Polaczenie bromelainy 1 acetylocysteiny
(BromAc) synergi(sty)cznie inaktywuje SARS-
CoV-2?

Uwaga: Nie jestem medykiem - w ponizszym tekscie wyrazam swoje wilasne opinie i informacje, ktére uwazam za wiarygodne w tej
dzungli systemowej dezinformacji, w jakiej zyjemy. Cokolwiek Czytelnik zrobi, badz nie, w kon-tekscie podanych tu informacji i
opinii, czyni to na wylacznie wlasng odpowiedzialno$é. Nie sprzedaje zadnego

z wymienionych tutaj suplementéw i nie zarabiam zadnych pieniedzy za przekazywanie tych informacji.

Z informacjami tymi zapoznatem sie wczoraj (jest 21 01 2023), ale, co ciekawe, z bromeling /
bromelajna jak rowniez NAC mam do czynienia juz od ponad roku.

Wiosng roku 2021 ukazaty sie ciekawe, sporo wnoszace informacje dotyczace radzenia sobie z
plandemig C-19, a konkretnie z pomoca jednoczesnego przyjmowania Bromeliny i NAC (czyli
acetylocysteiny) — nazwijmy te kombinacje: BromNac. Zorganizowany i szczelny system masowej
inorm... ups, dezinformacji - dlugo nie pozwalat na ujawnienie tej wiedzy widzom matrixowego
teatrzyku zwanego zyciem na Ziemi. Obecnie (styczen 2023) informacja ta wyplywa jednak do
ludzi.

W skrdcie: zrecenzowane badanie medyczne wskazuje, ze dwa popularne, tatwo dosteone
suplementy, bromelina i NAC, przyjmowane jednoczes$nie, neutralizuja ,,biatko kolca”

,T0Zpuszczajac to w nicosc”, jak ujmuje to opracowanie, z ktorego korzystatem opracowujac
niniejszy tekst, ktory jest w duzym stopniu thumaczeniem fragmentow tego opracowania.

Chetni do szerszego zapoznania sie z podang powyzej informacja moga zechcie¢ poznac szczegoty,
zamieszczam je ponizej. Tekst zawiera troche medycznego ,,betkotu” i jest dos¢ trudny w odbiorze,
ale nie powinno to przeszkodzi¢ zdeterminowanym.

[...]Jkoronawirus / zespot ostrej niewydolnosci oddechowej 2 (SARS-CoV-2) jest czynnikiem
sprawczym choroby koronawirusowej 2019 (COVID-19), ktéra moze wahac sie od postaci
bezobjawowych do ciezkich i smiertelnych z zespotem ogodlnoustrojowej odpowiedzi zapalnej. Na
dzien 21 lutego 2021 r. zgtoszono ponad 111 milionéw potwierdzonych przypadkow, przy
szacowanej ogolnej smiertelnosci na poziomie 2,2% [ 1 ].

Obecnie istnieje niewiele srodkow terapeutycznych, ktore okazaly sie korzystne w zmniejszaniu
wczesnej i poznej fazy progresji choroby [ 2 ]. Chociaz istnieje na szczescie wielu kandydatéw na
szczepionki, ich powszechna dostepnos¢ do szczepienia moze nie by¢ natychmiastowa, dtugosc
ochrony immunologicznej moze by¢ ograniczona [ 3 , 4 ], a skutecznosc¢ szczepionek moze zostac
zmniejszona przez nowe warianty SARS-CoV-2. Dlatego nadal potrzebne sq dalsze poszukiwania
skutecznych metod leczenia.

Strukturalnie SARS-CoV-2 zawiera powierzchniowe biatka szczytowe, biatka blonowe i biatka
otoczki, a takze wewnetrzne nukleoproteiny, ktore pakujq RNA. Biatko kolczaste jest kompleksem
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homotrimeru glikoproteiny o réznych rolach realizowanych poprzez dynamiczne modyfikacje
konformacyjne, oparte czesciowo na wiqzaniach dwusiarczkowych [ 5 ]. Umozliwia infekcje
komorek docelowych, miedzy innymi poprzez wiqzanie sie z ludzkimi receptorami enzymu
konwertujqcego angiotensyne (ACE2), co wyzwala proteolize przez transblonowq proteaze seryny 2
(TMPRSS2), furyne i by¢ moze inne proteazy, prowadzqc do wirionu i btony komérkowej
gospodarza fuzja [ 6,7 ].

