European Journal
of Microbiology
and Immunology

10.1556/1886.2021.00022
© 2021 Die Autoren

ORIGINAL-
FORSCHUNGSBERICHT

* Korrespondenz-Autor.
Dr. Rath Research Institute BV,
5941 Optical Ct., San Jose,

Tel.: 01 408 567 5050.
E-Mail: author@drrath.com

Journals

Eine spezifische Kombination von
Naturstoffen ist wirksam bei der Hemmung
von SARS-CoV-2 und seinen Varianten
Alpha, Beta, Gamma, Delta, Kappa und My

ANNA GOC, ALEKSANDRA NIEDZWIECKI*,
VADIM IVANOV, SVETLANA IVANOVA und
MATTHIAS RATH

Dr. Rath Research Institute, 5941 Optical Ct., San Jose, CA 95138, USA

Erhalten: 30. November 2021 « Genehmigt: 20. Dezember 2021

ZUSAMMENFASSUNG

Trotz der Verfligbarkeit eines Impfstoffs breitet sich COVID-19 durch das Auftreten von Mutationen von
SARS-CoV-2 weiterhin weltweit aus. Unsere frithere Forschung wies darauf hin, dass eine bestimmte
Kombination pflanzlicher Verbindungen die Bindung von SARS-CoV-2 an den ACE2-Rezeptor hemmen
und wichtige Zellmechanismen der viralen Infektiositdt kontrollieren kann. In dieser Studie haben wir
die Wirksamkeit einer bestimmten Kombination von Pflanzenextrakten und Spurenelementen gegen das
urspriingliche SARS-CoV-2 sowie seine Varianten Alpha, Beta, Gamma, Delta, Kappa und My beurteilt.
Die Zusammensetzung aus Vitamin C, N-Acetylcystein, Resveratrol, Theaflavin, Curcumin, Quercetin,
Naringenin, Baicalin und Brokkoliextrakt zeigte die hochste Wirksamkeit: sie hemmte die Rezeptorbin-
dungsdomine (RBD) von SARS-CoV-2 an den ACE2-Rezeptor der Zelle um 90 %. Die In-vitro-Exposi-
tion der fiir den Test pseudotypisierten Varianten mit dieser Formulierung unmittelbar bei bzw. 1 h vor
dem Kontakt mit humanen Lungenzellen fiihrte zu einer bis zu 60%igen Hemmung ihres Zelleintritts.
Auflerdem hemmte diese Zusammensetzung andere Zellmechanismen der viralen Infektiositit signifikant,
einschlieBlich der Aktivitét von viraler RdRp, Furin und Cathepsin L. Diese Erkenntnisse weisen auf die
Wirksamkeit natiirlicher Verbindungen gegen SARS-CoV-2 und seiner mutierten Formen aufgrund von
pleiotropen Mechanismen hin. Unsere Ergebnisse implizieren, dass die gleichzeitige Hemmung mehrerer
Mechanismen der viralen Infektion von Wirtszellen eine effektive Strategie zur Verhinderung einer Infek-
tion mit SARS-CoV-2 sein konnte.
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EINFUHRUNG

Trotz der Verfiigbarkeit von Impfstoffen und der drastischen MaBinahmen fiir die 6ffentliche
Gesundheit breitet sich die SARS-CoV-2-Infektion weiter aus [1]. Laut der WHO gab es bis
zum 31. August 2021 weltweit fast 217 Millionen Félle, wobei mehr als 4,51 Millionen Tote zu
verzeichnen waren [2].

Innerhalb eines Pandemiejahres sind mehrere Virusvarianten von SARS-CoV-2 aufgetre-
ten; dazu gehoren die Varianten aus dem Vereinigten Konigreich (B.1.1.7, Alpha), Siidafrika
(B.1.315, Beta) und Brasilien (P.1, Gamma) sowie die mutierten Formen aus Indien, die als die
Stdmme B.1.617.1 (Kappa) und B.1.617.2 (Delta) bekannt sind [3]. All diese Varianten haben
sich auch in andere Lénder ausgebreitet, wobei jede Mutation potenziell weitere Varianten her-
vorbringen kann. Dies war bei der Variante R.1 aus Japan der Fall, welche die Mutation E484K
auf dem Spikeprotein hervorgebracht hat, die zu einer ,,erhdhten Resistenz* gegen Antikdrper
aus den derzeitigen Impfstoffen gefiihrt hat [4], und gilt auch fiir die Mutation D614G, die zu
einer hoheren Infektiositét fiihrt und in allen anderen Varianten vorhanden ist, die iiber den Al-
pha-Stamm hinausgegangen sind [5]. Klinische Berichte zeigen auch, dass die britische Variante
Patienten anstecken kann, die den gegen das urspriingliche SARS-CoV-2 entwickelten Impfstoff
erhalten haben, und somit dessen Anspruch auf universelle Wirksamkeit infrage stellt [6].
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In letzter Zeit verdichten sich die Hinweise darauf, dass
die neu aufgetretenen Varianten My und R.1 mdoglicherweise
Antikdrpern entgehen, die durch die Impfstoffe gegen das ur-
spriingliche SARS-CoV-2 aufgebaut werden [7]. Die gegen-
wartige COVID-19-Pandemie wird durch die in rascher Abfol-
ge auftretenden Mutationen von SARS-CoV-2 hervorgerufen.
Aus diesem Grund ist zu erwarten, dass die endgiiltige Be-
kémpfung der Pandemie erschwert wird durch die Notwen-
digkeit, fiir jede neue Variante neue Impfstoffe zu entwickeln,
sowie durch die wissenschaftlichen, wirtschaftlichen und so-
zialen Konsequenzen einer solchen Strategie.

