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Die Herkunft des schweren akuten respiratorischen Syndroms - Coronavirus (SARS-CoV)-2 ist immer noch umstritten. Genomanalysen zeigen, dass
es sich bei SARS-CoV-2 wahrscheinlich um ein chimares Virus handelt, dessen Sequenz dem Fledermaus-CoV RaTG13 am nachsten kommt,
wahrend seine Rezeptorbindungsdomane (RBD) fast identisch mit der eines Schuppentier-CoV ist. Chimare Viren kénnen durch nattrliche
Rekombination oder menschliche Eingriffe entstehen. Die Furin-Spaltstelle im Spike-Protein von SARS-CoV-2 verleiht dem Virus die Fahigkeit,
Spezies- und Gewebebarrieren zu Uberwinden, war aber bisher in anderen SARS-&hnlichen CoVs nicht zu finden. Kénnten genetische
Manipulationen vorgenommen worden sein, um Pangoline als mdgliche Zwischenwirte flr von Fledermausen abgeleitete CoVs zu evaluieren, die
urspriinglich nicht in der Lage waren, an menschliche Rezeptoren zu binden? Sowohl die Spaltstelle als auch die spezifische RBD kdnnten durch
ortsgerichtete Mutagenese entstanden sein, ein Verfahren, das keine Spuren hinterlasst. In Anbetracht der verheerenden Auswirkungen von SARS-
CoV-2 und der Wichtigkeit, zuklnftige Pandemien zu verhindern, haben Forscher die Verantwortung, eine grindliche Analyse aller méglichen
Urspriinge von SARS-CoV-2 durchzufiihren.

EINLEITUNG

Seit dem Ausbruch des schweren akuten respiratorischen Syndroms - Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) in Wuhan, China, ist fast ein Jahr vergangen,
und der Ursprung ist immer noch umstritten. Trotz der internationalen Forschungsanstrengungen konnte ein naturlicher Wirt, entweder direkt oder als
Zwischenwirt, noch nicht identifiziert werden. Die Hypothese, dass der Wuhan Huanan Seafood Wholesale Market die erste Quelle fiir die
Ubertragung des Virus vom Tier auf den Menschen war, wurde inzwischen endgliltig verworfeni und die wenigen Marktproben, die gesammelt
wurden, zeigten nur an den Menschen angepasstes SARS-CoV-2, ohne Spuren von zoonotischen Vorgangerstammenii . Fast alle bisher
veroffentlichten wissenschaftlichen Arbeiten behaupten, dass SARS-CoV-2 einen natirlichen Ursprung hat, und die einzige veroffentlichte Arbeit, die
einen moglichen Laborursprung in Betracht zieht konzentriert sich auf die serielle Passage als die Technik, die die spezielle Anpassung von SARS-
CoV-2 an menschliche Zellen rechtfertigen kénnte. Wir beschreiben hier, wie die beiden Hauptmerkmale von SARS-CoV-2, (1) das Vorhandensein
einer Furin-Spaltstelle, die bei anderen CoVs derselben Gruppe fehlt, und (2) eine Rezeptorbindungsdomane (RBD), die fiir die Bindung an
menschliche Zellen optimiert ist@ das Ergebnis von Labormanipulationstechniken wie der ortsgerichteten Mutagenese sein kdnnten. Der Erwerb
beider einzigartiger Merkmale durch SARS-CoV-2 mehr oder weniger gleichzeitig ist weniger wahrscheinlich natlrlich oder nur durch serielle Passage

von Zellen/Tieren verursacht.

SARS-COV-2'S ENGSTE VERWANDTE SIND FLEDERMAUS- UND
SCHUPPENTIER-CORONAVIREN

Zhou et al. Bvom Wuhan Institute of Virology (WIV) waren die ersten, die ein neues Coronavirus (CoV), SARS-CoV-2, identifizierten und
charakterisierten. Die genomischen Sequenzen, die aus frihen Fallen gewonnen wurden, hatten eine 79%ige Sequenzidentitat mit den CoVs, die
2002-2003 das schwere akute respiratorische Syndrom (SARS-CoV) verursachten, und eine 96,2%ige Sequenzidentitat mit RaTG13 (MN996532),



einer CoV-Sequenz, die bei einer Rhinolophus affinis-Fledermaus nachgewiesen wurde. RaTG13 ist derzeit der nachste gefundene phylogenetische
Verwandte von SARS-CoV-2,4 aber seine vollstandige genomische Sequenz wurde nicht vor dem Ausbruch von SARS-CoV-2 verdéffentlicht und die
urspriingliche Probe wurde 2013 von derselben Gruppe von WIV-Forschern in der Provinz Yunnan (China) gesammelt. Zhou et al. Blgaben an, eine
Ubereinstimmung zwischen SARS-CoV-2 und einer kurzen Region der RNA-abhangigen RNA-Polymerase (RdRp) eines CoV in ihrer Datenbank

gefunden zu haben und sequenzierten dann die 2013 gesammelte Originalprobe vollstandig, die sie RaTG13 nannten.

