 skal ses
som en demonstration af, hvordan SARS-CoV-2 nemt kan oprettes i et laboratorium pé kort tid ved hjelp
af tilgengelige materialer og veldokumenterede teknikker. Denne rapport er produceret af et team af
erfarne forskere, der bruger vores kombinerede ekspertise inden for virologi, molekylerbiologi,
strukturbiologi, beregningsbiologi, vaccineudvikling og medicin.




1. Er SARS-CoV-2 blevet udsat for in vitro-manipulation?
Vi preesenterer tre beviser til stotte for vores pdstand om, at laboratoriemanipulation er en del af
historien om SARS-CoV-2:

1. Den genomiske sekvens af SARS-CoV-2 svarer mistaenkeligt til en bat coronavirus opdaget af
militeere laboratorier i det tredje militere medicinske universitet (Chongqing, Kina) og
Research Institute for Medicine of Nanjing Command (Nanjing, Kina).

il. Receptorbindende motiv (RBM) inden for Spike-proteinet i SARS-CoV-2, der bestemmer
virusets vertsspecificitet, ligner SARS-CoV's fra 2003-epidemien pd en mistenkelig made.

Genomisk bevis tyder pa, at RBM er blevet genetisk manipuleret.

ii. SARS-CoV-2 indeholder et unikt furinspaltningssted i dets Spike-protein, som er kendt for i
hej grad at forbedre virusinfektivitet og celle-tropisme. Alligevel er dette spaltningssted
fuldsteendigt fravaerende i denne sarlige klasse af coronavirus, der findes i naturen. Derudover
antyder sjeldne kodoner, der er forbundet med denne yderligere sekvens, den staerke
mulighed for, at dette furinspaltningssted ikke er et produkt af naturlig udvikling og kunne
have vearet indsat i SARS-CoV-2 genomet kunstigt ved andre teknikker end simpel seriel
passage eller multi -stamme rekombinationsbegivenheder inde i co-inficerede vevskulturer

eller dyr.

1.1 Genomisk sekvensanalyse afslorer, at ZC45 eller et neert beslegtet flagermus-coronavirus
skal veere rygraden, der anvendes til oprettelsen af SARS-CoV-2

Strukturen af det ~ 30.000 nukleotider-lange SARS-CoV-2 genom er vist i figur 1. Segning i
NCBI-sekvensdatabasen afslerer, at der blandt alle kendte coronavirus var to relaterede bat coronavirus,
ZC45 og ZXC21, der deler den hgjeste sekvens identitet med SARS-CoV-2 (hvert bat coronavirus er ~
89% identisk med SARS-CoV-2 pé nukleotidniveauet). Lighed mellem genomet af SARS-CoV-2 og dem
for reprasentative B coronavirus er afbildet i figur 1. ZXC21, som er 97% identisk med og deler en meget
lignende profil med ZC45, er ikke vist. Bemark, at RaTG13-virussen er udelukket fra denne analyse i
betragtning af det staerke bevis, der tyder pa, at dens sekvens muligvis er fremstillet, og at virussen ikke
findes i naturen>. (En opfelgningsrapport, der opsummerer de opdaterede beviser, der beviser den falske
karakter af RaTG13, vil snart blive indsendt)
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Figur 1. Genomisk sekvensanalyse afslorer, at bat coronavirus ZC45 er det teetteste match med

SARS-CoV-2. Top: genomisk organisering af SARS-CoV-2 (2019-nCoV WIV04). Nederst: lighedsplot
baseret pd genomet i fuld lengde af 2019-nCoV WIV04. Full-lcengde genomer af SARS-CoV BJOI, bat
SARSr-CoV WIV1, bat SARSr-CoV HKU3-1, bat coronavirus ZC45 blev anvendt som referencesekvenser.

Nér SARS-CoV-2 og ZC45 / ZXC21 sammenlignes pa aminosyreniveau, observeres en hgj
sekvensidentitet for de fleste proteiner. Nucleocapsid-proteinet er 94% identisk. Membranproteinet er
98,6% identisk. S2-delen (2. halvdel) af Spike-proteinet er 95% identisk. Det er vigtigt, at Orf8-proteinet
er 94.2% identisk, og E-proteinet er 100% identisk.

Orf8 er et tilbeharsprotein, hvis funktion i vid udstreekning er ukendt i de fleste coronavirus, skent
nylige data antyder, at Orf8 fra SARS-CoV-2 medierer unddragelse af veertsadaptiv immunitet ved
nedregulering af MHC-I**. Normalt er Orf8 darligt konserveret i coronavirus®. Sekvenseksplosion
indikerer, at mens Orf8-proteinerne i ZC45 / ZXC21 deler en 94,2% identitet med SARS-CoV-2 OrfS,
deler ingen andre coronavirus mere end 58% identitet med SARS-CoV-2 pa dette sarlige protein. Den

meget heje homologi her pd det normalt darligt konserverede Orf8-protein er meget usedvanlig.

A

SARS_GDO1
SARS_ExoN1
SARS_TH-GD1
SARS_Sinol-11
Consensus

Bat _AP040581.1
RsSHCO14

SC2018
Bat_NP_828854.1
BtRs-BetaCoV/HuB2013
BH48-31/BGR/2008
Consensus

Bat_CoVY_2C45
Bat_CoV_2XC21
Feb_11
Apr_17
Apr_15_A
Apr_13
Apr_15_B
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 76
1 + + + + + + + 1
HYSFVYSEETGTLIVNSYLLFLAFHVFLLYTLAILTALRLCAYCCNIVNVSLYKPTYYVYSRVKNLNSSEGYPDLLY
HYSFYSEETGTLILNSYLLFLAFYYFLLYTLAILTALRLCAYCCNIVNVSLYKPTYYVYSRYKNLNSSEGYPDLLY
HYSFYSEETGTLI-NSYLLFLAFYYFLLYTLAILTALRLCAYCCNIVNYSLYKPTYYYYSRVKNLNSSEGYPDLLY
HYSFYSEETGTLI-NSYLLFLAFYYFLLYTLAILTALRLCAYCCYIVYNYSLYKPTYYYYSRVKNLNSSEGYPDLLY
HYSFVYSEETGTLI NSYLLFLAFwYFLLYTLAILTALRLCAYCCnIYNVSLYKPTYYVYSRYKNLNSSEGYPDLLY

20 30

1 10 40 50 60 70 7?
HYSFYSEETGTLIVNSYLLFLAFYVFLLYTLATILTALRLCAYCCNIVNYSLYKPSFYIYSRVKNLNSSQGIPDLLY
HYSFYSEETGTLIVNSYLLFLAFYYFLLYTLAILTALRLCAYCCNIVNYSLYKPTVYVYSRYKNLNSSOGYPDLLY
HYSFYSEETGTLIYNSYLLFLAFYYFLLYTLAILTALRLCAYCCNIYNYSLYKPTIYVYSRYKNLNSSEGYPDLLY
HYSFYSEETGTLIVNSYLLFLAFYYFLLYTLAILTALRLCAYCCNIYNYSLYKPTVYVYSRYKNLNSSEGYPDLLY
HYSFYSEETGTLIVNSYLLFVAFYYFLLYTLAILTALRLCAYCCNIVNYSLYKPTVYVYSRYKNLNSSEGYPDLLY
HYSFYSEETGTLIYNSYLLFLAFYYFLLYTLAILTALRLCAYCCNIVNYSLYKPTFYVYSRYKSLNSSQEVPEFLY
HYSFYSEETGTLIVNSYLLF1AFYYFLLYTLAILTALRLCAYCCNIVNYSLYKPLFY ! YSRYKnLNSS#g!PRILY

1 10 20 30 40 50 60 70 75
I + + + + - + + |
HYSFYSEETGTLIVNSYLLFLAFYVFLLYTLAILTALRLCAYCCHNIVYNYSLYKPSFYVYSRVKNLNSSRVPDLLY
HYSFYSEETGTLIVNSYLLFLAFYYFLLYTLAILTALRLCAYCCNIYNYSLYKPSFYVYSRYKNLNSSRYPDLLY
HYSFYSEETGTLIVNSYLLFLAFYYFLLYTLAILTALRLCAYCCNIVNYSLYKPSFYVYSRYKNLNSSRYPDLLY
HYSFYSEETGTLIVNSYLLFLAFYYFLLYTLAILTYLRLCAYCCNIYNYSLYKPSFYVYSRYKNLNSSRYPDLLY
HYSFYSEETGTLIVNSYLLFLAFYYFLLYTLAILTARRLCAYCCHIYNYSLYKPSFYVYSRYKNLNSSRYPDLLY
HYSFYSEETGTLIVNSYLLFLAFYYFLLYTLAILTALRLCAYCCNIVNYSLYKPFFYVYSRYKNLNSSRYPDLLY
HYSFYSEETGTLIVNSYLLFLAFYYFLLYTLAILTALRLCAYCCHIYNYSLYKPSFYVYSRYKNLNSSRYLDLLY
HYSFYSEETGTLIVNSYLLFLAFYYFLLYTLAILTalRLCAYCCNIYNYSLYKPsFYVYSRYKNLNSSRYpDLLY




Figur 2. Sekvensjustering af E-proteinerne fra forskellige f-coronavirus demonstrerer E-proteinets
tilladelighed og tendens til aminosyremutationer. A. Der er observeret mutationer i forskellige stammer
af SARS-CoV. GenBank tiltreedelsesnumre: SARS GDOI1: AY278489.2, SARS ExoNIl: ACB69908.1,
SARS TW _GDI1: AY451881.1, SARS Sinol 11: AY485277.1. B. Justering af E-proteiner fra beslegtede
bat coronavirus indikerer dets tolerance over for mutationer i flere positioner. GenBank tiltreedelsesnumre:
Bat AP040581.1: APO40581.1, RsSHCO014: KC881005.1, SC2018: MK211374.1, Bat NP 828854.1:
NP _828854.1, BtRs-BetaCoV/HuB2013: AIA62312.1, BM48-31/BGR/2008: YP 003858586.1. C. Mens de
tidlige kopier af SARS-CoV-2 deler 100% identitet pd E-proteinet med ZC45 og ZXC2I, indikerer
sekventeringsdata for SARS-CoV-2 fra april 2020, at mutation har fundet sted pd flere positioner.
Tiltreedelsesantal for vira: Feb 11: MN997409, ZC45: MG772933.1, ZXC21: MG772934, Apr 13:
MT326139, Apr 15 A: MT263389, Apr 15 B: MT293206, Apr 17: MT350246. Justeringer blev udfort
ved hjcelp af MultAlin webserver (hitp:/multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).