Der Zelleintrittsmechanismus von SARS-CoV-2 wur-
de umfassend erforscht und es zeigte sich, dass er durch ein
Spikeprotein ausgelost wird, das an der Oberfliche des Virus
verankert ist. Das Spikeprotein ist ein Trimer mit drei rezep-
torbindenden S1-Kopfen auf einem trimeren Membranfusi-
ons-S2-Stamm [8]. Das S1-Spikeprotein auf SARS-CoV-2
enthilt eine Rezeptorbindungsdomine (RBD), die sich liber
den humanen ACE2-Rezeptor (hACE2) auf der Oberflédche
vieler Arten von Zellen an eine Zielzelle bindet und von huma-
nen Proteasen proteolytisch aktiviert wird. Der Eintritt in die
Wirtszelle ist eine wichtige Determinante der viralen Infektio-
sitdt und Pathogenese [9-11].

Die Zellinfektion durch SARS-CoV-2 wird durch mehre-
re enzymatische Proteine des Wirts wie die transmembrane
Serinprotease 2 (TMPRSS2), Furin, Cathepsin L sowie die
RNA-dependente RNA-Polymerase (RdRp), welche die virale
RNA-Multiplikation katalysiert, erleichtert [12]. Die RNA-de-
pendente RNA-Polymerase (RARP) ist ein strukturkonservati-
ves Virenenzym ohne Wirtszellenhomologe und war deshalb
zur Entwicklung von selektiven Hemmern als potenziell siche-
rere Alternative fiir die Behandlung von COVID-19, welche
die Proteine der humanen Wirtszellen nicht direkt beeintrach-
tigt, interessant [13].

Die Anwendung natiirlicher Verbindungen mit ihren breit
gefacherten pleiotropen Wirkweisen bietet eine Moglichkeit,
unterschiedliche Mechanismen im Zusammenhang mit einer
Infektion mit SARS-CoV-2 innerhalb eines hohen Sicherheits-
rahmens zu steuern. Seit dem Auftreten von COVID-19 haben
mehrere Studien die Wirksamkeit solcher Verbindungen als
Hemmer belegt [14—17]. Unsere fritheren Studien zeigten auch
die Wirksamkeit von Verbindungen pflanzlichen Ursprungs im
Hinblick auf mehrere Zellmechanismen der Infektiositdt von
SARS-CoV-2 auf [18-20]. In dieser Studie beurteilten wir
die Wirksamkeit einer bestimmten Kombination aus Spuren-
elementen und Pflanzenextrakten gegen neu aufgetretene mu-
tierte Formen von SARS-CoV-2 sowie die Aktivitdt wichtiger
Enzyme, die an der Verarbeitung der Viren in humanen Alveo-
larzellen beteiligt sind. Dieser Ansatz zielt auf eine gleichzei-
tige Hemmung mehrerer Zellmechanismen ab, die unabhén-
gig von Mutation und/oder Subtyp an der Infektiositit von
SARS-CoV-2 beteiligt sind, und erdffnet so neue Wege hin zu
einer globalen Kontrolle der Pandemie.

