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Résumé et figures

L'infection par le coronavirus du syndrome respiratoire aigu sévere (SRAS-CoV-2) est a
I'origine d'une pandémie mondiale, avec actuellement des options thérapeutiques limitées.
La glycoprotéine de pointe et la protéine d'enveloppe du SRAS-CoV-2, contenant des
ponts disulfure pour la stabilisation, représentent une cible attrayante car elles sont
essentielles pour se lier au récepteur ACE2 dans les cellules hotes présentes dans la
muqueuse nasale. La bromélaine et I'acétylcystéine (BromAc) ont une action synergique
contre les glycoprotéines par rupture des liaisons glycosidiques et des liaisons disulfure.
Nous avons cherché a déterminer l'effet de BromAc sur les protéines de pointe et
d'enveloppe et son potentiel a réduire l'infectivité dans les cellules hotes. Les protéines
recombinantes de pointe et d'enveloppe SARS-CoV-2 ont été perturbées par BromAc. Les
liaisons disulfure des protéines de pointe et d'enveloppe ont été réduites par
I'acétylcystéine. Dans une culture de virus entier in vitro de mutants de type sauvage et de
pointe, le SRAS-CoV-2 a démontré une inactivation dépendante de la concentration du
traitement au BromAc mais pas d'agents uniques. Les tests cliniques par administration
nasale chez les patients présentant une infection précoce par le SRAS-CoV-2 sont
imminents.
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est l'agent causal de la maladie a coronavirus 2019 (COVID-19), qui peut aller de
formes asymptomatiques a séveres et létales avec un syndrome de réponse inflammato
Au 21 février 2021, plus de 111 millions de cas confirmés ont été signalés, avec ur
mortalité globale estimée 22,2 % [ 1]. Il existe actuellement peu d'agents thérapeutic
étre bénéfique pour réduire la progression de la maladie a un stade prELokdorb tgudlf
heureusement de nombreux vaccins candidats, leur large disponibilité pour la vacc
pas immédiate, la durée de la protection immunitaire peut étre limitdgt], et l'efficacité ¢
les vaccins peuvent étre réduits par le nouveau SRAS-CoV-2 variantes. La poursuite d
des traitements efficaces sont donc toujours nécessaires.

Structurellement, le SRAS-CoV-2 contient des protéines de pointe de surface, ¢
protéines d'enveloppe, ainsi que des nucléoprotéines internes qui conditionnent 1"
la protéine est un complexe de glycoprotéine homotrimere avec différents roles accos
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modifications conformationnelles dynamiques, basées en partie sur des liaisons disul
infection des cellules cibles par liaison a l'enzyme de conversion de I'angiotensine ht
récepteurs, entre autres, qui déclenchent la protéolyse par la protéase transmembrar
(TMPRSS2), la furine et peut-étre d'autres protéases, conduisant au virion et a la menr
fusion[ 6,7 ].

L'entrée de virus dans les cellules de mammiféres, ou « internalisation du virus »
nisme de l'infection par le virus enveloppé et est basé sur des changements conformatic
glycoprotéines de surface, nommément médiée par la réduction du pont disulfure et
oxydoréductases et protéases de surface cellalairkl]]. L'entrée du SRAS-CoV-2 dans le
I a été démontré qu'elle commence par la déstabilisation de la protéine de pointe p
transition ical, qui induit un changement conformationnel de I'état fermé "down" a
état ouvert "up" du domaine de liaison au récepteur (RBD) de la protéine del paiit
les changements conformationnels de la RBD et de la liaison virale sont induits par TI
L, qui déclenchent la transition de I'état pré-fusion a I'état post-fusion [ 5,12,13]. L'énerg
libéré par la réduction du pont disulfure augmente la flexibilité des protéines qui est
l'état réduit est complet [ 8], permettant ainsi la fusion des membranes héte-virus,
est autrement impossible en raison des forces d'hydratation répulsives présentes avai

La bromélaine est extraite principalement de la tige de 'ananas ( Ananas comosus
et contient un certain nombre d'enzymes qui lui conferent la capacité d'hydrolyser 1
en glucides complexes [ 14]. Des études antérieures ont indiqué que Bromelain st
les protéines de pointe et d'hémagglutinine du virus de la forét de Semliki, du viru
coronavirus trointestinal, virus de l'encéphalomyélite hémagglutinante et grippe HIM
virus [ 15,16]. Molécule thérapeutique, elle est utilisée pour le débridement des brilur
antioxydant puissant qui est généralement nébulisé dans les voies respiratoires pour I'e
et est également utilisé comme agent hépatoprotecteur en cas de surdosage de paracét
Dans le contexte actuel, I'acétylcystéine réduit les liaisons dislilful¥s plus, 1'association
des protéines de pointe et d'enveloppe par leurs motifs respectifs de triple cystéine j
hypotheése d'impact sur la stabilité du virion suite a la rupture du pont disulfure par 'z
d'acétylcystéine [ 18]. La combinaison de bromélaine et d'acétylcystéine (BromAc) pré:
un effet mucolytique synergique qui est utilisé dans le traitement des tumeurs mtéf}
comme chimiosensibilisant de plusieurs médicani¥htsGestidififiéémetes hctions sont d
la capacité de BromAc a déplier les structures moléculaires des glycoprotéines com;
permettant la liaison de se produire en raison de la haute affinité entre RBD et ACE2.