Wejscie wirusow do komorek ssakéw lub ,,internalizacja wirusa” jest kluczowym mechanizmem
infekcji wirusem otoczkowym i opiera sie na dynamicznych zmianach konformacyjnych ich
glikoprotein powierzchniowych, a mianowicie, w ktorych posredniczy redukcja wiqzan
dwusiarczkowych i jest requlowana przez oksydoreduktazy i proteazy powierzchniowe komorki [ 5,
8,9,10, 11 |. Wykazano, ze wejscie SARS-CoV-2 do komorek gospodarza rozpoczyna sie od
destabilizacji biatka wypustki poprzez allosteryczne przejscie mechaniczne, ktore indukuje zmiane
konformacyjnq ze stanu zamknietego ,,w dot” do stanu ,,w gore” domeny wiqzqcej receptor (RBD )
biatka spike [ 12, 13 |. Zmiany konformacyjne RBD i wiqzania wirusa sq indukowane przez
TMPRSS?2 lub katepsyne L, ktére wyzwalajq przejscie ze stanu przed fuzjq do stanu po fuzji [ 5, 12
, 13 |. Energia uwolniona przez redukcje wiqzan dwusiarczkowych zwieksza elastycznosc¢ biatka,
ktora jest maksymalna, gdy stan zredukowany jest catkowity [ 8 ], umozliwiajqc w ten sposob fuzje
bton gospodarz-wirus, co w innym przypadku jest niemozliwe ze wzgledu na odpychajqce sity
hydratacji obecne przed redukcjq [ 5 ].

Bromelaina jest pozyskiwana gtownie z todygi ananasa ( Ananas comosus ) i zawiera szereg
enzymow, ktore nadajq jej zdolnos¢ do hydrolizy wiqzan glikozydowych w weglowodanach
ztozonych [ 14 ]. Wczesniejsze badania wykazaly, ze bromelaina usuwa kolce i biatka
hemaglutyniny wirusa Semliki Forest, wirusa Sindbis, mysiego koronawirusa Zotqdkowo-
jelitowego, wirusa hemaglutynujqcego zapalenia mozgu i rdzenia oraz wirusow grypy HIN1 [ 15,
16 |. Jako czqsteczka terapeutyczna jest stosowana do oczyszczania oparzen. Acetylocysteina jest
silnym przeciwutleniaczem, ktory jest powszechnie rozpylany do drog oddechowych w celu
gromadzenia Sluzu i jest rowniez stosowany jako srodek hepatoprotekcyjny w przypadku
przedawkowania paracetamolu. Co najwazniejsze w obecnym kontekscie, acetylocysteina redukuje
wiqzania dwusiarczkowe [ 17 ]. Co wiecej, powiqzanie biatek kolca i otoczki przez ich odpowiednie
motywy potrojnej cysteiny uzasadnia hipoteze wptywu acetylocysteiny na stabilnos¢ wirionu po
rozerwaniu mostka dwusiarczkowego [ 18 |. Polqczenie bromelainy i acetylocysteiny (BromAc)
wykazuje synergistyczne dziatanie mukolityczne, ktore jest stosowane w leczeniu guzow sluzowych [
19, 20 | oraz jako chemosensybilizator kilku lekow przeciwnowotworowych [ 21 |. Te rézne
dziatania wynikajq ze zdolnosci BromAc do rozktadania struktur molekularnych ztozonych
glikoprotein, umozliwiajqc w ten sposob wiqzanie z powodu wysokiego powinowactwa miedzy RBD
i ACE2.

Dlatego w obecnym badaniu postanowilismy ustali¢, czy BromAc moze zaktocic¢ integralnosc¢ biatek
kolczastych i otoczkowych SARS-CoV-2, a nastepnie zbadac jego potencjat inaktywacji przeciwko
replikacji in vitro dwoch szczepow wirusowych, w tym jednego ze zmianq mutanta kolczastego
nowe miejsce ciecia S1/S2.

2. Materialy i metody
2.1. Materiaty
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Bromelain API zostat wyprodukowany przez Mucpharm Pty Ltd (Kogarah, Australia) jako sterylny
proszek. Acetylocysteine zakupiono od Link Pharma (nr kat. AUST R 170803; Warriewood,
Australia). Rekombinowane biatko szczytowe SARS-COV-2 otrzymano z SinoBiological (nr kat.
40589-V08B1; Pekin, Chiny). Rekombinowane biatko otoczki otrzymano z MyBioSource (nr kat.
MBS8309649; San Diego, CA, USA). Wszystkie inne odczynniki pochodzity z firmy Sigma Aldrich
(St. Louis, MO, USA).