MATERIALIEN UND METHODEN
Zelllinien, Virionenpartikel und Antikorper

A549- und VeroE6-Zellen wurden von der American Type
Culture Collection (Manassas, VA, USA) bezogen. Die
hACE2/A549-Zellen (z. B. A549-Zellen, die den humanen
ACE2-Rezeptor stabil tiberexprimieren) und die vom eGFP-
Luciferase-SARS-CoV-2-Spikeprotein eingekapselten pseu-
dotypisierten Partikel wurden von GenScript (Piscataway, NJ,
USA) bezogen. Das pseudotypisierte AG-Luciferase-rVSV

(G*AG-Luciferase) wurde von Kerafast (Boston, MA, USA)
bezogen. Alpha, Beta, Gamma, Delta, Kappa, My sowie die
reinen pseudotypisierten Partikel eGFP-Luciferase-SARS-
CoV-2 stammen von BPS Bioscience (San Diego, CA, USA).
Alle anderen Verbindungen aufler dem Brokkoliextrakt, der
von Bulk Supplements (Henderson, NV, USA) bezogen wur-
de, stammen von Sigma (St. Louis, MO, USA).

Zusammensetzungen pflanzlichen Ursprungs

Die in dieser Studie getesteten Zusammensetzungen natiirli-
cher Verbindungen werden in Tabelle 1 angefiihrt. Die Stamm-
16sungen dieser Zusammensetzungen wurden in Dimethylsulf-
oxid (DMSO) 50 mg/ml-1 vorbereitet und bis zur Analyse bei
-20 °C aufbewahrt. Fiir die Experimente wurde die Stammlo-
sung mit 1 X phosphatgepufferter Salzlosung (1 X PBS) oder
einem vom Hersteller des verwendeten Kits empfohlenen Puf-
fer (Enzymaktivitdtsassays) oder dem entsprechenden Zellkul-
turmedium (zellbasierte Experimente) zur endgiiltigen in den
Abbildungen angegebenen Konzentration verdiinnt.

Die Bindung von pseudotypisierten Virionen
von SARS-CoV-2 an den hACE2-Rezeptor

Das Experiment folgte unserer zuvor veroffentlichten Metho-
dik [18, 19]. Das urspriingliche vom eGFP-Luciferase-SARS-
CoV-2-Spikeprotein eingekapselte Pseudovirion oder seine
Varianten wurden mit 0 — 100 mg/ml-1 von Mix V entweder 1
h bei 37 °C inkubiert und dann einer Monoschicht von hACE2/
A549-Zellen hinzugefiigt oder unmittelbar den hACE2/
A549-Zellen hinzugefiigt. Die Zellen wurden weitere 48 h bei
37 °C inkubiert. Nach der 48 h dauernden Inkubationsphase
wurde die Transduktionswirksamkeit durch Aufzeichnung der
Luciferaseaktivitit iber ein Luciferaseassaysystem (Promega,
Madison, WI, USA) und ein Spektrofluorometer (Tecan Group
Ltd., Ménnedorf, Schweiz) quantifiziert. Die positive Kontrol-
le bestand aus reinen pseudotypisierten Partikeln eGFP-Luci-
ferase-SARS-CoV-2 und die negative Kontrolle aus pseudoty-
pisierten Partikeln AG-Luciferase-rVSV. Die Daten werden als
Prozentsatz der Kontrolle ohne Zusatz von Mix V prisentiert
(durchschnittliche £-Standardabweichung (SD), n = 5).

In-vitro-RdRp-Aktivitatsassay

Die In-vitro-RdRp-Aktivitdt wurde gemifl dem Protokoll des
Herstellers iiber ein SARS-CoV-2-RNA-Polymeraseassaykit
(ProFoldin, Hudson, MA, USA) beurteilt.

Tabelle 1. Zusammensetzungen der in der Studie getesteten
Pflanzenextrakte und Spurenelemente