Par conséquent, dans la présente étude, nous avons cherché i déterminer si Bror
l'intégrité du pic et de 'enveloppe du SRAS-CoV-2 protéines et ensuite examiner sc
potentiel d'inactivation contrein vitroréplication de deux souches virales, dont une av
altération mutante de la pointe du nouveau site de clivage S1/S2.

2. Matériels et méthodes
2.1. Matériaux

L'API de bromélaine a été fabriquée par Mucpharm Pty Ltd (Kogarah, Austral
poudre stérile. L'acétylcystéine a été achetée aupres de Link Pharma (Cat # AUST R
OArriewood, Australie). La protéine de pointe recombinante SARS-COV-2 a été obte
SinoBiological (Cat# 40589-V08B1; Pékin, Chine). La protéine d'enveloppe recombinar
obtenu aupres de MyBioSource (Cat # MBS8309649; San Diego, CA, USA). Tous les a
provenaient de Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA).

2.2. Electrophorése recombinante sur gel de pointe et d'enveloppe

Les protéines de pointe ou d'enveloppe ont été reconstituées dans de I'eau distill
aux instructions du fabricant, et les aliquotes ont été congelées 420 °C.Tdeux et de
microgrammes de protéine de pointe ou d'enveloppe ont été incubés avagyholu BAfimé
20 mg/mL d'acétylcystéine, ou une combinaison des deux dans de l'eau Milli-Q. Le con
pas de drogues. Le volume total de réactiondtachdetith Aprées 30 min d'incubatior
SpL de tampon d'échantillon a été ajouté dans chaque réaction. Unl tdeathaqife réacti

électrophorese sur un SDS-PAGE (Cat # 456-1095; Bio-Rad Hercules, Californie, Etat
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2.3. Détection spectrale UV des liaisons disulfure dans les protéines de pointe et d'enveloppe

La méthode de Iyer et Klee pour la mesure du taux de réduction du disulfure
liaisons a été utilisé pour détecter les liaisons disulfure dans les protéines de pdinjte
SRAS-CoV recombinant2 protéines de pointe a une concentrationglémJ0en phosp
solution saline tamponnée (PBS) (pH 7,0) contenant 1 mM d'acide éthylénediaminm

gde ’;%ilrrll gﬁ?\%a&]gﬁ %]cl)gf %O Lﬁgglte?lq a% (%ﬁllo r ﬂSﬂ? (]b/[ % %l gtaaBthe }C)e%%ﬁm%
encore 30 min 4 37 °C. La protéine de pointe a ete incubée en paralléele uniquement a
comme avant sans acétylcystéine et agité a 37 °C pendant 30 min. L'absorbar
puis lire a 310 nm. La détection spectrale UV des liaisons disulfure dans la protéine d'
effectué de manieére similaire.

2.4. Inactivation du virus entier SARS-CoV-2 avec Bromac

Respectant pleinement le WDirectives provisoires de 1'Organisation mondiale ¢
liés a la maladie a coronavirus, le SARS-CoV-2 tests d'inactivation du virus entier ¢
réalisée avec une souche de type sauvage (WT) représentative d'Eurvirus ouverts
(numéro d'acces GISAID EPI_ISL_578176). Un deuxiéme SRAS-CoV-2 souche (note
AS), signalée dans le cadre de la surveillance génomique de routine en Auvergne-Rh
de France, a été ajouté aux tests d'inactivation en raison d'une mutation rare dans 1
site de clivage et sa disponibilité en culture au laboratoire (numéro d'accession (
EPI_ISL_578177).