Wir entdeckten, dass das RdRp von RaTG13 eine 100%ige Nukleotididentitat mit der Sequenz BtCoV/4991 (KP876546) aufweist, die von Ge et al. &
in einer Rhinolophus affinis-Fledermaus in der Provinz Yunnan im Jahr 2013 identifiziert wurde, demselben Ort und Jahr wie RaTG13. BtCoV/4991
wurde in einer von Fledermausen besiedelten Mine bei Tongguanzhen, Mojiang, Yunnan, gesammelt. Die WIV-Forscher wurden eingeladen, das
Bergwerk zu untersuchen, nachdem sechs Bergleute dort im Jahr 2012iii an einer schweren Lungenentzindung erkrankt waren und drei der
Bergleute gestorben sind. € Die Bergleute waren mit der Beseitigung von Fledermauskot in der Mine beauftragt worden, und der Schweregrad ihrer
Lungenentziindung korrelierte mit der Dauer der Exposition in der Mine. 2P Proben von vier Bergleuten wurden anschlieRend am WIV getestet, wo in
allen Proben Immunglobulin G (IgG) Antikdrper gegen SARS nachgewiesen wurden. 8Wenn man bedenkt, dass wahrend des SARS-Ausbruchs
2002-2004 nur etwa 5300 Menschen auf dem chinesischen Festland infiziert waren, von denen die meisten in Guandong wohnten, ist die
Wahrscheinlichkeit, dass vier Bergleute in Yunnan Antikérper vom SARS-Ausbruch 2002-2004 behalten haben, verschwindend gering. Andererseits
ist es moglich, dass der den Bergleuten verabreichte SARS-Antikdrpertest mit einem neuartigen SARS-ahnlichen Fledermausvirus kreuzreagierte,
das die Bergleute in der Mine erworben hatten. Ge et al. & haben eine Reihe von CoVs in der Mine identifiziert, aber basierend auf der
phylogenetischen Analyse war BtCoV/4991 der einzige SARS-verwandte Stamm, der sich deutlich von allen zu diesem Zeitpunkt bekannten alpha-
und beta-CoVs abgrenzte. Auch in der phylogenetischen Analyse von Wang et al. aus dem Jahr 2019 unterschied sich BtCoV/4991 von anderen
Fledermaus-CoVs.® Chen et al. l¥jdentifizierten BtCoV/4991 als die nachstgelegene Sequenz zu SARS-CoV-2, da RaTG13 zu diesem Zeitpunkt
noch nicht veroffentlicht war. BtCoV/4991 und RaTG13 wurden spater als zwei verschiedene kodierende Namen desselben Stammes behauptet, da

ihre urspriinglichen Autoren am WIV die beiden Stamme als einen Eintrag in der Database of Bat-associated Viruses (DBatVir) registrierten. iv

Ende Juli 2020 behauptete Zhengli Shi, der fihrende CoV-Forscher der W1V, in einem E-Mail-Interview 1 die Umbenennung der RaTG13-Probe und
erklarte unerwartet, dass die vollstandige Sequenzierung von RaTG13 bereits im Jahr 2018 und nicht erst nach dem SARS-CoV-2-Ausbruch
durchgeflhrt wurde, wie in Zhou et al. B Die Kehrtwende in der Haltung der WIV, wann genau RaTG13 vollstandig sequenziert wurde, kdnnte auf die
Entdeckung unabhangiger Forscher zu den Urspriingen von SARS-CoV-2 zurlickzufiihren sein, dass die Dateinamen der von der WIV am 19. Mai

2020v hinterlegten Rohsequenzierungs-Reads darauf hinzudeuten scheinen, dass die Sequenzierung fir RaTG13 in den Jahren 2017 und 2018



durchgeflhrt wurde.vi Es ist jedoch noch kein formelles Erratum ber das Jahr der Sequenzierung und die Umbenennung der Proben von den

Autoren von Zhou et al. Blerschienen bzw. wurde, soweit derzeit bekannt, eingereicht.

Die zweite nicht-menschliche RdRp-Sequenz, die BtCoV/4991 am nachsten kommt (91,89 % Nukleotid-ldentitat), ist die CoV-Sequenz MP789
(MTO084071), die 2019 in einem Schuppentier (Manis javanica) aus der Provinz Guangdong (GD), China, isoliert wurde. 2 Das Hdllprotein von MP789
zeigt Uberraschenderweise 100%ige Aminosaurenidentitat mit dem entsprechenden Protein in RaTG13, in Fledermaus-SL-CoVZXC21
(MG772934.1), in Fledermaus-SL-CoVZC45 (MG772933.1) und in einigen frihen SARS-CoV-2-Isolaten (z.B. YP_009724392). 33 Das Hullprotein von

CoVs ist an kritischen Aspekten des viralen Lebenszyklus beteiligt, wie z. B. dem viralen Eintritt, der Replikation und der Pathogenese. 14