Substanz Mix C
Griinteeextrakt + + +

Mix A | Mix B Mix V Mix E

Resveratrol

Brokkoliextrakt

Curcumin

Quercetin

Naringenin

Fl+ [+ |+ |+ ]+
[+ |+ |+ ]+

Baicalin

Theaflavin

Fl+ |+ [+ ||+ ]+ +

+
+

Vitamin C

||+ [+ +]+]+
|+ |+ ][+ +|+]+]+

N-acetylcysteine

Fucoidan + +
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Kurz zusammengefasst wurden 0,5 g/l 50 X rekombinante
RdRp oder 20 g/l Zelllysat [um Zellen mit eGFP-Luciferase-
SARS-CoV-2-RdRp-Lentivirus (GenScript, Piscataway, NJ,
USA) zu transduzieren, wurden VeroE6-Zellen in eine 6-Well-
Titerplatte mit dem komplexen Nédhrmedium eingebracht und
30 min lang mit 8 g/l ml-1 Polybren (Sigma, St. Louis, MO,
USA) behandelt; dann wurde das eGFP-Luciferase-SARS-
CoV-2-RdRp-Lentivirus mit einer Multiplizitét der Infektion
(MOI = 5) [unsere fritheren vorldufigen Ergebnisse zeigten,
dass mit dieser MOI eine Transduktionsrate von nahezu 100
% erreicht werden kann] und einer Spininokulation bei 1 000
X g iiber 1,5 h hinzugefiigt. Nach einer Inkubation {iber 24 h
bei 37 °C wurden die Zellen mit frischem komplexem Néhr-
medium gefiittert. 48 h nach der Inokulation wurden die Zel-
len mit I mM EDTA getrennt und dreimal mit 1 X PBS, das
mit 3 % fetalem Kélberserum (FBS) angereichert wurde, ge-
waschen] mit 2,5 g/l 50 X Puffer, 20 g/l Wasser (nur bei Ver-
wendung des rekombinanten RdRp-Enzyms) und 1,0 g/l von
Mix V bei einer Konzentration von 0 — 100 gg/ml-1 15 min
bei RT inkubiert und danach der Hauptmix mit 0,5 g/l 50 X
NTP und 0,5 g/l 50 X Probe (als einstridngiges Polyribonuc-
leotid) hinzugefiigt. Die Reaktion (25 g/l) wurde 2 h lang bei
34 °C inkubiert und dann durch das Hinzufligen von 65 g/l
10 X Fluoreszenzfarbstoff angehalten; das Fluoreszenzsignal
wurde mit einem Fluoreszenzspektrometer (Tecan, Group
Ltd., Ménnedorf, Schweiz) {iber 10 min bei einer Extension/
Emission = 488/535 nm aufgezeichnet. Die positive Kontrolle
enthielt 100 gg/ml-1 Remdesivir. Die Ergebnisse werden als
Prozentsatz der Kontrolle ohne Zusatz von Mix V présentiert
(durchschnittliche +-SD, n = 5).

Furinaktivitatsassay

Die Auswirkungen von Mix V auf die Furin-Enzymaktivitéit
wurden {iber ein Furinaktivitdtsassaykit SensoLyte Rh110
(AnaSpec, Fremont, CA, USA) gemill dem Protokoll des
Herstellers bewertet. Kurz zusammengefasst wurde Mix V in
Konzentrationen von 5 und 10 mg mL — 1 15 Minuten lang mit
rekombinantem Furin-Protein gemischt. AnschlieBend wurde
das fluorogene Furin-Substrat Rh110 hinzugefiigt.Die Pro-
ben wurden 1 h lang bei 22 °C inkubiert und die Fluoreszenz
wurde bei einer Extension/Emission = 490/520 nm mit einem
Fluoreszenzspektrometer (Cytofluor 4000 von Perseptive Bio-
systems, Framingham, MA, USA) aufgezeichnet. Die positi-
ve Kontrolle als Peptidylchlormethylketon (Decanoyl-Arg-
Val-Lys-Arg-CMK) enthielt 0,1 g/M. Die Daten werden als
Prozentsatz der Kontrolle ohne Zusatz von Mix V présentiert
(durchschnittliche +-SD, n = 5).

Cathepsin-L-Aktivitatsassay

Die Auswirkungen von Mix V auf die Aktivitit des rekombi-
nanten Cathepsin L wurde iiber ein Cathepsin-L-Aktivitéts-
screeningassaykit (BPS Bioscience, San Diego, CA, USA)
gemdfl dem Protokoll des Herstellers bewertet. Im Anschluss
wurde das Kulturmedium aufgezogen und es wurden 100 g/l
Methanol hinzugefiigt. Die Absorption wurde bei 570 nm mit
einem Fluoreszenzspektrometer (Molecular Devices, San Jose,
CA, USA) beurteilt. Die Daten werden als Prozentsatz der
Kontrolle ohne Zusatz von Mix V présentiert (durchschnitt-
liche +-SD, n = 8).

Viabilitat
Das Zellviabilititsassay wurde mit MTT-Substrat durchgefiihrt.

Kurz zusammengefasst wurden 40 X 103 A549-Zellen pro Well
bis zu 48 h lang mit unterschiedlichen Konzentrationen von
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purem Mix V oder von Mix V in Kombination mit Vitamin D
und Zink behandelt. Danach wurden die Wells mit 1 X PBS ge-
waschen und komplexes Nidhrmedium mit einem Zusatz von
5 mg/ml-1 MTT hinzugefiigt und danach 4 h lang bei 37 °C
inkubiert. Im Anschluss wurde das Kulturmedium aufgezogen
und es wurden 100 g/l Methanol hinzugefiigt. Die Absorption
wurde bei 570 nm mit einem Fluoreszenzspektrometer (Mole-
cular Devices, San Jose, CA, USA) beurteilt. Die Daten werden
als Prozentsatz der Kontrolle ohne Zusatz von Mix V prisentiert
(durchschnittliche +-SD, n = 8).