Coronavirus E-proteinet er et strukturelt protein, der er indlejret i og linjer det indre af virionens
membranhylster?®. E-proteinet er tolerant over for mutationer som det fremgér af badde SARS (figur 2A) og
relaterede flagermus coronavirus (figur 2B). Denne tolerance over for aminosyremutationer af E-proteinet
fremgér yderligere i den nuvaerende SARS-CoV-2-pandemi. Efter kun en kort to-méneders spredning af
virussen siden dets udbrud hos mennesker har E-proteinerne i SARS-CoV-2 allerede gennemgaet
mutationsendringer. Sekvensdata opnéet i lobet af april méaned afslorer, at mutationer har fundet sted pa
fire forskellige steder i forskellige stammer (figur 2C). I overensstemmelse med dette fund indikerer
sekvensblastanalyse, at med undtagelse af SARS-CoV-2 ingen kendte coronavirus deler 100%
aminosyresekvensidentitet pd E-proteinet med ZC45 / ZXC21 (mistenkelige coronavirus offentliggjort
efter starten af den aktuelle pandemi er udelukket'®2731). Selvom der er observeret 100% identitet pa
E-proteinet mellem SARS-CoV og visse SARS-relaterede flagermus coronavirus, deler ingen af disse
par samtidigt over 83% identitet pd Orf8-proteinet’?. Derfor er 94,2% identitet pad Orf8-proteinet, 100%
identitet pa E-proteinet og den samlede genomiske / aminosyreniveau-lighed mellem SARS-CoV-2 og
ZCA45 / ZXC21 meget usedvanlige. Nar sidanne overvejelser betragtes sammen, er de i overensstemmelse
med en hypotese om, at SARS-CoV-2 genomet har en oprindelse baseret pa brugen af ZC45/7ZXC21
som rygrad og / eller skabelon til genetisk gain-of-function modifikationer.

Det er vigtigt, at ZC45 og ZXC21 er bat coronavirus, der blev opdaget (mellem juli 2015 og februar
2017), isoleret og karakteriseret af militeere forskningslaboratorier i det tredje militermedicinske
universitet (Chongqing, Kina) og Research Institute for Medicine of Nanjing Command (Nanjing) , Kina).
Dataene og det tilknyttede arbejde blev offentliggjort i 20183334, Det er klart, at denne rygrad / skabelon,
som er afgerende for oprettelsen af SARS-CoV-2, findes i disse og andre relaterede forskningslaboratorier.

Hvad der styrker vores pastand yderligere er den offentliggjorte RaTG13-virus'®, hvis genomiske
sekvens angiveligt er 96% identisk med SARS-CoV-2. Mens RaTG13-virussen antydede en naturlig
oprindelse af SARS-CoV-2, afledte den ogsd opmerksomheden fra bidde det videnskabelige felt og
offentligheden veek fra ZC45 / ZXC214!3, Faktisk blev et kinesisk BSL-3-laboratorium (Shanghai Public
Health Clinical Center), der offentliggjorde en Nature-artikel, der rapporterede om et modstridende taet
fylogenetisk forhold mellem SARS-CoV-2 og ZC45 / ZXC21 snarere end med RaTG13%, hurtigt lukket
ned for " berigtigelse . Det menes, at forskerne fra laboratoriet blev straffet for at have afsloret
SARS-CoV-2 — ZC45 / ZXC21-forbindelsen. P4 den anden side er der samlet sig vasentlige beviser, der
peger pd alvorlige problemer forbundet med den rapporterede sekvens af RaTG13 sével som
spergsmalstegn ved den faktiske eksistens af denne flagermusvirus i naturen®’!%2!. En meget nylig



http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/

publikation angav ogsa, at det receptorbindende domene (RBD) af RaTG13's Spike-protein ikke kunne
binde ACE2 fra to forskellige typer hestesko-flagermus (de er tet knyttet til hestesko-flagermus R. affinis,
RaTG13's pastidede naturlige vert)?, hvilket implicerer manglende evne til RaTGI13 til at inficere
hestesko-flagermus. Dette fund underbygger yderligere mistanken om, at den rapporterede sekvens af
RaTG13 kunne have vearet fremstillet, da Spike-proteinet kodet af denne sekvens ikke synes at bare den
pastaede funktion. Det faktum, at en virus er fremstillet til at flytte opmarksomheden vaek fra ZC45 /
ZXC21, taler for en faktisk rolle som ZC45 / ZXC21 i oprettelsen af SARS-CoV-2.

1.2 Receptor-bindende motiv af SARS-CoV-2 Spike kan ikke fedes fra naturen og skulle have vaeret
skabt gennem genteknologi

Spike-proteinerne dekorerer det udvendige af coronaviruspartiklerne. De spiller en vigtig rolle i
infektion, da de formidler interaktionen med vertscelle-receptorer og derved hjelper med at bestemme
vaertsomradet og vevets tropisme af virussen. Spike-proteinet er opdelt i to halvdele (figur 3). Den forreste
eller den N-terminale halvdel hedder S1, som er fuldt ansvarlig for binding af vertsreceptoren. 1 bade
SARS-CoV og SARS-CoV-2 infektioner er vartscelle-receptoren hACE2. Inden for S1 opretter et segment
pa omkring 70 aminosyrer direkte kontakter med hACE2 og navngives tilsvarende det receptorbindende
motiv (RBM) (figur 3C). I SARS-CoV og SARS-CoV-2 bestemmer RBM fuldt ud interaktionen med
hACE2. Den C-terminale halvdel af Spike-proteinet hedder S2. S2's hovedfunktion inkluderer
opretholdelse af trimerdannelse og efter successiv proteaseklyvning ved S1 / S2-krydset og en nedstrems
S2-position, formidling af membranfusion for at muliggere celluleer indgang af virussen.




Figur 3. SARS Spike-proteinets struktur og hvordan det binder til hACE2-receptoren. Billeder blev
genereret baseret pi PDB ID: 6acj’’. A) Tre spidseproteiner, der hver bestir af en SI-halvdel og en
S2-halvdel, danner en trimer. B) S2-halvdelene (bld nuancer) er ansvarlige for trimerdannelse, mens
Si-delen (nuancer af rodt) er ansvarlig for binding af hACE2 (morkegrda). C) Detaljer om bindingen
mellem S1 og hACE2. RBM af' S1, som er vigtig og tilstreekkelig til binding, er farvet i orange. Rester inden
for RBM, der er vigtige for enten hACE2-interaktion eller proteinfoldning, vises som pinde (restantallet

folger SARS Spike-sekvensen).
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Figur 4. Sekvensjustering af piggproteinerne fra relevante coronavirus. Virus, der sammenlignes,

inkluderer

SARS-CoV-2  (Wuhan-Hu-1:

NC 045512, 2019-nCoV _USA-AZI: MN997409), bat

coronaviruses (Bat_CoV _ZC45: MG772933, Bat CoV _ZXC21: MG772934) og SARS coronGZARS: S77:
S§77:877: 877 .3). Region markeret med to orange linjer er det receptorbindende motiv (RBM), hvilket er

vigtigt for interaktion med hACE2-receptoren. Veesentlige rester fremhceves desuden med rade pinde pd

toppen. Region markeret med to gronne linjer er et furin-spaltningssted, der kun findes i SARS-CoV-2, men

ikke i nogen anden afstamning B  coronavirus.




Svarende til det, der observeres for andre virale proteiner, deler S2 af SARS-CoV-2 en hgj
sekvensidentitet (95%) med S2 af ZC45 / ZXC21. I skarp kontrast mellem SARS-CoV-2 og ZC45 /
ZXC21 er S1-proteinet, som dikterer hvilken vert (menneske eller flagermus) virussen kan inficere, meget

mindre konserveret med aminosyresekvensidentiteten kun 69%.