Ces tests ont été menés avec des concentrations incrémentielles de bromélaine set
50,100 et250 pg/mL), l'acétylcystéine seule (20 mg/mL) et la réaction croisée du
différentes concentrations de bromélaine combinées a une constante de 20 mg/mL ¢

forpslatiomsonte dopidtutgnedesy “H&ﬁivola%}ey%%%prgﬁe comrﬁlDéR{ Rk gl
éviter la cytotoxicité inoculé en quatre exemplaires sur confluent Vero cellules (CCL
Manassas, VA, USA), et incubé pendant 5 jours 4 36 °C avec 5 % deLQes cellules ¢
contenu dans le milieu essentiel minimal d'Eagle (EMEM) avec 2 % de pénicilline-stre
L-glutamine et 2 % de sérum bovin feetal inactivé. Les résultats ont été obtenus par opti
observations de microscopie, un essai de coloration de lyse cellulaire au point final, e
réaction en chaine par polymérase (RT-PCR) d'extraits d'ARN surnageant. Bref, le p:
Le test de coloration de lyse cellulaire consistait a ajouter un colorant rouge neutre
Allemagne) aux monocouches cellulaires, incuba@tpedidant 45 min, laver avec du
l'ajout d'éthanol citrate avant la mesure de la densité optique (DO) a 540 nm (Labsys
Lecteur Multiskan Ascent, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Etats-Unis). OD ét
proportionnel aux cellules viables, donc une DO faible signifierait une lyse cellulai
réplication. De plus, I'ARN des surnageants de puits a été extrait par le systéme semi-ar
eMAG® poste de travail (bioM érieux, Lyon, FR), et SARS-CoV-2 RdRp RdRp ciblé ]
Institut Pasteur RT-La PCR a été réalisée sur un QuantStudid' 5 Systeme (Applied B
tems, Thermo Fisher Scientific, Foster City, Californie, Etata;,[iflais).lﬂ%l’degi’sﬂumtion
la réplication virale ont été calculées par la différence entre tipuits d'alimentation et de
condition divisée par 3,3 (comme 1 log 0~ 3,3 Seuils du cycle PCR (Ct)).

2.5. Cinétique de réplication par analyse cellulaire en temps réel

Jou comparer le in vitrocapacité de réplication de WT et~ AS souches de SAR
la cinétique de réplication a été déterminée en mesurant I'impédance d'électrode de n
capteurs tronic cell sur la xCELLigence Real-Time Cell Analyseur (RTCA) Instrume
(ACEA Biosciences, Inc., San Diego, Californie, Etats-Unis). Vero cellules ont été ens
puits sur une E-Plate 16 (ACEA Biosciences, Inc., San Diego, CA, USA) et incubé av:
les mémes conditions de support que celles décrites précéteaverhtade3€02. Ap:

Viruses 2021, 13, x FOR PEER REVIEW 4 of 12

To compare the in vitro replication capacity of both WT and AS SARS-CoV-2 strains,
replication kinetics were determined by measuring the electrode impedance of microelec-
tronic cell sensors on the xCELLigence Real-Time Cell Analyzer (RTCA) DP Instrument
(ACEA Biosciences, Inc., San Diego, CA, USA). Vero cells were seeded at 20,000 cells per

Virus 2021, 13,425 well on an E-Plate 16 (ACEA Biosciences, Inc., San Diego, CA, USA) and incubated with 4:
the same media conditions as described previously at 36°C with 5% CO2. After 24 hours,
SARS-CoV-2 culture isolates were inoculated in triplicate at a multiplicity of infection of
10-2. Mock infections were erformed in qtuadruphcate Electronic 1mpedance data (cell

index) wer® c&%nuous}} Aed SRR s %%n?cyore%%tﬂpllerew%%l fitelcnedn it
analysis oﬁ cﬁlona ctlv%sbcl thetg I‘(t%% 1sees S FIL uafr? exem es: ca?émle% &hmpe

alzegl1
At 12 hour IeX- b recudTi en coptingf decin gewfnea%y%?&a Rendant Glours.
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th anailm del]'mditotellula mmhngp lis¢, mt%ﬂ Iy mntgslterw 'l'madﬁaat' ansuite é
¢ corres]}inter atles (}eﬂ%‘ ‘%Ke)ures. Agcehaqu intervalle, Raiab: ité cgﬁi aire a eté determinée ¢
témoin cellulaire correspondant. Les tests de comparaisons multiples de Tukey ont

condition sur GraphPad Prism (version logicielle 9.0; San Diego, CA, USA).

3. Résultats
3.1. Altération des protéines de pointe et d'enveloppe du SRAS-CoV-2

Jle traitement de la protéine de pointe avec de l'acétylcystéine seule n'a montré ai
de la protéine, alors que les concentrations de bromélaine a 50 et 10@/mL et Brom.
a50et100 pg/20 mg/mL a entrainé une altération des protéines (Figure 1 A). }
L'acétylcystéine sur la protéine d'enveloppe n'a pas modifié la protéine, alors que le
Bromélaine 2 50 et 100 pg/mL et BromAc a 50 et 100 ug/20 mg/mL a égalemer
fragmentation presque compleéte et complete, respectivement (Figure 1 A).