Statistische Analyse

Die Daten aller Experimente werden als Durchschnittswerte
mit Standardabweichung aus zumindest drei unabhédngigen
Experimenten prasentiert. Der Vergleich zwischen unter-
schiedlichen Proben erfolgte durch einen zweiseitigen T-Test
mit dem Programm Microsoft Office Excel. Unterschiede zwi-
schen Proben wurden bei einem P-Wert unter 0,05 als signi-
fikant erachtet.

Ethik

An dieser Studie waren keine Testpersonen beteiligt. Aus die-
sem Grund sind eine ethische Zulassung der Ethikkommission
sowie Einwilligungserkldrungen nicht relevant.

ERGEBNISSE

Auswahl der wirksamsten Zusammensetzung natiirlicher
Verbindungen basierend auf der Hemmung der viralen
RBD-Bindung an den hACE2-Rezeptor

Die Ergebnisse in Abb. 1 zeigen die Wirksamkeit unter-
schiedlicher Kombinationen aus Pflanzenextrakten und Spu-
renelementen auf die Hemmung der RBD-Bindung von
SARS-CoV-2 an Lungenepithelzellen, die den humanen
ACE2-Rezeptor iiberexprimieren. Alle fiinf Zusammensetzun-
gen wiesen Hemmwirkungen auf die RBD-Bindung in einem
Umfang von 50 % und mehr auf. Die hochste Hemmung, ndm-
lich um 90 % im Vergleich zur Kontrolle, wurde mit Mix V in
einer Konzentration von 10 gg/ml-1 erreicht (Abb. 1A). Der
Zusatz von Vitamin D oder Zink zu Mix V verstirkte die Hem-
mung der RBD-Bindung an den humanen ACE2-Rezeptor wie
in Abb. 1B gezeigt nicht zusétzlich.

Auswirkung von Mix V auf die Zellanhaftung und das
Eindringen von SARS-CoV-2 und seinen pseudotypisierten
Varianten

Die Auswirkungen unterschiedlicher Anwendungsmuster
von Mix V auf Zellanhaftung und -eintritt von eGFP-Luc-Spi-
ke-ummantelten pseudotypisierten Varianten wurden anhand
von A549/hACE2-Zellen getestet. Die in Abb. 2A présentierten
Ergebnisse zeigen, dass die Exposition von Pseudovirionen mit
Mix V vor der Infektion von humanen Lungenzellen zur Re-
duktion des Zelleintritts aller getesteten SARS-CoV-2-Varian-
ten beigetragen hat. Somit fiihrte das Zufithren von Mix V bei
10 gg/ml-1 zum urspriinglichen SARS-CoV-2-Stamm sowie zu
seinen Varianten Alpha, Beta, Gamma, Delta, Kappa und My
iiber 1 h vor dem Hinzufligen zu A549/hACE2-Zellen zu einem
um 39, 48, 42, 57, 51, 39 bzw. 24 % reduzierten Vireneintritt.
Abbildung 2B zeigt die Wirkungen von Mix V auf die Zellein-
trittshemmung der Testvarianten bei gleichzeitiger Anwendung
mit pseudotypisierten Virionen und A549/hACE2-Zellen. Mit
Mix V in einer Konzentration von 10 pg/ml-1 wurde der Zell-
eintritt von Alpha-Virionen um 38 %, von Beta-Virionen um 48
% und von Gamma-Virionen um 41 % gehemmt. Die Hemm-
wirkung von Mix V beim Eintritt in die urspriinglichen SARS-
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Abb. 1. Wirkung der Testzusammensetzungen auf die RBD-Spikeproteinanhaftung von SARS-CoV-2 an Lungenepithelzellen.
Hemmwirkung der Mixe A, B, C, V und E auf die virale RBD-Bindung von SARS-CoV-2 an den humanen ACE2-Rezeptor (A).
Hemmwirkung von Mix V bei Zugabe von Vitamin D und Zink auf die virale RBD-Bindung von SARS-CoV-2 an den humanen
ACE2-Rezeptor (B); Kontrolle — 0,25 % DMSO, positive und negative Kontrollen wurden vom Hersteller des Kits geliefert; die
Daten werden als Prozentsatz der Kontrolle £SD présentiert; *P < 0,001; VD3 — 25-Hydroxy-Vitamin D3 bei 25 pg/ml-1, Zn —