2.2. Rekombinowana elektroforeza w zelu kolczastym i otoczkowym

Biatka kolcow lub otoczki rekonstytuowano w sterylnej wodzie destylowanej zgodnie z instrukcjami
producenta, a porcje zamrozono w temperaturze -20 ° C. Dwa i pét mikrograma kolca lub biatka
otoczki inkubowano z 50 lub 100 pg/ml bromelainy, 20 mg/ml acetylocysteiny lub ich kombinacjq w
wodzie Milli-Q. Kontrola nie zawierata narkotykéw. Catkowita objetosc reakcji wynosita 15 ul
kazda. Po 30 minutach inkubacji w temperaturze 37°C do kazdej reakcji dodano 5 ul buforu do
probek. W sumie 20 ul kazdej reakcji poddano elektroforezie na SDS-PAGE (nr kat. 456-1095; Bio-
Rad Hercules, CA, USA). Zele barwiono btekitem Coomassie.

2.3. Widmowe wykrywanie UV wiqzan dwusiarczkowych w biatkach kolcéw i otoczek

Metode Iyera i Klee do pomiaru szybkosci redukcji wigzan dwusiarczkowych zastosowano do
wykrywania wiqzan dwusiarczkowych w biatkach wypustek i otoczki [ 22 ]. Rekombinowane biatko
kolczaste SARS-CoV-2 w stezeniu 3,0 ug/ml w soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS)
(pH 7,0) zawierajqcej 1 mM kwasu etylenodiaminotetraoctowego (EDTA) inkubowano z 0, 10, 20,
40 i 50 pul acetylocysteiny (0,5 M), mieszano w 37°C przez 30 min, a nastepnie dodano rownowaznq
ilos¢ ditiotreitolu (DTT) (0,5 M) i mieszano przez kolejne 30 min w 37°C. Biatko kolczaste
inkubowano rownolegle tylko z DTT (0,5 M) jak poprzednio bez jakiejkolwiek acetylocysteiny i
mieszano w 37°C przez 30 min. Nastepnie odczytano absorbancje przy 310 nm. Widmowq detekcje
UV wiqzan disiarczkowych w biatku otoczki przeprowadzono w podobny sposob.

2.4. Inaktywacja catego wirusa SARS-CoV-2 za pomocq BromAc

W petni przestrzegajqc tymczasowych wytycznych Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO)
dotyczqcych bezpieczenistwa biologicznego zwiqzanych z chorobq koronawirusowgq, testy
inaktywacji catego wirusa SARS-CoV-2 przeprowadzono na szczepie typu dzikiego (WT)
reprezentujgcym wczesne krqzqce wirusy europejskie (numer dostepu GISAID EPI_ISL_578176).
Drugi szczep SARS-CoV-2 (oznaczony jako AS), zgtoszony w ramach rutynowego nadzoru
genomicznego w regionie Auvergne-Rhone-Alpes we Francji, zostat dodany do testow inaktywacji z
powodu rzadkiej mutacji w miejscu ciecia kolca S1/S2 oraz dostepnos¢ kultury w laboratorium
(numer dostepu GISAID EPI_ISL_578177).

Testy te przeprowadzono z rosnqcymi stezeniami samej bromelainy (0, 25, 50, 100 i 250 ug/ml),
samej acetylocysteiny (20 mg/ml) oraz reakcji krzyzowej roznych stezen bromelainy w potqczeniu ze

stalq 20 mg/ml preparatu acetylocysteiny, wobec dwdch rozciericzeri hodowli wirusa przy 10 ? *° i