Figur 4 viser sekvensopretningen af Spike-proteinerne fra seks B-coronavirus. To er vira isoleret
fra den nuvarende pandemi (Wuhan-Hu-1, 2019-nCoV_USA-AZ1); to er de mistenkte skabelonvira
(Bat_CoV_Z(C45, Bat_ CoV_ZXC21); to er SARS coronavirus (SARS_GZ02, SARS). RBM er fremhaevet
mellem to orange linjer. P4 trods af den hgje sekvensidentitet for de samlede genomer adskiller RBM af
SARS-CoV-2 sig klart signifikant fra dem for ZC45 og ZXC21. Spendende ligner RBM af SARS-CoV-2
stort set RBM af SARS Spike. Selvom dette ikke er en nejagtig "kopi og indsat", afslerer en omhyggelig
undersogelse af Spike-hACE2-strukturer’’-3%, at alle rester, der er vigtige for enten hACE2-binding eller
proteinfoldning (orange sticks i figur 3C, og hvad der er fremhavet med rede korte linjer i figur 4)
bliver “holdt”. De fleste af disse vasentlige rester er ngjagtigt bevaret, herunder dem, der er involveret i
dannelse af disulfidbinding (C467, C474) og elektrostatiske interaktioner (R444, E452, R453, D454), som
er afgarende for RBM's strukturelle integritet (figur 3C og 4) . De f4 @ndringer inden for gruppen af

essentielle rester er nasten udelukkende hydrofobe "substitutioner" (1428 > L, L443 > F, F460->Y,
L472 > F, Y484 - Q), som hverken ber pavirke proteinfoldning eller hACE2-interaktion. Samtidig har
storstedelen af aminosyreresterne, der er ikke-essentielle, "muteret" (figur 4, RBM-rester, der ikke er
market med korte rade streger). At domme ud fra denne sekvensanalyse alene var vi tidligt overbeviste om,
at ikke kun SARS-CoV-2 Spike-proteinet ville binde hACE2, men ogsé at bindingen ville ligne precist
den mellem det originale SARS Spike-protein og hACE2%. Det nylige strukturarbejde har bekreeftet vores
forudsigelse®.

Som beskrevet nedenfor er den made, hvorpd SARS-CoV-2 RBM ligner SARS-CoV RBM og det
samlede sekvensbevaringsmenster mellem SARS-CoV-2 og ZC45 / ZXC21, meget usadvanlig. Samlet
antyder dette, at dele af SARS-CoV-2 genomet ikke er afledt af naturlig kvasi-art viral partikeludvikling.

Hvis SARS-CoV-2 faktisk kommer fra naturlig udvikling, kunne dens RBM kun vare erhvervet pé en
af de to mulige ruter: 1) en gammel rekombinationsbegivenhed efterfulgt af konvergent udvikling eller 2)

en naturlig rekombinationsheendelse, der fandt sted temmelig for nylig.

I det forste scenarie ville forfaedren til SARS-CoV-2, et ZC45 / ZXC21-lignende bat coronavirus have
rekombineret og "byttet" sin RBM med et coronavirus, der barer en relativt "komplet” RBM (med
henvisning til SARS). Denne rekombination ville resultere i et nyt ZC45 / ZXC21-lignende coronavirus
med alle huller i dets RBM “fyldt” (figur 4). Derefter ville virussen skulle tilpasse sig meget i sin nye veert,
hvor ACE2-proteinet er meget homologt med hACE2. Tilfeldige mutationer pé tvers af genomet skulle
have fundet sted for i sidste ende at forme RBM til sin nuvarende form - der ligner SARS-CoV RBM pé
en meget intelligent made. Denne konvergente evolutionsproces vil imidlertid ogsé resultere i
akkumulering af en stor mengde mutationer i andre dele af genomet, hvilket gor den samlede
sekvensidentitet relativt lav. Hegjsekvensidentiteten mellem SARS-CoV-2 og ZC45 / ZXC21 pa forskellige
proteiner (94-100% identitet) understotter ikke dette scenario og indikerer derfor tydeligt, at SARS-CoV-2,
der barer en sddan RBM, ikke kan komme fra en ZC45 / ZXC21-lignende bat coronavirus gennem denne

konvergerende evolutionare rute.




I det andet scenario skulle det ZC45 / ZXC21-lignende coronavirus for nylig have vearet rekombineret
og byttet sin RBM med et andet coronavirus, der med succes havde tilpasset sig til at binde et dyr ACE2
meget homologt til hACE2. Sandsynligheden for en sddan begivenhed ath@nger delvis af de generelle krav
til naturlig rekombination: 1) de to forskellige vira deler signifikant sekvenslighed; 2) de skal saminficere
og vere til stede i den samme celle af det samme dyr; 3) den rekombinante virus ville ikke blive ryddet af
verten eller gore vaerten udded; 4) den rekombinante virus skulle til sidst blive stabil og overferbar inden
for veertsarten.

Med hensyn til dette nylige rekombinationsscenarie kunne dyrereservoiret ikke veaere flagermus, fordi
ACE2-proteinerne i flagermus ikke er homologe nok til hACE2, og tilpasningen ville derfor ikke vare i
stand til at give en RBM-sekvens som set i SARS-CoV-2. Dette dyrereservoir kunne heller ikke veare
mennesker, da det ZC45 / ZXC21-lignende coronavirus ikke ville vere i stand til at inficere mennesker.
Derudover har der ikke varet nogen tegn pé, at nogen SARS-CoV-2 eller SARS-CoV-2-lignende virus
citkulerer i den menneskelige befolkning inden slutningen af 2019. Spendende ifelge en nylig
bioinformatikundersegelse var SARS-CoV-2 godt -tilpasset til mennesker siden starten af udbruddet'.

Kun en anden mulighed for naturlig udvikling er tilbage, hvilket er, at den ZC45 / ZXC21-lignende
virus og et coronavirus indeholdende en SARS-lignende RBM kunne have rekombineret i en
mellemliggende veart, hvor ACE2-proteinet er homologt med hACE2. Flere laboratorier har rapporteret, at
nogle af Sunda-pangolinerne, der blev smuglet til Kina fra Malaysia, bar koronavirus, hvis
receptorbindende domene (RBD) nasten er identisk med SARS-CoV-2's?7-2%31, De fortsatte derefter med
at antyde, at pangoliner er den sandsynlige mellemveert for SARS-CoV-227-2%31 Imidlertid har nylige
uafhangige rapporter fundet betydelige mangler i disse data***>. Desuden er der i modsetning til disse
rapporter?’2%3! ikke pavist koronavirus i Sunda-pangolin-praver, der er indsamlet i over et drti i Malaysia
og Sabah mellem 2009 og 2019*. En nylig undersogelse viste ogsd, at RBD, som deles mellem
SARS-CoV-2 og rapporterede pangolin coronavirus, binder sig til hACE2 ti gange sterkere end til
pangolin ACE22, hvilket yderligere afskediger pangoliner som den mulige mellemvert. Endelig indikerede
en in silico-undersogelse, samtidig med at tanken om, at pangoliner sandsynligvis ikke er en
mellemliggende vert, gentog, at ingen af de dyre ACE2-proteiner, der blev undersegt i deres
undersggelse, udviste et mere gunstigt bindingspotentiale til SARS-CoV-2 Spike-proteinet end hACE2
gjorde’. Denne sidste undersogelse fritog stort set alle dyr fra deres formodede roller som mellemvaer?,
hvilket er i overensstemmelse med observationen om, at SARS-CoV-2 var godt tilpasset mennesker fra
starten af udbruddet!. Dette er signifikant, fordi disse fund tilsammen antyder, at der ikke synes at
eksistere nogen mellemliggende vaert for SARS-CoV-2, hvilket i det mindste mindsker muligheden for, at

en rekombinant handelse forekommer i en mellemliggende veert.

Selvom vi ignorerer ovenstdende beviser for, at der ikke findes en ordentlig vert for rekombinationen,
og 1 stedet antager, at en sddan vert findes, er det stadig meget usandsynligt, at en sadan

rekombinationshandelse kunne forekomme 1 naturen.

Som vi har beskrevet ovenfor, hvis naturlig rekombinationshendelse er ansvarlig for udseendet af
SARS-CoV-2, ville den ZC45 / ZXC21-lignende virus og et coronavirus indeholdende en SARS-lignende
RBM skulle rekombineres i den samme celle ved at bytte S1 / RBM, som er en sjelden form for
rekombination. Da SARS kun har fundet sted én gang i menneskets historie, ville det i det mindste vere
lige sa sjeldent for naturen at producere en virus, der ligner SARS pé en sd intelligent méde - at have en




RBM, der kun adskiller sig fra SARS RBM pa nogle fd ikke-essentielle steder (figur 4). Muligheden for, at
dette unikke SARS-lignende coronavirus vil opholde sig i den samme celle med det ZC45 /
ZXC21-lignende forfeedervirus, og de to vira ville rekombineres pa den “RBM-swapping” made, er
ekstremt lav. Vigtigere er, at denne og den anden rekombinationshandelse beskrevet nedenfor i afsnit 1.3
(endnu mere umulig at forekomme i naturen) begge skulle ske for at producere en Spike som set i
SARS-CoV-2.

Mens ovenstidende beviser og analyser tilsyneladende afviser en naturlig oprindelse af SARS-CoV-2s
RBM, viser rigelig litteratur, at gain-of-function-forskning, hvor Spike-proteinet i et coronavirus blev
specielt konstrueret, gentagne gange har fort til en vellykket generation af humaninficerende coronavirus

fra coronavirus af ikke-human oprindelse**4’.