1 2 3 4 5 6
UN
Acétylcystéine (20 mg/mL) - + - + - +
Bromélaine ( ug/mL) - + 50 50 100 100
Protéine de pointe (150 KDa)
Protéine d'enveloppe (25 KDa)
a 10 TNT v 10 TNT i
08 Ac+TNT 0,8 Ac+TNT
: :
S 06 S 06
v -
o o
O 04 O 04
=] =]
02 0,2
0.0 0.0
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
u 1(DTT, Ac+DTT) u 1(DTT, Ac+DTT)
TNT Ac+TNT TNT  Ac+TNT
Valeurs optimales Valeurs optimales
Pente 0,006171  0,002599 Pente 0,01293  0,007866
Ordonnée a '0fi2082 0,2261 Ordonnée a l'ofigid®5  0,2679
Interception X-33,74 -87.02 Interception X -22.31 -34.05
1/pente 162,0 384,8 1/pente 77,34 127.1

Figure 1. (UNLa bromélaine et l'acétylcystéine présentent un effet synergique sur severe coronavirus du syndrome respire
(SARS-CoV-2) pointe et enveloppe prdéstabilisation de l'otéine. SDS-PAGE du SRAS-CoV recombinant2 protéines de ¢
+ sous-unités S2 (150 kDa) et protéine d'enveloppe (25 kDa). Les protéines ont été traitées avec 20 mg/mL d'acétylc
100 et 50 pg /mLBromélaine seule, et une combinaison de 100 et 50 ug /20 mg/mL BromAc. (B) Réduction du disulf
du SRAS-CoV recombinant-2 protéines de pointe par l'acétylcystéine. Le dosage différentiel entre l'acétylcystéine (Ac
Le dithiothréitol (DTT) pour la réduction des liaisons disulfure trouvées sur la protéine de pointe indique que I'acétylcyst
42% des ponts disulfures avant ajout de DTT. Les liaisons restantes sont réduites par DTT pour produire le chromogene

détecté 2310 nm. ( C) Réduction disulfure du SRAS-CoV recombinant?2 protéines d'enveloppe par l'acétylcystéine. Le différ
Dosage entre l'acétylcystéine (Ac) et le dithiothréitol (DTT) pour la réduction des liaisons disulfure trouvées sur 'envelc

indique que l'acétylcystéine réduit de 40 % les liaisons avant I'ajout de DTT.
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3.2. La détection spectrale UV démontre 'altération des linisons disulfure dans les pointes et
Protéines d'enveloppe
La réduction comparative des liaisons disulfure sur la protéine de pointe entre le
et DTT avec acétylcystéine ont démontré une différence de 42 % (Figure 1 B), basée sur 1
des graphiques [0,002599/0,006171 (100) = 42 %]. L'acétylcystéine a ainsi pu réduire de
des liaisons disulfures dans 1'échantillon, aprés quoi les liaisons disulfures restante
https://www.researchgate.net/publication/349850528_The_Combination_of_Bromelain_and_Acetylcysteine_BromAc_Synergistically_Inactivates_SARS-CoV-2
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réduit par le DTT pour produire le chromogene %}11 a été controlé dans les spectres.
le dosage différentiel entre I'acétylcystéine et le DTT pour la réduction des liaisons dis

trouvé dans la protéine d'enveloppe [0,007866/0,01293 (100) = 60%] indique que l'acét'
réduit de 40% les liaisons disulfure avant I'ajout de DTT (Figure 1 C).

3.3. SRAS-CoV in vitro-2 Potentiel d'inactivation de la bromélaine, de I'acétylcystéine et du |

Pour les deux souches de SARS-CoV-2 testées, le virus non traité conttdl
45 produit des effets cytopathiques typiques (CPE), et aucune cyto
%Qrvpp}gl?ﬁﬂérr{}el‘des combinaisons de médicaments sur Vcellules éro. Les résultats opti
confirmé par la coloration des globules rouges neutres au point final. Dans I'ensembl
le traitement seul n'a montré aucune inhibition virale, tous avec un CPE compar:
puits, tandis que les combinaisons de BromAc affichaient une inactivation du vii
maniére dépendante (Figure 2 ). Traitement suf10ICIDs, /mL titres de virus (Figu
a donné une inhibition plus cohérente du CPE pour les quadruples que $udTDsy
titres de virus (Figure 2 A, C).