FLEDERMAUS-COVS WURDEN GRUNDLICH UNTERSUCHT UND
GENETISCH MANIPULIERT

Viele Studien haben berichtet, dass Fledermause natlirliche Reservoire flr eine groRe Vielfalt an potenziell pathogenen SARS-ahnlichen CoVs sind.
15 181 Einige dieser Viren kénnen potenziell direkt Menschen infizieren?, wahrend andere ihr Spike-Protein mutieren missen, um effektiv an den
menschlichen Angiotensin-1-Converting-Enzyme-2 (hACE2)-Rezeptor zu binden und den Viruseintritt zu vermitteln. 18Umdas Emergenzpotenzial
neuartiger CoVs zu bewerten, haben Forscher eine Reihe chimarer CoVs geschaffen, die aus Fledermaus-CoV-Riickgraten bestehen, die
normalerweise nicht in der Lage sind, menschliche Zellen zu infizieren, und deren Spike-Proteine durch solche von CoVs ersetzt wurden, die mit
menschlichem ACE2 kompatibel sind. Diese Chimaren sollten Rekombinationsereignisse simulieren, die in der Natur vorkommen kénnten. 12 20
Solche gain-of-function-Experimente haben eine Reihe von Bedenken hinsichtlich der biologischen Sicherheit aufgeworfen und Kontroversen unter
Forschern und in der Offentlichkeit ausgeldst. Eines der Hauptargumente fiir Gain-of-Function-Studien ist die Notwendigkeit, mit einem Arsenal an
Medikamenten und Impfstoffen fir die nachste Pandemie gerlstet zu sein. 21Im Gegensatz dazu ist eines der Hauptargumente gegen sie, dass die

nachste Pandemie selbst durch diese Experimente verursacht werden kénnte, aufgrund des Risikos eines Laborausbruchs. [22 23

In den letzten Jahren hatte sich das Feld der Koronavirologie auf Pan-CoV-Therapien und -Impfstoffe konzentriert, wie aus den Forschungsarbeiten
der letzten 5 Jahrel2¢:27sowie gys Medienberichten hervorgeht. vii Die synthetische Generierung diverser Panels potenzieller praemergenter CoVs
wurde zu einem erklarten Ziel aktiver Forderungen der EcoHealth Alliance, die einige solcher Forschungen am WIV in Zusammenarbeit mit Labors in

den USA und anderen internationalen Partnern finanzierte. viii



DIE HERSTELLUNG VON CHIMAREN COVS MIT NEUARTIGEN RBDS IST
SEIT JAHRZEHNTEN IM GANGE

Forscher haben schon seit liber zwei Jahrzehnten chimare CoVs erzeugt, lange vor dem Aufkommen moderner Sequenzierungs- oder Gentechnik-
Techniken. Zum Beispiel verwendete eine Gruppe der Universitat Utrecht 1999 gezielte RNA-Rekombination, um eine "Katze-und-Maus"-CoV-
Chimare zu erzeugen: Die RBDs eines Katzen- und eines Maus-CoVs wurden vertauscht, und es konnte gezeigt werden, dass dieser Austausch

auch den Spezies-Tropismus wahrend in vitro-Experimenten vertauscht. 128

Im Jahr 2007 erstellte die Shi-Gruppe am WIV eine Reihe von "Fledermaus-Mensch" CoV chimaren Spike-Proteinen, wahrend sie versuchte zu
bestimmen, was genau CoVs die Fahigkeit verleiht, von einer Spezies zur anderen zu springen. Die Forscher verwendeten verschiedene Segmente
des Spike-Proteins des menschlichen SARS-Virus, um entsprechende Segmente im Spike-Protein eines Fledermaus-Virus-Riickgrats zu ersetzen.
Sie kamen zu dem Schluss, dass eine relativ kurze Region (aa 310 bis 518) des Spike-Proteins "notwendig und ausreichend war, um Rp3-S in ein
huACE2-bindendes Molekll umzuwandeln "2-d. h. das Fledermaus-CoV-Spike-Protein mit einer neuartigen Fahigkeit zur Bindung an einen

menschlichen ACE2-Rezeptor auszustatten.

Im Jahr 2008 ging die Baric-Gruppe an der University of North Carolina (UNC) bei der WIV-Forschung noch einen Schritt weiter: Anstatt humane
Immunschwacheviren (HIV) Pseudoviren mit Fledermaus-CoV-Spike-Proteinen zu verwenden, wurde ein lebendes chimares CoV geschaffen. In
Anlehnung an die Experimente ihrer WIV-Kollegen von 2007 verwendete die Baric-Gruppe ein Fledermaus-SARS-ahnliches CoV als Backbone und
ersetzte dessen RBD durch die RBD von humanem SARS. &

Im Jahr 2015 schlossen sich die Gruppen Shi und Baric zusammen und veréffentlichten die wohl beriihmteste Gain-of-Function-Virologie-Arbeit, in
der die Schaffung eines weiteren synthetischen chimaren Virus beschrieben wurde. Diesmal wurde die RBD eines an die Maus angepassten SARS-
Backbones (SARS-MA15) durch die RBD von RsSHCO014 ersetzt, einem Fledermausstamm, der zuvor 2011 von der Shi-Gruppe aus Yunnan-
Fledermausen isoliert wurde. Im Jahr 2016 wiederholte die Baric-Gruppe ihr Experiment von 2015 unter Verwendung desselben SARS-MA15-
Backbones und der RBD von Rs3367,2einem nahen Verwandten von RsSHC014, der ebenfalls zuvor in Yunnan von WIV gefunden und nach der

Lebendkultivierung in "WIV1" umbenannt wurde. 11

Die wahrscheinlich grote Anzahl neuartiger chimarer Viren wurde 2017 in einer Arbeit der Shi-Gruppe am WIV beschrieben,18lin der die Autoren

berichteten, dass sie acht chimare Viren unter Verwendung von WIV1 als Grundgerust und durch Transplantation verschiedener RBDs von



Fledermaus-SARS-ahnlichen Viren erzeugten. Diese Viren wurden ber einen Zeitraum von 5 Jahren aus der gleichen Hohle in der Nahe von
Kunming, Provinz Yunnan, gesammelt, in der die Gruppe Shi urspriinglich Rs3367 und RsSHC014 gefunden hatte. Nur zwei der acht lebenden
chimaren Viren konnten erfolgreich gerettet werden, und bei diesen beiden Stdmmen wurde festgestellt, dass sie die Fahigkeit besitzen, an den
menschlichen ACE2-Rezeptor zu binden, wie durch Experimente in hACE2-exprimierenden HelLa-Zellen und RT-PCR-Quantifizierung der viralen
RNA bestatigt wurde.