10 *#4° TCID50/ml. Po 1 godzinie ekspozycji na lek w 37 © C, wszystkie warunki, w tym kontrole,
rozcienczono 100-krotnie, aby uniknq¢ cytotoksycznosci, zaszczepiono w czterech powtorzeniach
konfluentnych komorek Vero (CCL-81; ATCC ©, Manassas, VA, USA) i % COZ2 inkubowano przez 5 dni
w 36°C z 5 . Komorki utrzymywano w minimalnym podstawowym podtozu Eagle'a (EMEM) z 2%
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penicyling-streptomycynq, 1% L-glutaming i 2% inaktywowanej ptodowej surowicy bydlecej.
Wyniki uzyskano poprzez codzienne obserwacje mikroskopii optycznej, test barwienia lizy komdrek
w punkcie koricowym i reakcje taricuchowq polimerazy z odwrotnq transkryptazq (RT-PCR)
ekstraktow supernatantu RNA. W skrdcie, test barwienia lizy komdrek w punkcie koncowym polegat
na dodaniu barwnika Neutral Red (Merck KGaA, Darmstadt, Niemcy) do pojedynczych warstw
komorek, inkubacji w 37 ° C przez 45 minut, przemyciu PBS i dodaniu etanolu cytrynianowego
przed gestosciq optyczng (OD ) mierzono przy 540 nm (Labsystems Multiskan Ascent Reader,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). OD byta wprost proporcjonalna do zywych
komorek, wiec niska OD oznaczataby waznq lize komdrek spowodowangq replikacjq wirusa.

Ponadto RNA z supernatantow studzienek ekstrahowano za pomocq pétautomatycznego eMAG ®
(bioMérieux, Lyon, FR) i SARS-CoV-2 RdRp IP2 RdRp Institute Pasteur RT-PCR przeprowadzono
na systemie QuantStudio™ 5 (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA,
USA). Wartosci redukcji log10 3,3 (LRV) replikacji wirusa obliczono jako réznice miedzy
studzienkami traktowanymi i kontrolnymi na warunek podzielonq przez 3,3 (jako 1 log10 ~ progi
cyklu PCR (Ct)).

2.5. Kinetyka replikacji za pomocq analizy komorek w czasie rzeczywistym

Aby poréwnac zdolnos¢ replikacji in vitro zaréwno szczepow WT, jak i AS SARS-CoV-2, kinetyke
replikacji okreslono, mierzqc impedancje elektrody mikroelektronicznych czujnikow komorkowych
na urzqdzeniu xCELLigence Real-Time Cell Analyzer (RTCA) DP Instrument (ACEA Biosciences,
Inc., San Diego, Kalifornia, USA). Komorki Vero wysiano w ilosci 20 000 komorek na studzienke na
plytce E 16 (ACEA Biosciences, Inc., San Diego, CA, USA) i inkubowano w tych samych
warunkach pozywki, jak opisano wczesniej, w temperaturze 36°C z 5% COZ2. Po 24 godzinach
izolaty hodowlane SARS-CoV-2 zaszczepiono w trzech powtorzeniach przy wielokrotnosci infekcji
10-2. Pozorowane infekcje przeprowadzono w czterech powtdrzeniach. Dane dotyczqce impedancji
elektronicznej (wskaznik komorki) byty zbierane w sposob ciqgty w odstepach 15-minutowych przez
6 dni. Powierzchnia pod krzywq analizy znormalizowanego wskaznika komdrek, ustalona w czasie
inokulacji, zostata nastepnie obliczona w odstepach 12-godzinnych. W kazdym przedziale
zZywotnosc¢ komorek okreslano przez normalizacje wzgledem odpowiedniej kontroli komorek. Do
porownania kazdego warunku na GraphPad Prism (oprogramowanie w wersji 9.0; San Diego,
Kalifornia, USA) zastosowano testy wielokrotnego poréwnania Tukeya.

Wyniki
Zmiana biatek szczytowych i otoczkowych SARS-CoV-2

Traktowanie biatka szczytowego samgq acetylocysteing nie wykazato zadnych zmian w biatku,
podczas gdy stezenia bromelainy przy 50 i 100 pg/ml oraz BromAc przy 50 i 100 pg/20 mg/ml
spowodowaty zmiane biatka ( ryc. 1 A). Traktowanie acetylocysteiny na biatku otoczki nie
zmienito biatka, podczas gdy traktowanie bromelaing w stezeniu 50 i 100 pg/ml oraz BromAc w
stezeniu 50 i 100 pg/20 mg/ml rowniez skutkowalo odpowiednio prawie calkowita i calkowita
fragmentacja (ryc.1 A).

Wiecej / Zrédo: https://halturnerradioshow.com/index.php/en/news-page/world/tonight-how-to-
unfold-the-spike-protein-of-covid-19-and-the-vax-making-it-go-away
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