Sur la base des lignes directrices sur I'inactivation du virus établies par 'OM
processus fiable d'inactivation sera en mesure de réduire réplication par au moins 4 log
valeur de réduction (LRV) = (RTraitement T-PCR Ct — RT-Contrdle PCR Ct)/bg§ 'Ocsirﬁi;f
Ainsi, RT-PCR a été réalisée sur les extraits d'ARN pour mesurer directement la réplice
Pour la souche de type sauvage (W) BAIDso/mL, LRV réussie> 4 ont été observ
avec 1 puits sur 4, 2 puits sur 4, 3 puits sur 4 et 4 puits sur 4 pour 25, 50,

100 et 250 pg/20 mg/mL BromAc, respectivement (Figure 3 ). Il est a noter qu"
55

1S TPao Bl SRY Sticnblyaessent englesgaus Ao poibic &2 PR Sniiss
Pour le mutant de la protéine dSpwitté-® TCID5 /mL, aucune LRV réussie > 4 n'a été «
pour 2pg/20 mg/mL de BromAc, mais il a été observé dans 4 puits sur 4 pour 50,
250 pg/20 mg/mL BromAc (Figure 3 ). A noter, 2 17> TCIDsy/mL, les LRV étaier
sous le seuil 4, en moyenne, 3,2, avec 1 puits sur 4, 2 puits sur 4 et 4 puits sur
de 4 puits pour 50, 100 et 250 pg/20 mg/mL BromAc, respectivement (Tcapable °
in vitro inactivation des deux souches de SARS-CoV-2' rcapacité d'éplication a été
d'une maniere dose-dépendante, plus fortement démontrée a 100 et 250ug/20 mg,
45
BromAc contre 10 TCID50 /mL de virus.
Jeapable Enrggisttenrs de réduction (LRVindeitro réplication du virus 96 h aprés le traitement
WTet ASSouches de SRAS-CoV-2 45,5 et 4,5 lqglCID 59 /mL titres. LRV ont été calculés ave«
formule suivante : LRV = (RT-PCR Ct de trmanger — RT-PCR Ct virus control)/3.3 ; comme 1]01‘;&(:’]
Chaque répétition est décrite. TC§)/ mL = dose infectieuse médiane de culture tissitVafire type :
AS = mutant de pointe 51/S2.

Virus Titérer

BromAc (ug / 20 mg/mL) 5,5log 10TCID50/mL 4,5 log 10TCID50/1

25 0,033 0,104 0,250 0,213 0,463 0,356 4,390 0,1
WT 50 0,050 0,304 0,446 0,698 0,471 4,378 0,404 4,6
100 3,415 3,323 0,360 3,313 4,418 4,463 0,423 4,5
250 0,033 3,423 0,200 3,389 4,496 4,3704,419 4,5
25 0,010 0,153 ND 0,414 0,3300,3130,1720,0
AS 50 3,252 0,297 0,278 0,275 4,762 4,612 4,618 4,5
100 3,191 3,260 0,210 0,301 6,054 4,518 5,1554,7
250 3,287 3,298 3,308 3,308 4.3334.3024.4104.3
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Figure 2. Essais de lyse cellulaire démonimégitro potentiel d'inactivation de l'acétylcystéine et di
lain combined (BromAc) against SARS-CoV-2. Cell viability was measured by cell staining
Neutral Red, where optical density (OD) is directly proportional to viable cells. Low OD w
signify important cell lysis due to virus replication. The wild-type (WT) SARS-CoV-2 stra
5.5 and 4.51og;yTCIDs, /mLtiters (A and B, respectively) showed no inhibition of cytopath
fect (CPE) for single agent treatment, compared to the mock treatment virus control cond
BromAc combinations were able to inhibit CPE, compared to the mock infection cell controls.
ment of a SARS-CoV-2 spike protein variant (AS) with a mutation at the S1/S2 junction at 5.
4.5 1og19oTCIDsp /mL titers (C and D, respectively) showed similar results. Bars represent the ave
of each quadruplicate per condition, illustrated by white circles. Ordinary one-way ANOVA wa
formed, using the mock treatment virus control as the control condition (**** p < 0.0001,*** p < 0.
**p <0.003, and * p < 0.05).