SARS-COV-2 TEILT SEIN RBD MIT EINEM PANGOLIN COV

Die Mdoglichkeit, dass Pangoline der Zwischenwirt fiir SARS-CoV-2 sein kdnnten, wird schon lange diskutiert. 234 Die grofte Divergenz zwischen
SARS-CoV-2 und RaTG13 wird in der RBD ihrer Spike-Proteine beobachtet. Obwohl seine Gesamtgenom-Ahnlichkeit zu SARS-CoV-2 geringer ist
als die von RaTG13, hat der aus GD-Schuppentieren isolierte MP789-Stamm ein fast identisches RBD zu dem von SARS-CoV-2. Tatsachlich
besitzen Pangolin-CoVs und SARS-CoV-2 identische Aminosauren an den finf kritischen Resten der RBD, wahrend RaTG13 nur eine Aminosaure
mit SARS-CoV-2 teilt.s8 be ACE2-Sequenzahnlichkeit ist zwischen Menschen und Schuppentieren héher als zwischen Menschen und Fledermausen.
Interessanterweise hat das Spike-Protein von SARS-CoV-2 eine héhere vorhergesagte Bindungsaffinitat zum menschlichen ACE2-Rezeptor als zu
dem von Schuppentieren und Fledermausen. ix Vor dem Ausbruch von SARS-CoV-2 waren Schuppentiere die einzigen Saugetiere aulder
Fledermausen, bei denen eine Infektion mit dem mit SARS-CoV-2 verwandten CoV nachgewiesen wurde. 12 Rekombinationsereignisse zwischen der
RBD von CoV aus Schuppentieren und dem RaTG13-&hnlichen Rickgrat kdnnten SARS-CoV-2 als chimaren Stamm hervorgebracht haben. Damit
eine solche Rekombination auf natlrliche Weise stattfinden kann, missen die beiden Viren die gleiche Zelle im gleichen Organismus gleichzeitig
infiziert haben, ein eher unwahrscheinliches Ereignis, wenn man die geringe Populationsdichte von Schuppentieren und das seltene Vorkommen von
CoVs in ihren natirlichen Populationen bedenkt. x Dartiber hinaus zeigten Rezeptorbindungsstudien von rekonstituiertem RaTG13, dass es nicht an

ACE2 von Schuppentieren bindet.xi

DIE FURIN-SPALTSTELLE: DER ENTSCHEIDENDE UNTERSCHIED
ZWISCHEN SARS-COV-2 UND SEINEM NACHSTEN VERWANDTEN
RATG13

SARS-CoV-2 unterscheidet sich von seinem engsten Verwandten RaTG13 durch einige Schltisselmerkmale. Der auffalligste Unterschied ist der
Erwerb einer Spaltstelle im Spike-Protein von SARS-CoV-2, die durch ein Wirtszellenenzym Furin aktiviert wird, das zuvor in anderen beta-CoVs der

Linie b nicht identifiziert wurde28und der des Coronavirus des Middle East Respiratory Syndrome (MERS) &hnelt. 230 VVerarbeitung von



Wirtsproteasen spielt eine zentrale Rolle als Spezies- und Gewebebarriere, und das Engineering der Spaltstellen von CoV-Spike-Proteinen modifiziert
den Virustropismus und die Virulenz. &7 Die ubiquitéare Expression von Furin in verschiedenen Organen und Geweben hat SARS-CoV-2 die Fahigkeit
verliehen, Organe zu infizieren, die normalerweise fiir andere CoVs unverwundbar sind, was zu einer systemischen Infektion im Korper flihrt. 38
Zellkultiviertes SARS-CoV-2, dem die oben erwahnte Spaltstelle fehlte, verursachte bei infizierten Hamstern abgeschwachte Symptome,2und
Mutagenesestudien haben bestatigt, dass die polybasische Furinstelle essentiell fir die Fahigkeit von SARS-CoV-2's ist, menschliche Lungenzellen
zu infizieren. 4d

Die polybasische Furinstelle in SARS-CoV-2 wurde durch ein 12-Nukleotid-Insert TCCTCGGCGGGC geschaffen, das fir eine PRRA-
Aminosauresequenz an der S1/S2-Verbindung kodiert (Abbildung 1). Interessanterweise werden die beiden gemeinsamen Arginine durch zwei
CGGCGG-Codons kodiert, was fur diese Viren selten ist: Nur 5 % der Arginine werden in SARS-CoV-2 oder RaTG13 durch CGG kodiert, und
CGGCGG im neuen Insert ist die einzige doppelte Instanz dieses Codons in SARS-CoV-2. Das CGGCGG-Insert enthalt eine Faul-Restriktionsstelle,
von der es sechs Instanzen in SARS-CoV-2 und vier Instanzen in RaTG13 (und zwei in MP789) gibt. Die zufallige Lage der Faul-Stelle konnte die
Verwendung von Restriktionsfragmentlangen-Polymorphismus (RFLP)-Techniken &1 zum Klonen ¥2 oder Screening auf Mutationen “3ermdglichen, da
die neue Furin-Stelle in vitro zu Deletionen neigt. 22 44
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ABBILDUNG 1