Record viser ogsa, at forskningslaboratorier, for eksempel Wuhan Institute of Virology (WIV), med
succes har udfert sdidanne undersogelser, der arbejder med amerikanske forskere*> og ogsa arbejder alene?’.
Derudover har WIV gennemfort artier lange koronavirusovervigningsundersggelser og ejer derfor verdens
storste samling af coronavirus. Det er dbenbart, at den tekniske barriere ikke eksisterer for WIV og andre
relaterede laboratorier til at udfere og lykkes med siddan Spike / RBM engineering og gain-of-function

research.
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Figur 5. To restriktionssteder er til stede i hver ende af RBM af SARS-CoV-2, hvilket giver
bekvemmelighed til erstatning af RBM inden i piggenet. A. Nukleotidsekvens af RBM af SARS-CoV-2
(Wuhan-Hu-1). Et EcoRI-sted findes i 5"-enden af RBM og et BstEll-sted i 3'-enden. B. Selvom disse to
restriktionssteder ikke findes i det originale spike-gen i ZC45, kan de bekvemt introduceres i betragtning af,

at sekvensforskellen er lille (2 nukleotider) i begge tilfelde. C. Aminosyresekvensjustering med
RBM-regionen fremheevet (farve og understregning). Den RBM, der er fremhcevet med orange (overst), er,
hvad der er defineret af EcoRI- og BstEll-stedene i SARS-CoV-2 (Wuhan-Hu-1) -spidsen. RBM fremhcevet
i magenta (midten) er regionen byttet af Dr. Fang Li og kolleger ind i en SARS Spike rygrad*. Den RBM,
der er fremhcevet med bldt (nederst), er fra Spike-proteinet (RBM: 424-494) af SARS-BJO1 (AY278488.2),




som blev byttet af Shi-laboratoriet ind i Spike-proteinerne i forskellige bat coronavirus, der erstattede de
tilsvarende segmenter?’.

Péfaldende, i overensstemmelse med RBM engineering teorien, har vi identificeret to unikke
restriktionssteder, EcoRI og BstEIl, i hver ende af RBM af henholdsvis SARS-CoV-2 genomet (figur 5A).
Disse to steder, som er populere valg af molekyler kloning i hverdagen, findes ikke i resten af dette
piggen. Denne s&rlige indstilling gor det ekstremt praktisk at bytte RBM inden for spids, hvilket giver en
hurtig made at teste forskellige RBM'er og de tilsvarende Spike-proteiner pa.

Sadanne EcoRI- og BstEll-steder findes ikke i spike-generne af andre B-coronavirus, hvilket staerkt
indikerer, at de var unaturlige og specifikt blev introduceret i dette spike-gen af SARS-CoV-2 for at gere
det lettere at manipulere den kritiske RBM. Selvom ZC45 spike heller ikke har disse to steder (figur 5B),
kan de introduceres meget let som beskrevet i del 2 i denne rapport.

Det er bemearkelsesvaerdigt, at introduktion af EcoRI-stedet her ville @ndre de tilsvarende aminosyrer
fra -WNT- til -WNS- (figur SAB). Sa vidt vi ved, barer alle SARS og SARS-lignende bat coronavira
udelukkende en T (threonin) rest pa dette sted. SARS-CoV-2 er den eneste undtagelse, idet denne T har
muteret til en S (serin), undtagen de misteenkelige RaTG13 og pangolin coronavirus, der blev offentliggjort
efter udbruddet*®.

Nér forst restriktionsstederne blev introduceret med succes, kunne RBM-segmentet udskiftes bekvemt
ved anvendelse af rutinemessig restriktionsenzymfordejelse og ligering. Selvom alternative
kloningsteknikker muligvis ikke efterlader spor af genetisk manipulation (Gibson-samling som et
eksempel), kunne denne gammeldags tilgang veaelges, fordi den giver et stort niveau af bekvemmelighed
ved at bytte denne kritiske RBM.

I betragtning af at RBM fuldt ud dikterer hACE2-binding, og at SARS RBM-hACE2-binding fuldt ud
var karakteriseret ved strukturer med hej oplesning (figur 3)*73%, ville denne kun RBM-swap ikke vaere
mere risikabel end den fulde Spike-swap. Faktisk er gennemforligheden af denne RBM-swap-strategi
bevist?*#7. 1 2008 byttede Dr. Zhengli Shis gruppe en SARS RBM ind i Spike-proteinerne i flere
SARS-lignende bat coronavirus efter at have introduceret et restriktionssted i et codon-optimeret piggen
(figur 5C)¥. De validerede derefter bindingen af de resulterede kimere Spike-proteiner med hACE2.
Desuden blev RBM af SARS-CoV-2 i en nylig publikation byttet ind i det receptorbindende domaene
(RBD) af SARS-CoV, hvilket resulterede 1 en kimar RBD, der var fuldt funktionel i binding af hACE2

(figur 5C)*°. Pafaldende nok ligner de manipulerede RBM-segmenter i begge tilfelde naesten nejagtigt den
RBM, der er defineret af positionerne for EcoRI- og BstEll-stedene (figur 5C). Selvom der mangler

kloningsdetaljer i begge publikationer’®#’, kan det tankes, at de faktiske restriktionssteder kan variere
afhengigt af piggenet, der modtager RBM-indsattelsen, samt bekvemmeligheden ved at indfere unikke
restriktionssteder i omrader af interesse. Det er bemarkelsesvardigt, at den tilsvarende forfatter af denne
nylige publikation®’, Dr. Fang Li, har varet en aktiv samarbejdspartner med Dr. Zhengli Shi siden
2010%-33, Dr. Li var den forste person i verden, der strukturelt har belyst bindingen mellem SARS-CoV
RBD og hACE2® og har varet den forende ekspert i den strukturelle forstielse af
Spike-ACE2-interaktioner’®3-33-36_ Det sldende fund af EcoRI- og BstEll-restriktionssteder i hver ende af
henholdsvis SARS-CoV-2 RBM og det faktum, at den samme RBM-region er blevet byttet af henholdsvis
Dr. Shi og hendes langsigtede samarbejdspartner ved hjelp af restriktionsenzymfordgjelsesmetoder er




usandsynligt en tilfeldighed. Snarere er det rygepistolen, der beviser, at RBM / Spike af SARS-CoV-2
er et produkt af genetisk manipulation.

Selvom det kan vere praktisk at kopiere den nejagtige rekkefolge af SARS RBM, ville det vaere for
tydeligt et tegn pd kunstigt design og manipulation. Den mere vildledende tilgang ville vaere at @ndre et
par ikke-vaesentlige rester, samtidig med at de bevares, der er kritiske for binding. Dette design kunne
styres godt af strukturer med hej oplesning (figur 3)*”-8. P4 denne méde, nar den samlede sekvens af RBM
ser ud til at veere mere forskellig fra den for SARS RBM, ville hACE2-bindingsevnen vare godt bevaret.
Vi mener, at alle de vigtige rester (rester merket med rede pinde i figur 4, som er de samme rester vist i
pinde i figur 3C) burde have varet holdt”. Som beskrevet tidligere, mens nogle skulle vare direkte
konservering, skulle nogle have veret skiftet til rester med lignende egenskaber, hvilket ikke ville forstyrre
hACE2-binding og méaske endda styrke foreningen yderligere. Det er vigtigt, at @ndringer muligvis er
foretaget med vilje pa ikke-vasentlige steder, hvilket gor det mindre som en "kopi og indsazt" af SARS
RBM.

1.3 Et uszedvanligt furinspaltningssted er til stede i Spike-proteinet fra SARS-CoV-2 og er forbundet

med den forsterrede virulens af virussen

Et andet unikt motiv i Spike-proteinet fra SARS-CoV-2 er et flerbasisk furinspaltningssted placeret
ved S1 / S2-krydset (figur 4, segment imellem to grenne linjer). Et sddant sted kan genkendes og spaltes af
furinproteasen. Inden for slegten B for B-coronavirus og med undtagelse af SARS-CoV-2 indeholder
ingen vira et furin-spaltningssted ved S1 / S2-krydset (figur 6)°’. I modsatning hertil er
furin-spaltningssted pa dette sted blevet observeret i andre grupper af coronavirus®’-*8. Visst selektivt tryk
ser ud til at vere pa plads, der forhindrer sleegten B for B-coronavirus i at erhverve eller opretholde et

sadant sted 1 naturen.