Zinkaspartat bei 2,5 pg/ml-1

A

B Original variant
ZlDelta variant
EiKappa variant

NAlphavariant

N
NI
NIg
NIY
NIg
N
NS
NI

Transduction (% of control)

(iBeta variant
Ry B Gamma variant
% w5, % ;
7 % N % %, OMuvariant
c°o o,)(
(S >,

120 B
HHAAAA **ABAAR

M Original variant
80
[@Delta variant

3 Kappa variant

NAlpha variant

DOBeta variant

B Gamma variant

[JMu variant

Transduction (% of control)

Abb. 2. Wirkung von Mix V auf den Eintritt der pseudotypisierten Varianten der SARS-CoV-2-eGFP-Luciferase. hACE2/A549-
Zellen wurden mit sechs unterschiedlichen Varianten von mit Spikeproteinen eingekapselten SARS-CoV-2-Pseudovirionen
inokuliert und mit Mix V in den angegebenen Konzentrationen entweder als Vorbehandlung (A) oder als unmittelbare Exposition
(B) behandelt. Kontrolle — 0,05 % DMSO, negative Kontrolle — pseudotypisierte AG-Luciferase (G*AGLuciferase)-rVSV, positive
Kontrolle — reine eGFP-Luciferase-Pseudovirione von SARS-CoV-2; # P <0,05,AP < 0,01, * P<0,001

CoV-2-Virionen lag bei 57 % und bei den Varianten Delta, Kap-
pa und My bei 64, 42 bzw. 24 %. Die in Abb. 3A présentierten
Ergebnisse zeigen, dass Mix V mit 5 bzw. 10 pg/ml-1 die Via-
bilitdt von A549/hACE2-Zellen nicht beeinflusste und dass die
Verabreichung von Vitamin D3 alleine oder in Verbindung mit
Zink keine zusitzlichen Auswirkungen auf ihr Uberleben hatte
(Abb. 3B).

Wirkung von Mix V auf die virale RdRp

In unserer Studie haben wir auch getestet, ob Mix V iiber
die Bindungsschritte des Infektionsvorgangs mit SARS-CoV-2
hinaus wirkt, indem wir seine Wirkung auf andere wichtige
Zellmechanismen der viralen Infektion wie die fiir die Viren-
replikation notige RdRp-Aktivitdt untersuchten. Wie in Abb.
4A gezeigt, wurde die Enzymaktivitit der rekombinanten
SARS-CoV-2-RdRp mit Mix V mit 10 pg/ml-1 signifikant um
53 % gehemmt. Weder Vitamin D3 noch Zink verstérkten die-
se Hemmwirkung. Eine dhnliche Hemmwirkung von Mix V
auf die RdRp-Aktivitdt wurde ebenso bei der Verwendung des
Lysats von Zellen, die das RdRp-Protein {iberexprimieren, be-
obachtet (Abb. 4B).