Im Bildbetrachter 6ffnenPowerPoint

Nukleotidsequenz des S-Proteins an der S1/S2-Kreuzung in SARS-CoV-2 (NC045512.2), die die Furin-Spaltstelle (in blau) zeigt, die eine
Restriktionsstelle des Enzyms Faul enthalt

Eine Studie von Zhou et al. 48 berichtete Uber die Entdeckung eines neuen CoV-Stammes RmYNO2, der nach Angaben der Autoren natirliche PAA-

Aminosaure-Insertionen an der S1/S2-Spaltstelle aufweist, wo SARS-CoV-2 die PRRA-Insertion hat. Bei naherer Betrachtung der zugrundeliegenden



Nukleotidsequenz von RmYNO2 im Vergleich zu seinen nachsten Vorfahren bat-SL-CoVZC45 und bat-SL-CoVZXC21 sind jedoch keine Insertionen
zu erkennen, sondern nur Nukleotidmutationen (Abbildung 2).
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ABBILDUNG 2

Im Bildbetrachter 6ffnenPowerPoint

Alignment von Nukleotid- und Aminosauresequenzen des S-Proteins aus Fledermaus-SL-CoVZC45 (MG772933.1) und RmYNO2 an der S1/S2-

Kreuzungsstelle. Es sind keine Insertionen von Nukleotiden zu erkennen, die sich mdglicherweise in einer Furin-Spaltstelle entwickeln (in blau)

Daher bleibt SARS-CoV-2 unter seinen beta-CoV-Verwandten nicht nur aufgrund einer polybasischen Furinstelle an der S1/S2-Kreuzung einzigartig,
sondern auch aufgrund der vier Aminosauren umfassenden Insertion PRRA, die es geschaffen hat. Die Insertion bewirkt eine Spaltung des
urspringlichen Codons fir Serin (TCA) in MP789 oder RaTG13, um einen Teil eines neuen Codons fir Serin (TCT) und einen Teil der Aminosaure
Alanin (GCA) in SARS-CoV-2 zu erhalten (Abbildung 3).
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ABBILDUNG 3

Im Bildbetrachter 6ffnenPowerPoint

Alignment von Nukleotid- und Aminosauresequenzen des S-Proteins aus RaTG13 (MN996532), MP789 (MT084071) und SARS-CoV-2 (NC045512.2)
an der S1/S2-Stelle. Die gemeinsamen Nukleotide und Aminosauren sind in schwarz angegeben, die einzigartigen Nukleotide und Aminosauren von
SARS-CoV-2 in rot, die einzigartigen Nukleotide und Aminosauren von RaTG13 in griin und die gemeinsamen Nukleotide und Aminosauren von
SARS-CoV-2 und RaTG13, die sich von MP789 unterscheiden, in blau. Das Codon Forserin (TCA) in RaTG13 und MP789 wird in SARS-CoV-2
aufgespalten, um einen Teil eines neuen Codons Forserin (TCT) und einen Teil der Aminosaure Alanyin (GCA) zu erhalten

Die Insertion der Furin-Spaltstelle in SARS-CoV-2 befindet sich im Vergleich zu den Sequenzen MP789 und RaTG13 nicht im Leseraster mit dem
Rest der Sequenz (Abbildung 3). Daher kann ausgeschlossen werden, dass diese Insertion durch Polymerase-Slippage oder durch Freisetzung und
Reiming entstanden sein kdnnte, da durch diese Mechanismen erzeugte Insertionsmutationen postuliert wurden, um das Leseraster der viralen

Sequenz zu erhalten. 48 Die Méglichkeit, dass die Furin-Spaltstelle durch Rekombination erworben worden sein kdnnte, wurde kiirzlich von Seyran et



al. in Frage gestellt,“Z da das SARS-CoV-2-Spike-Protein im Gegensatz zum Rekombinationsmodell anderer CoVs kein weiteres

Rekombinationsereignis zu enthalten scheint.

KRITIK AN "DEM PROXIMALEN URSPRUNG VON SARS-COV-2"