Human SARS-CoV BJ01 655 - GICASYHTVSLL----RSTS - 670
Human SARS-CoV CUHK-W1 655 - GICASYHTVSLL----RSTS - €70
Human SARS-CoV Tor2 655 - GICASYHTVSLL----RSTS - €70
Human SARS-CoV Frankfurt-1 655 - GICASYHTVSLL----RSTS - 670
Human SARS-CoV Urbani 655 - GICASYHTVSLL----RSTS - 670
Civet SARS-CoV civet020 655 - GICASYHTVSSL----RSTS - 670
Civet SARS-CoV szlé 655 - GICASYHTVSSL----RSTS - 670
Racoon dog SARS-CoV A030 655 - GICASYHTVSSL----RSTS - 670
SARS-CoV-2 669 - GICASYQTQTNSFRRARSVA - 688
Pangolin CoV MP789 n/a - GICASYQTQTNS----RSVS - n/a
Bat SARSr-CoV RaTG13 669 - GICASYQTQTNS----RSVA - 684
Bat SARSr-CoV LYRall 659 - GICASYHTASLL----RNTD - €74
Bat SARSr-CoV LYRa3 659 - GICASYHTASLL----RNTG - 674
Bat SARSr-CoV RaSHCO014 656 - GICASYHTVSSL----RSTS - 671
Bat SARSr-CoV Rsd084 656 - GICASYHTVSSL----RSTS - 671
Bat SARSr-CoV WIV1 656 - GICASYHTVSSL----RSTS - 671
Bat SARSr-CoV Rs3367 656 - GICASYHTVSSL----RSTS - 671
Bat SARSr-CoV Rs7327 656 - GICASYHTVSSL----RSTS - 671
Bat SARSr-CoV Rs9401 656 - GICASYHTVSSL----RSTS - 671
Bat SARSr-CoV Rs4231 655 - GICASYHTVSSL----RSTS - 670
Bat SARSr-CoV WIV1é 655 - GICASYHTVSSL----RSTS - 670
Bat SARSr-CoV Rs4874 655 - GICASYHTVSSL----RSTS - 670
Bat SARSr-CoV ZC45 646 - GICASYHTASIL----RSTS - 661
Bat SARSr-CoV ZXC21 645 - GICASYHTASIL----RSTG - 660
Bat SARSr-CoV Rf4092 634 - GICASYHTASTL----RGVG - 649
Bat SARSr-CoV Rf/JL2012 636 - GICASYHTASLL----RSTG - 651
Bat SARSr-CoV JTMC15 636 - GICASYHTASLL----RSTG - 651
Bat SARSr-CoV 16B0133 636 - GICASYHTASLL----RSTG - 651
Bat SARSr-CoV B15-21 636 - GICASYHTASLL----RSTG - 651
Bat SARSr-CoV YN2013 633 - GICASYHTASTL----RSIG - 648
Bat SARSr-CoV Anlong-103 633 - GICASYHTASTL----RSVG - 648
Bat SARSr-CoV Rp/Shaanxi2011 640 - GICASYHTASVL----RSTG - 655
Bat SARSr-CoV Rs/HuB2013 641 - GICASYHTASVL----RSTG - 656
Bat SARSr-CoV YNLF/34C 641 - GICASYHTASVL----RSTG - 656
Bat SARSr-CoV YNLF/31C 641 - GICASYHTASVL----RSTG - 656
Bat SARSr-CoV Rfl 641 - GICASYHTASHL----RSTG - 656
Bat SARSr-CoV 273 641 - GICASYHTASHL----RSTG - €56
Bat SARSr-CoV RE/SX2013 639 - GICASYHTASLL----RSTG - 654
Bat SARSr-CoV Rf/HeB2013 641 - GICASYHTASLL----R5TG - 656
Bat SARSr-CoV Cp/YunnanZ0ll 641 - GICASYHTASLL----RNTG - 656
Bat SARSr-CoV Rs672 641 - GICASYHTASTL----RSVG - 656
Bat SARSr-CoV Rs4255 641 - GICASYHTASTL----RSVG - 656
Bat SARSr-CoV 4081 641 - GICASYHTASTL----RSVG - 656
Bat SARSr-CoV Rml 641 - GICASYHTASVL----RSTG - 656
Bat SARSr-CoV 279 641 - GICASYHTASVL----RSTG - 656
Bat SARSr-CoV Rs/GX2013 642 - GICASYHTASVL----RSTG - €57
Bat SARSr-CoV Rs806 641 - GICASYHTASLL----RSTG - 656
Bat SARSr-CoV HKU3-1 642 - GICASYHTASVL----RSTG - 657
Bat SARSr-CoV Longquan-140 642 - GICASYHTASVL----RSTG - 657
Bat SARSr-CoV Rp3 641 - GICASYHTASTL----RSVG - 656
Bat SARSr-CoV Rs4247 642 - GICASYHTASTL----RSVG - €57
Bat SARSr-CoV Rsd237 641 - GICASYHTASTL----RSVG - 656
Bat SARSr-CoV As6526 641 - GICASYHTASTL----RSVG - 656

Figur 6. Furinspaltningssted fundet ved S1 / S2-krydset mellem Spike er unikt for SARS-CoV-2 og
fravaerende i andre afstamning B B-coronavirus. Figur gengivet fra Hoffmann et al®’.

Som tidligere beskrevet spaltes Spike-proteinet under celleindgangsprocessen ferst ved S1 /
S2-krydset. Dette trin og en efterfolgende spaltning nedstrems, der udsatter fusionspeptidet, medieres
begge af vertsproteaser. Tilstedevarelsen eller fravaeret af disse proteaser i forskellige celletyper pavirker i
hej grad celle-tropismen og formodentlig patogeniciteten af virusinfektionen. I modsatning til andre
proteaser udtrykkes furinprotease bredt i mange typer celler og er til stede pa flere cellulere og
ekstracellulere placeringer. Vigtigere er det, at introduktionen af et furinspaltningssted ved S1 / S2-krydset
kunne forbedre infektionsevnen af en virus markant samt i hej grad udvide dens celle-tropisme - et
feenomen, der er veldokumenteret i bade influenzavirus og andre coronavirus®-¢,

Hvis vi udelader det faktum, at der ikke findes noget furinspaltningssted i nogen afstamning B 8
coronavirus i naturen og i stedet antager, at dette sted i SARS-CoV-2 er et resultat af naturlig udvikling, sa
er kun en evolutioner vej mulig, hvilket er, at furinspaltningsstedet skal afledes fra en homolog
rekombinationshaendelse. Specifikt vil en forfader p-coronavirus, der ikke indeholder noget
furinspaltningssted, skulle rekombineres med et nert beslegtet coronavirus, der indeholder et
furinspaltningssted.

To fakta misbilliger imidlertid denne mulighed. For det ferste, selvom nogle coronavirus fra andre
grupper eller slegter indeholder flerbasiske furinspaltningssteder, indeholder ingen af dem den ngjagtige
flerbasiske sekvens til stede i SARS-CoV-2 (-PRRAR / SVA-). For det andet er sekvensidentiteten pa
Spike mellem SARS-CoV-2 og ethvert coronavirus indeholdende et legitimt furinspaltningssted ikke mere
end 40%%. Et sd lavt niveau af sekvensidentitet udelukker muligheden for en vellykket homolog




rekombination, der nogensinde finder sted mellem forfadrene til disse vira. Derfor er det usandsynligt, at
furinspaltningsstedet i SARS-CoV-2 Spike-proteinet er af naturlig oprindelse og i stedet ber vare et
resultat af laboratoriezendringer.

I overensstemmelse med dette krav har en tat undersegelse af nukleotidsekvensen af

furinspaltningsstedet i SARS-CoV-2-spids afsleret, at de to pd hinanden folgende Arg-rester i den
indsatte sekvens (-PRRA-) begge er kodet af den sjeldne codon CGG (mindst anvendte codon til Arg i
SARS-CoV-2) (figur 7)%. Faktisk er dette CGGCGG-arrangement det eneste tilfelde, der findes i
SARS-CoV-2-genomet, hvor denne sjeldne kodon bruges i tandem. Denne observation antyder kraftigt, at

dette furinspaltningssted skal vere et resultat af genteknologi. Tilfejelse til mistanken formuleres et
Faul-restriktionssted af kodonvalgene her, hvilket antyder muligheden for, at restriktionsfragmentleengden

polymorfisme, en teknik, som et WIV-laboratorium er dygtig til®’, kunne have varet involveret. Der kunne
fragmenteringsmensteret, der var resultatet af Faul-fordejelse, bruges til at overvage konserveringen af

furinspaltningsstedet i Spike, da dette furinspaltningssted er tilbgjelig til sletninger in vitro®®,
Specifikt kunne RT-PCR pa spike-genet fra de genvundne vira fra cellekulturer eller laboratoriedyr udferes,
hvis produkt ville blive udsat for Faul-fordgjelse. Virus, der fastholder eller mister furinspaltningsstedet,
ville derefter give forskellige menstre, hvilket muligger bekvem sporing af den eller de vira, der er af

interesse.
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Figur 7. To pd hinanden folgende Arg-rester i -PRRA- indscettelsen ved S1 / S2-krydset af SARS-CoV-2
Spike er begge kodet af en sjeelden kodon, CGG. Et Faul-restriktionssted, 5’-(N)6GCGGG-3’, er indlejret
i den kodende sekvens af det "indsatte" PRRA-segment, som kan bruges som en marker til at overvéige
bevaringen af det indferte furinspaltningssted.

Derudover, selvom ingen kendte coronavirus indeholder den ngjagtige sekvens af -PRRAR / SVA-,
der er til stede i SARS-CoV-2 Spike-proteinet, er en lignende -RRAR / AR- sekvens blevet observeret ved
S1 / S2-krydset af Spike protein i et gnaverkoronavirus, AcCoV-JC34, som blev offentliggjort af Dr.
Zhengli Shi i 20177°. Det er tydeligt, at legitimiteten af -RRAR- som et funktionelt furinspaltningssted har
veeret kendt af WIV-eksperterne siden 2017.