~1
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5.5logg TCID5o/mL  4.51og;(TCID 5,/mL
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Table 1. Logio reduction values (LRV) of in vitro virus replication 96 hours after BromAc treat-

ment on WT and AS SARS-CoV-2 strains at 5.5 and 4.%‘:1(}@5@61D50/mL titers. LRV were calculated
with the following formula: LRV = (RT-PCR Ct of tre%Wg}ﬁ T-PCR Ct virus control)/3.3; as 1
logio = 3.3 Ct. Each replicate is described. TCIDso/mL = Median Tissue Culture Infectious Dose; WT

= wild-type; AS = 51/S2 spike mutant. 100 pg/mL
BromAc (ng/20mg/mL) 25 g}ﬂ{ﬁm“
o ng/zimg 5510 WTCIDs/anl M 4.5 Io 10TCIDso/mL
25 0033 0.04 0250 0213 0463 0356 4390 0173
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Figure 3. Threshold matrix of log 1y reduction values (LRV) of in vitro virus replication 96 h

BromAc treatment on WT and AS SARS-CoV-2 strains at 5.5 and 4.5 log o TCID} /mL titers.

were calculated with the following formula: LRV = (RT-PCR Ct of treatment—RT-PCR Ct
control)/3.3; as 1 1ogl0~ 3.3 Ct. The color gradient matrix displays the number of quadrupli
per condition yielding an LRV > 4, corresponding to a robust inactivation according to the V!
WT = wild-type; AS = S1/52 spike mutant.

Real-time cell analysis demonstrated comparable replication kinetics for both WT
AS SARS-CoV-2 strains (Figure 4). No significant difference in cell viability was obse:
between WT and AS at any time point. From 48 h post-infection, WT and A S cell viat
were significantly different compared to the mock infection (p < 0.05).

b
"glOO
S 9 WT
Oy
=g 80 AS
Eg 70
5 N 6
E'e"u 50
:540
6=30
520
e 10
S
0

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

Time post-infection (hours)

Figure 4. SARS-CoV-2 replication capacity of WT and AS SARS-CoV-2 measured by Real-Time
Analysis. Data points correspond to area under the curve analysis of normalized cell index (elect
impedance of RTCA established at time of inoculation) at 12-h intervals. Cell viability was
determined by normalizing against the corresponding cell control. WT = wild-type; /6 = S!
spike mutant.

4. Discussion

The combination of Bromelain and Acetylcysteine, BromAc, synergistically inhit
the infectivity of two SARS-CoV-2 strains cultured on Vero cells. Protein confirmation
its molecular properties are dependent on its structural and geometric integrity, w
are dependent on both the peptide linkages and disulfide bridges. Acetylcysteine,
good reducing agent, tends to reduce the disulfide bridges and hence alter the molec
properties of most proteins. This property has been widely exploited in the developr
of several therapies (chronic obstructive pulmonary disease, allergic airways dise
cystic fibrosis, pseudomyxoma peritonei, etc.) [20, 23-27 ]. More recently, Acetylcystein
been used in the development of therapies for respiratory infections such as influenza

COVID-19 [28 -3(], where the integrity of the spike protein is vital for infection [12,1Z
hypothesized mechanism of action could be the unfolding of the spike glycoprotein
the reduction of its disulfide bonds.

The SARS-CoV-2 spike pmtein is the cornerstone of virion binding to host cells
hence represents an ideal therapeutic target. A direct mechanical action against this s
protein is a different treatment strategy in comparison to most of the existing anti:
drugs, which prevents viral entry in host cells rather than targeting the replication ma
ery. BromAc acts as a biochemical agent to destroy complex glycoproteins. Bromele
multipotent enzymatic competencies, dominated by the ability to disrupt glycosidic
ages, usefully complement Acetylcysteine’s strong power to reduce disulfide bonds
Amino acid sequence analysis of the SARS-CoV-2 spike glycoprotein identified sev
predetermined sites where BromAc could preferentially act, such as the 52’ site ric
disulfide bonds [31], together with three other disulfide bonds in RBD [32]. In parallel
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role of the glycosidic shield in coveringl'thq spike, which is é)rone to being remove
BromAc, has been highlighted as a stabilization element of RBD conformation transit

as well as a resistance mechanism to specific immune response [5,33,34].

Mammalian cells exhibit reductive functions at their surface that are capable of ¢
ing disulfide bonds, and the regulation of this thiol-disulfide balance has been prove
impact the internalization of different types of viruses, including SARS-CoV-2 [8,35
Both ACE2 and spike proteins possess disulfide bonds. When all the spike protein ]
disulfide bonds were reduced to thiols, ACE2 receptor binding to spike protein bec
less favorable [§]. Interestingly, the reduction of ACE2 disulfide bonds also induc
decrease in binding [ 8. Moreover, other reports suggested that Bromelain alone cc
inhibit SARS-CoV-2 infection in VeroE6 cells through an action on disulfide links [3¢
As such, the loss of SARS-CoV-2 infectivity observed after pre-treatment with Bror
could be correlated to the cumulative unfolding of the spike and envelope proteins, w
significant reduction of their disulfide bonds by Acetylcysteine, demonstrated in vitr