Aufgrund des breiten Spektrums der seit fast 20 Jahren durchgefihrten Forschungen zu Fledermaus-SARS-CoVs, die mit ihrem Potenzial zum
Ubergreifen vom Tier auf den Menschen begriindet werden,“8'kann ein méglicher synthetischer Ursprung durch Labortechnik von SARS-CoV-2 nicht
ausgeschlossen werden. Der viel zitierte Artikel von Andersen et al. @stellt fest, dass SARS-CoV-2 héchstwahrscheinlich einen nattrlichen Ursprung
hat. Das Hauptargument der Autoren ist, dass die hochaffine Bindung des SARS-CoV-2-Spike-Proteins an hACE2 durch Modelle, die auf der RBD
von SARS-CoV basieren, nicht vorhergesagt werden konnte. Basierend auf der von Wan et al. durchgefuhrten Strukturanalyse“®hat SARS-CoV-2
das Potenzial, hACE2 effizienter zu erkennen als das 2002 entstandene SARS-CoV. Dariber hinaus hat die Generierung von chimaren CoV-
Stammen kuirzlich gezeigt, dass Fledermaus-CoV-Spikes mit grof3erer Plastizitat an den hACE2-Rezeptor binden kénnen als bisher vorhergesagt. 13
Alle Aminosauren in der RBD wurden ausgiebig analysiert und neue Modelle zur Vorhersage der ACE2-Affinitat sind verfiigbar. & n diesem
Zusammenhang wurde gezeigt, dass BatCoV Rs3367 (99,9 % Identitat mit WIV1) vier von sechs kritischen Resten in der RBD mit SARS-CoV-2
gemeinsam hat. In Anbetracht der Tatsache, dass fur WIV1 gezeigt wurde, dass es direkt an hACE2 bindet, hatte die gleiche Annahme auch fir die
RBD von SARS-CoV-2 getroffen werden kénnen. 51

Wie oben beschrieben, wurden im Laufe der Jahre chimare Viren geschaffen, um die mdgliche Pathogenitat von Fledermaus-CoVs fir den Menschen
zu untersuchen. In diesem Zusammenhang hatte SARS-CoV-2 synthetisiert werden kénnen, indem man ein RaTG13 &hnliches Rickgrat mit der RBD
von CoV kombiniert hatte, die derjenigen ahnelt, die kirzlich aus Schuppentieren isoliert wurdel2, da letztere durch eine héhere Affinitat zum hACE2-
Rezeptor gekennzeichnet ist. Diese Untersuchungen héatten darauf abzielen kdnnen, Schuppentiere als mogliche Zwischenwirte fir das fir den
Menschen potentiell pathogene Fledermaus-CoV zu identifizieren. Eine anschlieRende serielle Zell- oder Tierpassage, wie von Sirotkin & Sirotkin [1]
beschrieben, hatte die perfekte Adaption des RBD an den hACE2 liefern kénnen.

BezUlglich der Furin-Spaltstelle stellen Andersen et al. @fest, dass "die funktionelle Konsequenz der polybasischen Spaltstelle in SARS-CoV-2
unbekannt ist." Neue Studien von mehreren Gruppen haben in letzter Zeit diese Aktivierungsstelle als eine Mdglichkeit identifiziert, die es dem Virus
ermd@glicht, sich effizient zwischen Menschen zu verbreiten und mehrere Organe anzugreifen. 52 Experimente zur proteolytischen Spaltung von CoV-
Spike-Proteinen wurden kiirzlich als zukiinftige Schliisselstudien vorgeschlagen, um die Ubertragbarkeit des Virus in verschiedenen Wirten zu

verstehen. &2



Auch Andersen et al. @stellen in Anlehnung an die Arbeit von Almazan et al. 53fest, dass "die genetischen Daten unwiderlegbar zeigen, dass SARS-
CoV-2 von keinem bisher verwendeten Virusriickgrat abstammt.” In den letzten 6 Jahren vor dem Ausbruch von SARS-CoV-2 hat sich die Zahl der
moglichen Fledermaus-Riickgrate durch mehrere Fledermaus-CoV-Screenings unbestreitbar erhoht, nicht zuletzt durch RaTG13, das im Januar 2020

die wissenschaftliche Aufmerksamkeit auf sich zog. Weitere mdgliche Backbones konnten ebenfalls noch auf eine Verdffentlichung warten.

Andersen et al. @bekraftigen, dass "der Erwerb sowohl der polybasischen Spaltstelle als auch der vorhergesagten O-gebundenen Glykane auch
gegen kulturbasierte Szenarien spricht." Die Methoden zur Einfligung einer polybasischen Spaltstelle in das CoV der infektidsen Bronchitis sind in
Cheng et al. 4 beschrieben und flhrten zu einer erhéhten Pathogenitat. Bezliglich der vorhergesagten O-verknipften Glykane um die neu eingefligte
polybasische Stelle ist anzumerken, dass diese Vorhersage durch eine Cryo-EM-Untersuchung des SARS-CoV-2-Spike-Glykoproteins nicht bestatigt
wurde. 58 Nichtsdestotrotz ist es zwar richtig, dass O-verknlpfte Glykane viel wahrscheinlicher unter Immunselektion entstehen, sie kdnnten aber
auch im Labor durch ortsgerichtete Mutagenesel® hinzugefligt werden oder im Verlauf von In-vivo-Experimenten entstehen, z. B. in BLT-L-Mausen
mit menschlichen Lungenimplantaten und autologem menschlichen ImmunsystemiZ oder in Mausen, die den hACE2-Rezeptor exprimieren. B1Um die
Probleme der Isolierung von Fledermaus-CoV zu Uiberwinden, wurden Experimente durchgeflihrt, die auf der direkten Inokulation von Fledermaus-
CoV in Saugratten basieren. 58 Humanisierte Mause, Frettchen, Primaten und/oder andere Tiere mit ahnlicher ACE2-Konformation konnten alle fir

serielle Passageexperimente verwendet werden, wie von Sirotkin und Sirotkin ausfihrlich beschrieben.