Beviserne antyder kollektivt, at furinspaltningsstedet i SARS-CoV-2 Spike-proteinet muligvis ikke er
kommet fra naturen og kan vare et resultat af genetisk manipulation. Formélet med denne manipulation
kunne have veret at vurdere enhver potentiel forbedring af infektionsevnen og patogeniciteten af det
laboratoriefremstillede coronavirus>®-%. Faktisk har nylige undersogelser bekraftet, at furinspaltningsstedet
giver SARS-CoV-2 signifikante patogene fordele’”%%,

1.4 Oversigt

Bevis presenteret i denne del afslarer, at visse aspekter af SARS-CoV-2 genomet er ekstremt
vanskelige at forene med at vare et resultat af naturlig udvikling. Den alternative teori, vi foreslér, er, at
virussen kan vere oprettet ved hjelp af ZC45 / ZXC21 bat coronavirus (r) som rygraden og / eller
skabelonen. Spike-proteinet, iser RBM 1 det, skulle have veret kunstigt manipuleret, hvorpé virussen har
erhvervet evnen til at binde hACE2 og inficere mennesker. Dette understottes af konstateringen af et unikt
restriktionsenzymfordgjelsessted i hver ende af RBM. Et usadvanligt furinspaltningssted kan vare blevet




introduceret og indsat ved S1 / S2-krydset af Spike-proteinet, hvilket bidrager til den egede virulens og
patogenicitet af virussen. Disse transformationer har derefter iscenesat SARS-CoV-2-viruset for til sidst at
blive et meget overforbart, debut-skjult, dedeligt, folgetilklar, og massivt forstyrrende patogen.

Det er &benbart, at muligheden for, at SARS-CoV-2 kunne have varet skabt gennem manipulation
med gain-of-function ved WIV, er betydelig og ber undersgges grundigt og uafthengigt.

2. Afgrzensning af en syntetisk rute af SARS-CoV-2

I anden del af denne rapport beskriver vi en syntetisk rute til oprettelse af SARS-CoV-2 i
laboratorieindstillinger. Det postuleres baseret pa vesentlig litteraturstette savel som genetisk bevis, der er
til stede i SARS-CoV-2 genomet. Selvom trin, der prasenteres heri, ikke skal ses som nejagtigt dem, der er
taget, mener vi, at negleprocesser ikke bar vere meget forskellige. Det er vigtigt, at vores arbejde her skal
tiene som en demonstration af, hvordan SARS-CoV-2 kan designes og oprettes bekvemt i
forskningslaboratorier ved at folge gennemprevede koncepter og ved hjelp af veletablerede teknikker.

Det er vigtigt, at forskningslaboratorier, bade i Hongkong og pa det kinesiske fastland, ferer verden
inden for koronavirusforskning, bade hvad angér ressourcer og pa forskningsresultaterne. Sidstnavnte
fremgar ikke kun af det store antal publikationer, som de har produceret i lgbet af de sidste to artier, men
ogsé af deres milepalsresultater inden for omradet: de var de ferste til at identificere civets som den
mellemliggende veert for SARS-CoV og isolerede den forste virusstamme”'; de var de forste til at afdekke,
at SARS-CoV stammer fra flagermus’’?; de afslerede for forste gang den antistofatheengige forsterkning
(ADE) af SARS-CoV-infektioner’; de har bidraget markant til forstaelse af MERS inden for alle domaener
(zoonose, virologi og kliniske studier)’>"%; de fik flere gennembrud i SARS-CoV-2-forskning!®338%, Sidst
men ikke mindst har de verdens sterste samling af coronavirus (genomiske sekvenser og levende vira).
Viden, ekspertise og ressourcer er alle tilgengelige i Hongkongs og fastlandsforskningslaboratorier (de
samarbejder meget) for at udfere og udfere det arbejde, der er beskrevet nedenfor.




Figure 8. Diagram of a possible synthetic route of the laboratory-creation of SARS-CoV-2.
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Figure 8. Diagram of a possible synthetic route of the laboratory-creation of SARS-CoV-2.

2.1 Mulig ordning i design af laboratorie-oprettelse af det nye coronavirus
I dette underafsnit skitserer vi den mulige overordnede strategi og vigtige overvejelser, der kan vere
formuleret i projektets designfase.

For at konstruere og oprette et menneskeligt malrettet coronavirus skal de valge et bat coronavirus
som skabelon / rygrad. Dette kan bekvemt gores, fordi mange forskningslaboratorier aktivt har indsamlet
bat coronavirus i lobet af de sidste to artier’?33707281-85  Imidlertid burde denne skabelonvirus ideelt set
ikke veere en fra Dr. Zhengli Shis samlinger, i betragtning af at hun er almindeligt kendt for at have veret
involveret 1 gevinst-til-funktion-undersogelser af coronavirus. Derfor er ZC45 og / eller ZXC21, nye bat
coronavirus, der er opdaget og ejet af militere laboratorier®, velegnet som skabelon/rygrad. Det er ogsa
muligt, at disse militerlaboratorier havde opdaget andre nert beslegtede vira fra samme sted og holdt
nogle upublicerede. Derfor kan den aktuelle skabelon vaere ZC45 eller ZXC21 eller en ner slegtning til
dem. Den postulerede vej beskrevet nedenfor ville veere den samme uanset hvilken af de tre der var den
aktuelle skabelon.

Nér de forst har valgt en skabelonvirus, skal de forst konstruere Spike-proteinet gennem molekylaer

kloning, s det kan binde hACE2. Konceptet og kloningsteknikkerne involveret i denne manipulation er
blevet veldokumenteret i litteraturen®* 46348 Med nasten ingen risiko for at fejle kunne
skabelonbatvirussen derefter konverteres til et coronavirus, der kan binde hACE2 og inficere

mennesker*+-4°,




For det andet ville de bruge molekyler kloning til at indfere et furinspaltningssted ved S1/S2-krydset
mellem Spike. Denne manipulation, baseret pa kendt viden®®1:63 ville sandsynligvis producere en stamme

af coronavirus, der er mere smitsom og patogen.

For det tredje ville de producere en ORF1b-genkonstruktion. ORF1b-genet koder for polyproteinet
Orflb, der behandles posttranslationelt for at producere individuelle virale proteiner: RNA-afhengig
RNA-polymerase (RdRp), helicase, guanidin-N7-methyltransferase, uridylatspecifik endoribonuklease og
2'-O-methyltransferase. Alle disse proteiner er dele af virussens replikationsmaskineri. Blandt dem er
RdRp-proteinet det mest afgerende og er meget konserveret blandt coronavirus. Det er vigtigt, at Dr.
Zhengli Shis laboratorium bruger en PCR-protokol, som forsterker et bestemt fragment af RdRp-genet,
som deres primare metode til at detektere tilstedeverelsen af coronavirus i rd prover (bat fecal swap, feces
osv.). Som et resultat af denne praksis har Shi-gruppen dokumenteret sekvensoplysningerne for dette korte
segment af RdRp for alle coronavirus, som de med succes har fundet og / eller samlet.

Her er den genetiske manipulation mindre kreevende eller kompliceret, fordi Orflb er konserveret og
sandsynligvis ville Orflb fra ethvert f-coronavirus vaere kompetent nok til at udfere arbejdet. Vi mener

dog, at de gnsker at introducere en bestemt Orf1b i virussen af en af de to mulige arsager:

1. Da mange fylogenetiske analyser kategoriserer coronavirus kun ud fra sekvensligheden af
RdRp-genet!®31:358387 kan det at have en anden RdRp i genomet sikre, at SARS-CoV-2 og
ZCAS5 /| ZXC21 adskilles i forskellige grupper / underlinjer i fylogenetiske undersogelser. At
vaelge et RdRp-gen er imidlertid praktisk, fordi den korte RdRp-segmentsekvens er blevet
registreret for alle coronavirus, der nogensinde er indsamlet / pavist. Deres endelige valg var
RdRp-sekvensen fra bat coronavirus RaBtCoV / 4991, som blev opdaget i 2013. For RaBtCoV /
4991 var den eneste information, der nogensinde blev offentliggjort, sekvensen af dens korte
RdRp-segment®’, mens hverken dens fulde genomiske sekvens eller virusisolering nogensinde var
rapporteret. Efter amplifikation af RdARp-segmentet (eller hele ORF1b-genet) af RaBatCoV / 4991
ville de derefter have brugt det til efterfolgende samling og oprettelse af genomet af
SARS-CoV-2. Sma @ndringer i RdRp-sekvensen kunne enten introduceres i begyndelsen
(gennem DNA-syntese) eller genereres via passager senere. Nar de var involveret i fabrikationen
af RaTG13-sekvensen pa et separat spor, kunne de have startet med det korte RdARp-segment
af RaBtCoV / 4991 uden at indfere @ndringer i dens sekvens, hvilket resulterede i en 100%
nukleotidsekvensidentitet mellem de to vira pa dette korte RdRp-segment®*. Denne RaTG13-virus
kunne derefter haevdes at vaere opdaget tilbage 1 2013.

2. RdRp-proteinet fra RaBatCoV / 4991 er unikt, fordi det er bedre end RdRp fra noget andet
B-coronavirus til udvikling af antivirale leegemidler. RdRp har ingen homologer i humane celler,
hvilket gor dette essentielle virale enzym til et meget enskeligt mal for antiviral udvikling. Som et
eksempel er Remedesivir, som i gjeblikket gennemgar kliniske forseg, malrettet mod RdRp. Nar
de opretter en ny og human-targeting virus, ville de ogsd vare interesserede i at udvikle
modgiften. Selvom legemiddelopdagelse som denne muligvis ikke let kan opnés, er det rimeligt
for dem med vilje at inkorporere en RdRp, der er mere modtagelig for antiviral

leegemiddeludvikling.

Fjerde, de ville bruge omvendt genetik til at samle genfragmenterne af pigge, ORF1b og resten af

skabelonen ZC45 i en cDNA-version af det virale genom. De ville derefter udfere in




vitro-transkription for at opna det virale RNA-genom. Transfektion af RNA-genomet til celler vil
muliggere genopretning af levende og infektiose vira med det enskede kunstige genom.