Wirkung von Mix V auf Wirtszellenproteasen

Es wurde dokumentiert, dass unterschiedliche bestimmte
Wirtszellproteasen wie unter anderem Furin und Cathepsin L
erforderlich sind, um den Zelleintritt von SARS-CoV-2 durch
enzymatische ,,vorbereitende™ Spikeproteine und viralen Aus-
tritt zu erleichtern. In unserer Studie haben wir zellfreic Assays
angewendet, um die direkten Wirkungen von Mix V auf die
Aktivitdt dieser Enzyme zu untersuchen. Wie in Abb. SA dar-
gestellt, konnten wir mit Mix V mit 5 bzw. 10 pg/ml-1 eine
Hemmung der Furinaktivitit um 12 bzw. 34 % beobachten.
Diese Hemmwirkung von Mix V wurde durch den Zusatz von
Vitamin D noch weiter auf 54 % verstarkt. Eine Kombination
aus Mix V mit Vitamin D und Zink hemmte die Furinaktivitat
sogar um 78 %. Wie in Abb. 5B gezeigt, wirkte Mix V, wenn
auch schwach, ebenso in der Reduktion der Aktivitit von Cat-
hepsin L, das am endosomalen Austritt von SARS-CoV-2 be-
teiligt ist. Mit 10 gg/ml-1 von Mix V wurde die Enzymaktivitét
von Cathepsin L um 14 % reduziert; der Zusatz von Vitamin
D3 hatte keine signifikante Wirkung auf die Hemmung von
Cathepsin L.
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Abb. 3. Viabilitit von humanen Lungenepithelzellen. Wirkung von Mix V auf das Uberleben von A549/hACE2-Zellen (A). Wir-
kung von Mix V in Kombination mit Vitamin D3 und Zink auf das Uberleben von A549/hACE2-Zellen (B). Die Viabilitit von
A549/hACE2-Zellen wurde wie im Abschnitt ,,Experimentelle Verfahren® iiber die MTT-Methode bewertet; Kontrollen — 0,05 %
DMSO; * P < 0,001 VD3 —25-Hydroxy-Vitamin D3 bei 25 mg/ml-1, Zn — Zinkaspartat bei 2,5 mg/ml-1
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Abb. 4. Wirkung von Mix V auf die virale RdRp. Wirkung von Mix V alleine (A) und in Kombination mit Vitamin D3 und Zink
(B) auf die Aktivitit der SARS-CoV-2-RdRp. Das gereinigte rekombinante RARp-Enzym in VeroE6-Zellen wurde mit Mix V in
den angegebenen Konzentrationen 15 min lang bei RT inkubiert. Nach der Anwendung des Reaktionsmixes aus NTP und RNA
wurde 2 h lang bei 34 °C eine Probeninkubation ausgefiihrt. Nach 10 min wurde bei Extension/Emission = 488/535 nm mit einem
Spektrofluorometer das Signal gemessen. Kontrolle — 0,05 % DMSO, positive Kontrolle — 100 mg/ml-1 Remdesivir;
AP<0,01,*P<0,001; VD3 — 25-Hydroxy-Vitamin-D3 bei 25 mg/ml-1, Zn — Zinkaspartat bei 2,5 mg/ml-1
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Abb. 5. Wirkung von Mix V auf die Zellenproteasen. Wirkung von Mix V auf die Furinaktivitit (A). Furin wurde als rekombinantes
Protein mit Mix V alleine oder in Kombination mit Vitamin D und Zink in den angegebenen Konzentrationen 15 min lang
inkubiert; danach wurde fluorogenes Rh110-Furinsubstrat hinzugefiigt und 1 h bei 22 °C inkubiert. Wirkung von Mix V auf
die Cathepsin-L-Aktivitdt (B und C). Cathepsin L wurde als rekombinantes Protein mit Mix V alleine oder in Kombination
mit Vitamin D und Zink in den angegebenen Konzentrationen 1 h lang bei 22 °C inkubiert; danach wurde 30 min lang 10 mM
fluorogenes Substrat angewendet. Kontrolle — 0,05 % DMSO, positive Kontrolle — 25 mg/ml-1 E-64; # P < 0,05, * P < 0,001,
VD3 — 25-Hydroxy-Vitamin-D3 bei 25 mg/ml-1, Zn — Zinkaspartat bei 2,5 mg/ml-1
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DISKUSSION

Unsere Studie stellt einen neuen umfassenden Ansatz im
Kampf gegen COVID-19 dar, da sie darauf abzielt, nicht nur
einen, sondern mehrere Zellmechanismen im Zusammen-
hang mit der Infektiositit von SARS-CoV-2 gleichzeitig zu
kontrollieren. Unsere Ergebnisse zeigen, dass eine bestimmte
Kombination pflanzlicher Wirkstoffe und ausgewéhlter Spu-
renelemente (Mix V) wichtige Schritte fiir die Zellinfektiositét
des urspriinglichen SARS-CoV-2-Stamms und seiner mutier-
ten Formen Alpha, Beta, Gamma, Delta, Kappa und My sig-
nifikant beeinflussen kann, indem die virale Bindung an die
ACE2-Rezeptoren der Zelle gehemmt, die Verfiigbarkeit die-
ser Rezeptoren an humanen Lungenzellen gesenkt und die Ak-
tivitdt der viralen RdRp, die fiir die Virenreplikation notig ist,
reduziert wird. Auflerdem blockierten diese natiirlichen Ver-
bindungen den Zelleneintritt der Virionen, indem die Aktivitit
wichtiger Enzyme wie Furin und Cathepsin L gesenkt wurde
(siehe Abb. 6). Diese Erkenntnisse erweitern die Ergebnisse
unserer fritheren Studie mit SARS-CoV-2-Virionenpartikeln,
die wichtige Inhaltsstoffe flir diese Kombination identifizierte,
welche zur Hemmung der viralen Bindung an den hACE2-Re-
zeptor beitrugen und die Expression der ACE2-Rezeptoren an
humanen kleinen Alveolarepithelzellen reduzierten [21]. Unter
Beriicksichtigung der unmittelbaren Verfiigbarkeit und des ho-
hen Sicherheitsprofils dieser natiirlichen Verbindungen stellt
ihr Einsatz eine iiberzeugende praventive Mallnahme dar, bei-
spielsweise als Ergéinzung fiir Impfstoffe und Behandlungen
gegen COVID.