Interestingly, a similar effect of BromAc was observed against both WT and AS St
CoV-2. The main difference in amino acid sequences between SARS-CoV-2 and prev
SARS-CoV is the inclusion of a furin cleavage site between S1 and S2 domains [41]."
distinct site of the spike protein and its role in host spill-over and virus fitness is a top
much debate [4144]. Of note, AS, which harbors a mutation in this novel S1/S2 cleax
site and alters the cleavage motif, exhibits no apparent difference in replication cap:
compared to the WT strain. The slightly increased sensitivity of AS to BromAc treatme
therefore not due to a basal replication bias, but the mutation could perhaps be involve
enhancing the mechanism of action of BromAc. These results would nevertheless sug
that, from a threshold dose, BromAc could potentially be effective on spike mutant str
This may be a clear advantage for BromAc over specific immunologic mechanisms
spike-specific vaccination [3,4].

To date, different treatment strategies have been tested, but no molecules have der
strated a clear antiviral effect. In addition, given the heterogeneous disease outconr
COVID-19 patients, the treatment strategy should combine several mechanisms o
tion and be adapted to the stage of the disease. Thus, treatment repurposing rem
an ideal strategy against COVID-19, whilst waiting for sufficient vaccination cove
worldwide [45,4€]. In particular, the development of early nasal-directed treatment ps
to decreasing a patient’s infectivity and preventing the progression towards severe
monary forms is supported by a strong rationale. Hou et al. demonstrated that the
site of infection is the nasopharyngeal mucosa, with secondary movement to the It
by aspiration [47]. Indeed, the pattern of infectivity of respiratory tract cells follo
ACE2 receptor expression, decreasing from the upper respiratory tract to the alve
tissue. The ratio for ACE2 was five-fold greater in the nose than in the distal respira
tract [40]. Other repurposing treatments as a nasal antiseptic have been tested in vitro, :
as Povidone-Iodine, which has shown activity against SARS-CoV-2 [4§. In the pre
study, we showed the in vitro therapeutic potential of BromAc against SARS-CoV-2»

v

a threshold efficient dose at 100 Lg/20 mg/mL. As animal airway safety models in
species to date have exhibited no toxicity (unpublished data), the aim is to test nasa
ministration of the drug in a phase I clinical trial (ACTRN12620000788976). Such treatr
could help mitigate mild infections and prevent infection of persons regularly in cot
with the virus, such as health-care workers.

Although our results are encouraging, there are a number of points to cons
regarding this demonstration. Namely, the in vitro conditions are fixed and coul:
different from in vivo. Any enzymatic reaction is influenced by the pH of the environn
and even more so when it concerns redox reactions such as disulfide bond reduction [9].
nasal mucosal pH is, in physiological terms, between 5.5 and 6.5 and increases in rhi
to 7.2-8.3 [49 ]. Advanced age, often encountered in SARS-CoV-2 symptomatic infect
also induces a nasal mucosa pH increase [49]. Such a range of variation, depen:
on modifications typically induced by a viral infection, may challenge the efficac
our treatment strategy. Further in vitroexperiments to test various conditions of
are ongoing, but ultimately, only clinical studies will be able to assess this point.
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iment led key kidney cell line k be highl issi
SAREEEVS ifectivity. Wik The abave Iypotiesis 015 protein lysis thigldisuitide bal

disruption, BromAc efficacy on SARS-CoV-2 should not be influenced by the memb:
protease pattern. Reproducing this experimental protocol with the human pulmo:
epithelial Calu-3 cell line (ATCC® HTB-55™) would allow these points to be addresse
virus entry is TMPRSS2-dependent and pH-independent, as in airway epithelium, w
virus entry in Vero cells is Cathepsin L-dependent, and thus pH-dependent [50].
Overall, results obtained from the present study in conjunction with complemer
studies on BromAc properties and SARS-CoV-2 characterization reveal a strong indice
that BromAc can be developed into an effective therapeutic agent against SARS-CoV-