Femte, de udferte karakterisering og optimering af virusstammen/-stammerne for at forbedre
egnetheden, infektiviteten og den samlede tilpasning ved anvendelse af seriel passage in vivo. En eller

flere virale stammer, der opfylder bestemte kriterier, opnds derefter som slutprodukt (er).
2.2 En postuleret syntetisk rute til oprettelse af SARS-CoV-2

I dette underafsnit beskriver vi mere detaljeret, hvordan hvert trin kunne udferes i
laboratorieindstillinger ved hjelp af tilgengelige materialer og rutinemeessige molekylere, celluleere og
virologiske teknikker. Et diagram over denne proces er vist i figur 8. Vi estimerer, at hele processen kan
veere afsluttet pad cirka 6 méneder.

Trin 1: Engineering RBM af Spike til hACE2-binding (1.5 méneder)

Spike-proteinet fra et flagermus-coronavirus er enten ude af stand til eller ineffektivt i at binde
hACE2 pa grund af manglen pa vigtige rester i dets RBM. Dette kan eksemplificeres ved RBM fra
skabelonvirussen ZC45 (figur 4). Det forste og mest kritiske trin i oprettelsen af SARS-CoV-2 er at
konstruere Spike, s& den far evnen til at binde hACE2. Som det fremgar af litteraturen, er saddanne
manipulationer blevet udfert gentagne gange i forskningslaboratorier siden 2008, som med succes gav
manipulerede coronavirus med evnen til at inficere humane celler. Selvom der er mange mulige mader,
hvorpa man kan konstruere Spike-proteinet, mener vi, at det, der faktisk blev foretaget, var at de erstattede
den oprindelige RBM med en designet og muligvis optimeret RBM ved hjelp af SARS 'RBM som en
vejledning. Som beskrevet i del 1 understettes denne teori af vores observation, at to unikke
restriktionssteder, EcoRI og BstEIl, findes i hver ende af RBM i SARS-CoV-2 genomet (figur 5A) og af
det faktum, at sddan RBM- swap er med succes udfert af Dr. Zhengli Shi og af hendes langsigtede
samarbejdspartner og strukturbiologiske ekspert, Dr. Fang Li.

Selvom ZC45 spike ikke indeholder disse to begraensningssteder (figur 5B), kan de introduceres
meget let. Det oprindelige piggen ville enten blive amplificeret med RT-PCR eller opnéet gennem
DNA-syntese (nogle @ndringer kunne sikkert introduceres i visse variable regioner i sekvensen) efterfulgt
af PCR. Genet blev derefter klonet ind i et plasmid ved anvendelse af andre restriktionssteder end EcoRI
og BstEII. En gang i plasmidet kan piggenet let modificeres. For det forste kan et EcoRI-sted introduceres
ved at konvertere den fremhaevede "gaacac" -sekvens (figur 5B) til den enskede "gaattc" (figur 5A).
Forskellen mellem dem er to pd hinanden felgende nukleotider. Ved hjelp af det kommercielt tilgeengelige
QuikChange Site-Directed Mutagenesis-kit kan en sadan di-nukleotidmutation genereres pa ikke mere end
en uge. Derefter kunne BstEll-stedet introduceres pa samme made i den anden ende af RBM. Specifikt
ville "gaatacc" -sekvensen (figur 5B) blive konverteret til den enskede "ggttacc" (figur 5A), hvilket pé
lignende made ville kreeve en uges tid.

Nér disse restriktionssteder, som er unikke inden for spikesgenet af SARS-CoV-2, blev introduceret
med succes, kunne forskellige RBM-segmenter let byttes ind, og det resulterende Spike-protein blev
derefter evalueret under anvendelse af etablerede assays.




Som beskrevet i del 1 kunne designet af et RBM-segment styres godt af strukturer med hgj oplesning
(figur 3)3738, hvilket giver en sekvens, der ligner SARS RBM pé en intelligent mdde. Nar de udferte det
strukturstyrede design af RBM, ville de have fulgt rutinen og genereret nogle fa (for eksempel et dusin)
sddanne RBM'er med hab om, at en eller flere specifikke variant (er) kan vare bedre end andre i bindende
hACE2. Nér designet var feerdigt, kunne de fa hver af de designede RBM-gener syntetiseret kommercielt
(hurtig og meget overkommelig) med et EcoRI-sted i 5'-enden og et BstEll-sted i 3'-enden. Disse nye
RBM-gener kunne derefter klones i henholdsvis spike-genet. Gensyntese og efterfelgende kloning, som
kunne udferes i en batch-tilstand for det lille bibliotek med designede RBM'er, ville tage cirka en maned.

Disse konstruerede Spike-proteiner kan derefter testes for hACE2-binding ved hjelp af de etablerede
pseudotype-virusinfektionsassays*#*., Den konstruerede Spike med gode til us@dvanlige bindende
tilhersforhold ville blive valgt. (Selvom det ikke er nadvendigt, kunne der vaere involveret rettet udvikling
her (fejludsat PCR pa RBM-genet), kombineret med enten et in vitro-bindingsassay’>® eller et
pseudotype-virusinfektionsassay*>#* for at opnd en RBM, der binder hACE2 med enestéende affinitet.)

I betragtning af den overflod af litteratur om Spike-teknik*4-46-8486 oo de tilgeengelige strukturer med
hej oplesning i Spike-hACE2-komplekset’’-*8, ville succesen af dette trin veere meget garanteret. Ved
afslutningen af dette trin opnas som ensket et nyt spike-gen, der koder for et nyt Spike-protein, der er i
stand til at binde hACE2 med hej affinitet.

Trin 2: Udvikling af et furinspaltningssted ved S1 / S2-krydset (0.5 méned)

Produktet fra trin 1, et plasmid indeholdende den konstruerede spids, ville blive yderligere
modificeret til at omfatte et furinspaltningssted (segment angivet med grenne linjer i figur 4) ved
S1/S2-krydset. Denne korte straekning af gensekvensen kan hensigtsmaessigt indsattes ved anvendelse af
adskillige rutinemassige kloningsteknikker, herunder QuikChange stedstyret PCR®, overlapning af PCR
efterfulgt af restriktionsenzymfordejelse og ligering®! eller Gibson-samling. Ingen af disse teknikker vil
efterlade spor i sekvensen. Uanset hvilken kloningsmetode der var valgt, ville det indsatte genstykke blive
inkluderet i primerne, som ville blive designet, syntetiseret og anvendt i kloningen. Dette trin, der forer til
en yderligere modificeret Spike med furin-spaltningsstedet tilfejet ved S1 / S2-krydset, kunne afsluttes pa
hgjst to uger.

Trin 3: F4 et ORF1b-gen, der indeholder sekvensen af det korte RdRp-segment fra RaBtCoV /4991 (1
maned, men kan dog udfores samtidigt med trin 1 og 2)

I modsetning til engineering af Spike er der ikke behov for noget kompliceret design her, bortset fra
at RdRp-gensegmentet fra RaBtCoV/4991 skulle medtages. Gibson-samling kunne have vearet brugt her. I
denne teknik kombineres adskillige fragmenter, hvor hvert tilstedende par deler 20-40 bp overlapning,
sammen i en simpel reaktion for at samle et langt DNA-produkt. To eller tre fragmenter, der hver deekker
en signifikant sektion af ORF1b-genet, ville blive valgt baseret pd kendte bat coronavirus-sekvenser. Et af
disse fragmenter ville vare RdRp-segmentet af RaBtCoV/4991%. Hvert fragment ville blive
PCR-amplificeret med passende overlapningsregioner indfert i primerne. Endelig ville alle oprensede
fragmenter blive samlet i &kvimolare koncentrationer og tilsat til Gibson-reaktionsblandingen, som efter
en kort inkubation ville give det enskede ORF1b-gen i sin helhed.




Trin 4: Producer det designede virale genom ved hjelp af omvendt genetik og genopret levende vira (0,5

maned)

Omvendt genetik er ofte blevet brugt til samling af hele virale genomer, herunder
coronavirus-genomer®”?2-%, Det seneste eksempel er rekonstruktion af SARS-CoV-2 genomet ved hjelp af
transformationsassisteret rekombination i geer”’. Ved hj&lp af denne metode samlede den schweiziske
gruppe hele virusgenomet og producerede levende vira pé bare en uge®’. Denne effektive teknik, der ikke
vil efterlade spor af kunstig manipulation i det skabte virale genom, har veeret tilgeengelig siden 2017°%%,
Ud over det manipulerede piggen (fra trin 1 og 2) og ORF1b-genet (fra trin 3), andre fragmenter, der
dekker resten af genomet, ville blive opndet enten gennem RT-PCR-amplifikation fra
skabelonvirussen eller gennem DNA-syntese ved at folge en sekvens, der var let endret fra
skabelonvirusens. Vi mener, at den sidstnevnte fremgangsmade var mere sandsynlig, da den ville tillade
sekvensandringer indfert i de variable regioner af mindre konserverede proteiner, hvis proces let kunne
styres af flere sekvensjusteringer. Aminosyresekvenserne af mere konserverede funktioner, sdsom
E-proteinets, kunne have veret uendret. Alle DNA-fragmenter ville derefter blive samlet sammen og
transformeret til ger, hvor cDNA-versionen af SARS-CoV-2 genomet ville blive samlet via
transformation-assisteret rekombination. Naturligvis kunne der ogsd anvendes en alternativ metode til
omvendt genetik®2%6100 som WIV med succes har brugt tidligere®’. Selvom nogle tidligere omvendte
genetiske tilgange kan efterlade restriktionssteder, hvor forskellige fragmenter ville blive forbundet, ville
disse spor vare svare at opdage, da det ngjagtige sted for ligering kan vere hvor som helst i ~ 30 kb
genomet. Uanset hvad ville en cDNA-version af virusgenomet opnéds fra det omvendte genetiske
eksperiment. Efterfolgende in vitro-transkription under anvendelse af cDNA som skabelon ville give det
virale RNA-genom, som ved transfektion i Vero E6-celler ville tillade produktion af levende vira, der
barer alle de designede egenskaber.