Andersen et al. @stellen auRerdem fest, dass "die anschlieRende Generierung einer polybasischen Spaltstelle dann eine wiederholte Passage in
Zellkultur oder Tieren mit ACE2-Rezeptoren ahnlich denen des Menschen erfordert hatte, aber auch solche Arbeiten sind bisher nicht beschrieben
worden." Es ist nicht auszuschlief3en, dass solche Experimente aufgrund des SARS-CoV-2-Ausbruchs vor einer moglichen Veroffentlichung der

Ergebnisse abgebrochen wurden oder dass die Ergebnisse nie zur Veroffentlichung vorgesehen waren.

Es ist wichtig zu erwdhnen, dass RaTG13 und die Schuppentier-CoV-Sequenzen von geschmuggelten Schuppentieren, die im Marz 2019 in der
Provinz GD beschlagnahmt wurden und auf die sich die meisten veréffentlichten Arbeiten, die einen natirlichen Ursprung von SARS-CoV-2
unterstltzen, beziehen,2kirzlich hinsichtlich der Genauigkeit ihrer Assemblierungsdaten in Frage gestellt wurdenii und weitere Analysen erfordern,
um ihre Korrektheit zu beweisen. xiii -xiv 1Es sollte auch angemerkt werden, dass in vitro Rezeptorbindungsstudien von rekonstituiertem RaTG13
einige merkwirdige Ergebnisse lieferten. Die liberraschendste Beobachtung war, dass RaTG13, anders als SARS-CoV-2, nicht in der Lage ist, ACE2
in Fledermausen von R. macrotis zu binden, einem nahen Verwandten des angeblichen Wirts von RaTG13, R. affinis’®¥ (dessen ACE2-Rezeptor noch
nicht getestet wurde). Gleichzeitig wurde beobachtet, dass RaTG13 hACE2&Y bindet, allerdings nicht so gut wie ACE2 von Ratten und Mausen, an
das SARS-CoV-2 Uberhaupt nicht bindet. Ist es moglich, dass, so wie SARS-MA15 ein an die Maus angepasster SARS-Stamm war, RaTG13



tatsachlich eine an die Maus angepasste Version eines CoV ist, das aus der Mojiang-Hohle extrahiert wurde, und nicht ein Stamm, der aus einem
Fledermauskotabstrich gewonnen wurde? Leider ist die RaTG13-Probe erschopft und steht nicht mehr fir externe Untersuchungen zur Verfligung,®t!
was angesichts einer Reihe von Ungereimtheiten in den Sequenzier-Rohdaten bedauerlich ist. Auch der Status und die Verfligbarkeit der Proben der
Mojiang-Bergleute bleibt eine offene und hochst relevante Frage. Mehrere Proben der Bergleute wurden gesammeltZ 8 und wahrscheinlich gelagert,

und es ware von groflem Wert, sie auf das Vorhandensein von SARS-CoV-2-ahnlichen CoVs zu testen.

Eine weitere offene Frage ist der Grund fiir die Anderung und anschlieRende Léschung der WIV-eigenen Virusdatenbank. Im Mai 2020 berichteten
mehrere Medien, dass das Anderungsverfolgungssystem der internen Datenbank der WIV zeigte, dass die Datenbank von "Wildtier-libertragene
virale Erregerdatenbank” in "Fledermaus- und Nagetier-Ubertragene virale Erregerdatenbank” umbenannt wurde und ihre Beschreibung bearbeitet
wurde, um Instanzen von "Wildtier" durch "Fledermaus und Nagetier" zu ersetzen; auflerdem wurde die Erwahnung von "Arthropoden-Vektoren"
geldscht. xv Die Beschreibung der Datenbank gab an, dass sie Uber 60 MB Daten im SQL-Format (Structured Query Language) enthielt, aber Anfang
Mai 2020 funktionierte der Download-Link nicht mehr. xvi Anschlielend wurde die Datenbank-Seite in ihrer Gesamtheit entfernt, aber ihr
Schnappschuss ist immer noch im Webarchiv verfligbar. xvii Es ist moglich, dass andere internationale CoV-Labore das SQL-Archiv der WIV-

Datenbank heruntergeladen haben, bevor es entfernt wurde; in diesem Fall sollten diese Gruppen diese Daten 6ffentlich zuganglich machen.

WIE KONNTE DAS VIRUS AUS EINEM LABOR ENTKOMMEN?

Der Austritt von hochgefahrlichen Krankheitserregern aus Laboren ist kein seltenes Ereignis und Vorkommnisse sind in mehreren Landern
dokumentiert worden. Das bemerkenswerteste bekannte Laborleck ist der H1N1-Laborausbruch von 1977 aus China, der eine weltweite Pandemie
ausloste. 81 Der jliingste Fall ist der Ausbruch von Brucellose im November 2019, der in zwei Forschungszentren in Lanzhou, China, auftrat und tber
100 Studenten und Mitarbeiter infizierte. €2 & wurden auch mehrere Laborausbriiche des ersten SARS-Virus gemeldet: im Sommer 2003 in

Singapur,®dann im Dezember 2003 in Taiwan,xviii und im Fruhjahr 2004 zweimal in China. xix