5. Conclusions

There is currently no suitable therapeutic treatment for early SARS-CoV-2 aime
preventing disease progression. BromAc is under clinical development by the author
mucinous cancers due to its ability to alter complex glycoprotein structures. The pote:
of BromAc on SARS-CoV-2 spike and envelope proteins stabilized by disulfide bc
was examined and found to induce the unfolding of recombinant spike and enve
proteins by reducing disulfide stabilizer bridges. BromAc also showed an inhibitory e
on wild-type and spike mutant SARS-CoV-2 by inactivation of its replication capz
in vitro. Hence, BromAc may be an effective therapeutic agent for early SARS-C
infection, despite mutations, and even have potential as a prophylactic in people at |
risk of infection.
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protocols including ophthalmic solutions, repurposed therapeutic agents or ultraviolet C irradiation [28,[32][33] [34] .
While these efforts contribute to our growing knowledge on SARS-CoV-2, not all protocols may be readily available
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... Cotreatment with NAC and other agents was also investigated. Akhter et al. [10] tested a combination of NAC with
Bromelain (Brom). As assessed by UV spectral detection, NAC reduced the disulfide bonds in the recombinant SARS-
CoV-2 spike protein and envelope proteins. ...
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... As different forms of specimens, including sputum, plasma, and stool can be handled, the methods to inactivate these
different samples can vary greatly, but the most common are heat and detergents.11,14,16 Numerous studies have
even described SARS-CoV-2 inactivation efficacy with less traditional protocols including ophthalmic solutions or
repurposed therapeutic agents.17, 18 Nevertheless, while these innovative efforts contribute to our growing knowledge
of SARS-CoV-2, not all protocols may be readily available options to many medical or nonmedical institutions and
facilities, and they have not been tested in the context of other emerging pathogens, such as MPXV. ...

Rapid and reliable inactivation protocols for the diagnostics of emerging viruses: The example of SARS-CoV-2 and
monkeypox virus

Article | Full-text available
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View  Show abstract

... Moreover, this interaction has been shown in computer simulation studies to occur with RBD of variants of SARS-
CoV-2 (Tallei et al., 2022). A combination of bromelain and acetylcysteine (BromAc) reportedly inactivated SARS-CoV-2
in vitro whole virus culture of both wild-type and spike mutants (Akhter et al., 2021) . Bromelain is also useful for its
antimicrobial and anti-inflammatory properties (Onken et al., 2008;Ali et al., 2015). ...
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Article | Full-text available
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View

... For example, chemical reduction of the S1 domain of SARS-CoV decreases its binding to ACE2 and inhibits infection
of Vero EG6 cells by SARS-CoV pseudoviruses, and replacing cystine-forming cysteines with alanines in the receptor
binding domain (RBD) of SARS-CoV spike (hereinafter SARS-1-S) prevents its binding to ACE2 (8). In addition, it has
been reported that disulfide bonds are critical to the structure and function of SARS-CoV-2 spike glycoprotein (12)(13)
(14)(15) (16) (17)(18). Thus, there is consistent literature that manipulation of the redox status of the cysteine-rich
glycoproteins on the virus surface can influence or impair viral infectivity. ...
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Article | Full-text available
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View  Show abstract

... BromAc TM , a formulation of purified bromelain combined with N-Acetyl Cysteine, is thought to degrade the spike
protein of the SARS-CoV-2 virus, thereby eliminating the virus' ability to infect cells. The drug is planned to be
administered nasally and is currently undergoing trials with the aim to help reduce the impact of the virus in people with
respiratory complications [106, 107]. Bromelain is also scheduled to be investigated in a study that evaluates zinc,
vitamin C, and the plant pigment quercetin co-administered orally in patients with COVID-19 in a Phase IV trial
(NCT04468139) which is currently recruiting participants. ...

Harnessing the Potential of Enzymes as Inhaled Therapeutics in Respiratory Tract Diseases: A Review of the
Literature

Article | Full-text available
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Development of spray-dried N-acetylcysteine dry powder for inhalation
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2 DpovThe combinations of Bromelain and Acetylcysteine (BromAc®) with cytotoxics such as Gemcitabine, 5-Fluorouracil or Oxaliplatin have
' A[shown a dramatic reduction in IC50 values in a variety of cancers, including colon cancer, suggesting the possibility of effective
treatment without undesired side effects. In the current study, we investigated whether a similar effect is present in vivo using the ...
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Respiratory diseases such as cystic fibrosis, COPD, bronchiectasis asthma and COVID-19 are difficult to treat owing to viscous
secretions in the airways that evade mucaocilliary clearance. Since earlier studies have shown success with BromAc ® as mucolytic
agent for treating a rare disease known as pseudomyxoma peritonei (PMP), we tested the formulation on two gelatinous airway
representative ... [Show full abstract]

View full-text

Article

Bromelain and acetylcysteine (BromAc®) alone and in combination with gemcitabine inhibit subcutaneou...
December 2021 - American Journal of Translational Research

Ahmed Mekkawy - Krishna Pillai - Hyerim Suh - [...] - David Lawson Morris

La gemcitabine (GEM) est couramment choisie pour traiter le cancer du pancréas. Cependant, son utilisation est limitée par la toxicité.
Des études in vitro antérieures avec GEM en combinaison avec la bromélaine (Brom) et I'acétylcystéine (Ac) ont indiqué une
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