Trin 5: Optimer virussen til fitness og forbedr dens hACE2-bindende affinitet in vivo (2.5-3 méneder

Virus genvundet fra trin 4 skal tilpasses yderligere under det klassiske eksperiment - seriel passage i
forsegsdyr'?!. Dette sidste trin ville validere virussens egnethed og sikre dets receptororienterede tilpasning
til den tilsigtede veert, som ifelge analyserne ovenfor burde vare menneskelig. Vigtigere er, at RBM og
furinspaltningsstedet, som blev introduceret i Spike-proteinet separat, nu ville blive optimeret sammen som
en funktionel enhed. Blandt forskellige tilgeengelige dyremodeller (fx mus, hamstere, fritter og aber) til
coronavirus, skulle hACE2 transgene mus (hACE2-mus) vaere det mest korrekte og bekvemme valg her.
Denne dyremodel er blevet etableret under undersogelsen af SARS-CoV og har veret tilgengelig i
Jackson Laboratory i mange &r!'0>104,

Proceduren for seriel passage er ligetil. Kort fortalt ville den valgte virale stamme fra trin 4, en
forlgber for SARS-CoV-2, blive podet intranasalt i en gruppe bedevede hACE2-mus. Cirka 2-3 dage efter
infektion ville virussen i lungerne normalt forstaerkes til en toptiter. Musene blev derefter ofret og lungerne
homogeniseret. Normalt ville muselungesupernatanten, som barer den hgjeste virale belastning, bruges til

at ekstrahere kandidatvirus til naste passage. Efter ca. 10 ~ 15 runder med passage ville den
hACE2-bindende affinitet, infektionseffektiviteten og dedeligheden af virusstammen blive
tilstrekkeligt ~ forbedret  og  virusgenomet  stabiliseret'”’.  Endelig, efter en  rakke

karakteriseringseksperimenter (f.eks. Viral kinetikanalyse, antistofresponsanalyse, symptomobservation og
patologiundersggelse), blev det endelige produkt, SARS-CoV-2, opnéet og afsluttet hele




skabelsesprocessen. Fra dette tidspunkt kunne dette virale patogen amplificeres (sandsynligvis ved hjaelp af
Vero E6-celler) og produceres rutinemaessigt.

Det er bemerkelsesverdigt, at baseret pa det arbejde, der er udfert p& SARS-CoV, er hACE2-musene,
selvom de er egnede til SARS-CoV-2-tilpasning, ikke en god model til at afspejle viruss transmissibilitet
og tilknyttede kliniske symptomer hos mennesker. Vi mener, at disse forskere méske ikke har brugt en
ordentlig dyremodel (sasom den gyldne syriske hamster) til at teste overferbarheden af SARS-CoV-2 for
udbruddet af COVID-19. Hvis de havde udfert dette eksperiment med en korrekt dyremodel, ville
SARS-CoV-2s meget smitsomme natur vaere yderst tydelig, og derfor ville SARS-CoV-2 ikke vere blevet
beskrevet som "ikke fordrsager menneske-til-menneske-transmission" kl. starten pd udbruddet.

Vi spekulerer ogsd i, at den omfattende laboratorietilpasning, der er orienteret mod forbedret
overforbarhed og dedelighed, muligvis har fort virussen for langt. Som et resultat kunne SARS-CoV-2
have mistet kapaciteten til at deempe bade overferbarhed og dedelighed under dens nuvaerende tilpasning i
den menneskelige befolkning. Denne hypotese er i overensstemmelse med manglen pé tilsyneladende
dempning af SARS-CoV-2 indtil videre pé trods af dens store udbredelse og med observationen om, at en

for nylig fremkommet, fremherskende variant kun viser forbedret overforbarhed!>-1%,

Seriel passage er en hurtig og intensiv proces, hvor tilpasningen af virussen accelereres. Selvom
det er beregnet til at efterligne naturlig udvikling, er seriel passage meget mere begranset i bade tid og
skala. Som et resultat kunne der forventes mindre tilfzeldige mutationer i seriel passage end i naturlig
udvikling. Dette gelder iser for konserverede virale proteiner, sasom E-proteinet. Kritisk i viral
replikation, E-proteinet er en determinant for virulens, og engineering af det kan gere SARS-CoV-2
svaekket'®111, Derfor kunne disse forskere pa det indledende samlingsstadium have besluttet at holde
aminosyresekvensen for E-proteinet uendret fra ZC45 / ZXC21. P4 grund af E-proteinets konserverede
natur og begransningerne i seriel passage forekom der faktisk ingen aminosyremutation, hvilket
resulterede i en 100% sekvensidentitet pa4 E-proteinet mellem SARS-CoV-2 og ZC45 / ZXC21. Det samme
kunne vaere sket med merkerne af molekylar kloning (restriktionssteder, der flankerer RBM). Seriel
passage, som delvis skulle have naturaliseret SARS-CoV-2 genomet, havde muligvis ikke fjernet alle tegn

pa kunstig manipulation.
3. Afsluttende bemarkninger

Mange sporgsmaél forbliver ubesvarede om oprindelsen af SARS-CoV-2. Fremtraedende virologer har
impliceret i et Nature Medicine-brev, at laboratorieflugt, selvom det ikke er helt udelukket, var
usandsynligt, og at der ikke er tegn pd genetisk manipulation i SARS-CoV-2 genomet*. Her viser vi dog, at
genetisk bevis inden for spikesgenet i SARS-CoV-2 genomet (restriktionssteder flankerende RBM; tandem
sjeldne kodoner anvendt pa det indsatte furinspaltningssted) findes og antyder, at SARS-CoV-2 genomet
skal vare et produkt af genetisk manipulation. Desuden er de gennemprevede begreber, veletablerede
teknikker og viden og ekspertise alle pa plads til den bekvemme oprettelse af dette nye coronavirus pé kort
tid.

Motiver til side er folgende fakta om SARS-CoV-2 godt understottet:
1. Hvis det var et laboratorieprodukt, er det mest kritiske element i dets oprettelse, rygraden /
skabelonvirussen (ZC45 / ZXC21), ejet af militere forskningslaboratorier.




2. Genomsekvensen af SARS-CoV-2 har sandsynligvis gennemgéet genteknologi, hvorigennem virussen
har féet evnen til at malrette mod mennesker med forbedret virulens og infektivitet.

3. Karakteristika og patogene virkninger af SARS-CoV-2 er hidtil uset. Virussen er yderst overferbar,
onset-skjult, malrettet mod flere organer, folgetyd uklar, dedelig og forbundet med forskellige
symptomer og komplikationer.

4. SARS-CoV-2 forarsagede en verdensomspandende pandemi, der tog hundreder af tusinder af liv og
lukkede den globale skonomi. Det har en destruktiv magt som ingen anden.

At demme ud fra beviserne for, at vi og andre har samlet, mener vi, at det at finde oprindelsen til

SARS-CoV-2 ber involvere en uafhengig revision af WIV P4-laboratorierne og laboratorierne hos deres

nare samarbejdspartnere. En sddan undersggelse burde have fundet sted for lenge siden og burde ikke

udsettes yderligere.

Vi bemearker ogsd, at i offentliggerelsen af den kimere virus SHCO15-MAI1S5 i 2015 blev
tilskrivningen af finansiering af Zhengli Shi fra NIAID oprindeligt udeladt. Det blev genindsat i
publikationen i 2016 under en rettelse, méske efter medet i januar 2016 for at genindfere NIH-finansiering
til gevinst-til-funktion-forskning pa vira. Dette er en usadvanlig videnskabelig adfeerd, som har brug for en
forklaring pa.

Hvad der ikke er grundigt beskrevet i denne rapport, er de forskellige beviser, der indikerer, at flere for
nylig offentliggjorte coronavirus (RaTG13'%, RmYNO02* og flere pangolin coronavirus?’->>3!) er meget
mistenkelige og sandsynligvis falske. Disse fabrikationer tjener intet andet formél end at vildlede det
videnskabelige samfund og offentligheden, s& den sande identitet af SARS-CoV-2 skjules. Selvom
udelukkelse af detaljer i sddan beviser ikke a@ndrer konklusionen af den aktuelle rapport, mener vi, at disse
detaljer vil give yderligere stotte til vores pastand om, at SARS-CoV-2 er en laboratorieforbedret virus og
et produkt med gevinst for funktionsforskning. En opfelgningsrapport, der fokuserer pé sddanne yderligere
beviser, udarbejdes nu og vil blive forelagt snart.

Anerkendelser

Vi vil gerne takke Daoyu Zhang for at dele resultaterne af mutationer i E-proteinerne i forskellige
undergrupper af B-coronavirus med os. Vi takker ogsa alle anonyme forskere og andre personer, der har
bidraget til at afdekke forskellige fakta forbundet med oprindelsen af SARS-CoV-2.
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