Bedenken Uber die Laborsicherheit des WIV wurden 2018 von Beamten der US-Botschaft geduf3ert, nachdem sie das Institut besucht und ein
Gesprach mit Zhengli Shi gefiihrt hatten. Die Labor-Auditoren fassten ihre Sorgen in anschlieRenden diplomatischen Kabeln nach Washington
zusammen. xx Chinesische Experten haben auch Bedenken Uber die Laborsicherheit in ihrem eigenen Land geduliert und beklagt, dass
"Laborabfalle kiinstliche Viren, Bakterien oder Mikroben enthalten kdnnen" und dass "einige Forscher Labormaterialien nach Experimenten in die

Kanalisation entsorgen, ohne einen speziellen biologischen Entsorgungsmechanismus zu haben". xxi



Auch amerikanische Labore haben ihren Anteil an Sicherheitsproblemen gehabt. Kiirzlich wurde der Forschungsbetrieb in der Einrichtung der
Biosicherheitsstufe (BSL)-4 des United States Army Medical Research Institute of Infectious Diseases (USAMRIID) in Fort Detrick im August 2019
aufgrund von Sicherheitsverstofien, insbesondere im Zusammenhang mit der Entsorgung von infektiosem Material, unterbrochen. xxii Auch andere

US-Labore wurden wegen Sicherheitsproblemen zitiert. 22

Es kann eine Reihe von Szenarien angenommen werden, die zu einem Austritt von SARS-CoV-2 aus einem Labor fihren. Zum Beispiel kdnnte ein
infiziertes Tier aus einem Labor entkommen sein oder es kénnte einen Mitarbeiter gekratzt oder gebissen haben (eine Sorge, die 2017 im
Zusammenhang mit der Einrichtung einer BSL-4-Primatenimpfstoff-Testanlage in Kunming, Yunnan, geauert wurde®4), oder ein Forscher konnte
sich versehentlich mit dem Impfstoff gestochen haben (wie in zwei Fallen in Russlandxxiii geschehen). Bis 2020 galten CoVs nicht als besonders
todlich oder virulent. SARS-ahnliche CoVs erforderten nicht BSL-4 und konnten unter BSL-2- und BSL-3-Bedingungeni2 manipuliert werden, was ein
versehentliches Austreten wahrscheinlicher machte. Aerosol-Experimente mit CoVs® kdnnten ebenfalls zu einem Leck im Labor fiihren, da ein
Versagen der verwendeten Gerate lange Zeit unbemerkt bleiben konnte, bevor eine Infektion von Laborarbeitern entdeckt wird. Schlief3lich kénnte
das Virus moéglicherweise durch das Abwassersystem ausgetreten sein, wenn keine ordnungsgemafe Abfallentsorgung und/oder

Dekontaminationsverfahren eingehalten wurden.

SCHLUSSFOLGERUNGEN UND AUSBLICK

Auf der Grundlage unserer Analyse ist ein kiinstlicher Ursprung von SARS-CoV-2 keine haltlose Verschwoérungstheorie, die zu verurteilen st und
Forscher haben die Verantwortung, alle méglichen Ursachen fir die Entstehung von SARS-CoV-2 in Betracht zu ziehen. Die Einfligung der an den
Menschen angepassten Schuppentier-CoV-RBD, die durch serielle Passage von Zellen/Tieren und Furin-Spaltstelle erhalten wurde, kénnte aus
ortsgerichteten Mutagenese-Experimenten, im Rahmen von Evolutionsstudien oder der Entwicklung von Pan-CoV-Impfstoffen oder Medikamenten
stammen. Ein aktueller Artikel in Nature®? bestatigt, dass ein Laborursprung fiir SARS-CoV-2 nicht ausgeschlossen werden kann, da Forscher
versehentlich infiziert worden sein kdnnten, und dass Gain-of-Function-Experimente, die zu SARS-CoV-2 filhrten, am WIV durchgefiihrt worden sein
konnten. Die genetische Manipulation von SARS-CoV-2 hatte in jedem Labor auf der Welt mit Zugang zur Backbone-Sequenz und der notwendigen
Ausristung durchgefiihrt werden kénnen und wirde keine Spuren hinterlassen. Moderne Technologien, die auf Plattformen der synthetischen
Genetik basieren, ermoglichen die Rekonstruktion von Viren auf der Grundlage ihrer Genomsequenz, ohne dass ein naturliches Isolat benétigt wird.

[68]



Eine grindliche Untersuchung der Stammsammlungen und Forschungsaufzeichnungen in allen Laboren, die vor dem Ausbruch von SARS-CoV-2 an
der CoV-Forschung beteiligt waren, ist dringend erforderlich. Besonderes Augenmerk sollte auf CoV-Stamme gelegt werden, die in virologischen
Laboren generiert, aber noch nicht veréffentlicht wurden, wie die méglicherweise in der geléschten WIV-Datenbank beschriebenen. Da die Suche
nach einem mdglichen nattrlichen Wirt Jahre dauern kénnte, wie beim ersten SARS, 8% oder nie gelingen wird, sollte der Untersuchung nattirlicher

und labortechnischer Urspriinge von SARS-CoV-2 gleiche Prioritat eingerdumt werden.

Xiao Qiang, ein Forscher in Berkeley, erklarte kirzlich: "Genau zu verstehen, wie dieses Virus entstanden ist, ist ein entscheidendes Wissen, um dies
in Zukunft zu verhindern."kxil
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