Alle getesteten Nahrstoffkombinationen (A, B, C, D und E)
trugen zu einer Blockade der RBD-Bindung an ACE2 um etwa
50 % bei, der Mix V wies dabei die hdchste Hemmung der vi-
ralen Bindung, ndmlich um 90 %, auf. Dies wiirde darauf hin-
weisen, dass hier ein synergetischer oder zumindest additiver
Effekt eine Rolle spielen konnte, wobei andere wie beispiels-
weise allotrope Interaktionen zwischen den Verbindungen von
Mix V und RBD/ACE2 nicht auszuschlie3en sind.

Unsere Studie untersuchte die Hemmwirkungen von Mix V
auf die Zellinternalisierung von SARS-CoV-2-Virionen und sei-
nen mutierten Formen anhand von unterschiedlichen Expositi-
onsmustern dieser Virione mit Mix V und humanen Lungenzel-
len. Dabei inkubierten wir Testvirionen vor ihrer Exposition mit
den Zellen 1 h lang mit Mix V und kombinierten Mix V unmit-
telbar mit Virionen und Zellen. Die Ergebnisse weisen darauf
hin, dass die maximale Hemmung der Zelltransduktion durch

S
RBD Spike

diese Virionen erreicht wird, wenn all diese Elemente zum
gleichen Zeitpunkt interagierten. Dies wiirde implizieren, dass
dieser Mix die metabolischen Aspekte der Zell-Virionen-Inter-
aktion beeinflusst und nicht auf das Virus selbst wirkt. Obwohl
die Wirksamkeit in der Hemmung der Vireninternalisierung
nicht virenspezifisch war, hemmte Mix V das urspriingliche
SARS-CoV-2 sowie die Delta-Variante im Vergleich zu ande-
ren mutierten Formen dennoch am stérksten.

Neben der Hemmwirkung von Mix V auf die Zellanbin-
dung und das Eindringen von SARS-CoV-2-Virionen beob-
achteten wir auch, dass Mix V die am endosomalen Austritt
sowie der Vermehrung des Virus beteiligten Zellmechanismen
beeinflusste, indem die Aktivitdt der an der Verarbeitung der
Virenzellen beteiligten Enzyme reduziert wurde. Unter den
proteolytischen Enzymen, die an diesen Vorgéngen beteiligt
sind, erwies sich die Aktivitit von Cathepsin L und Furin
als wichtig fir die Pathogenitdt von SARS-CoV-2 [22, 23].
Es zeigte sich auch, dass die Furinaktivitdt gegeniiber dem
SARS-CoV-1-Spikeprotein fiir die Fusion der Virionen mit der
Wirtsmembran erforderlich ist, ohne die Infektiositéit des Virus
direkt zu beeinflussen [24]. Offenbar wire es fiir eine effek-
tive Kontrolle und Behandlung einer SARS-CoV-2-Infektion
erforderlich, mehrere Proteasen gleichzeitig zu hemmen, um
diese pathologischen Umwandlungen wirksam zu blockieren.

Hier haben wir gezeigt, dass Mix V zusitzlich zur Blockie-
rung der Virenbindung an hACE2-iiberexprimierende Lungen-
epithelzellen die Aktivitdt des Membranproteasefurins und des
endosomalen Cathepsin L senkte. Die Reduktion der Aktivitét
dieser Enzyme wurde bei nicht toxischen Konzentrationen von
Mix V beobachtet. Diese Wirkung ist signifikant, da die feh-
lende zusitzliche Furinspaltstelle auf dem SARS-CoV-1-Spi-
keprotein wesentlichen Einfluss auf seine Infektiositdt hat [25].

Neben der Infektion mit SARS-CoV-2 wird die potenzielle
Signalverkniipfung zwischen Spikeprotein, Furin und ACE2
mit dem Auftreten von unerwiinschten kardiovaskuldren Er-
eignissen in Zusammenhang gebracht [26]. Da diese Enzyme
auch an unterschiedlichen biochemischen Prozessen beteiligt
sind, konnte das Fehlen einer vollstindigen Hemmung bei den
in der Studie verwendeten Konzentrationen von Mix V von
Vorteil sein. Wir haben beobachtet, dass Vitamin D3 und Zink
eine zusdtzliche Wirkung auf die Reduktion der Enzymaktivi-
tdt von Furin, jedoch nicht von Cathepsin L hatten. Schlieflich
konnten wir bei diesen Konzentrationen auch eine deutliche
Hemmung der Aktivitét der viralen RdRp verzeichnen, was zu
einer niedrigeren Replikationsrate des Virus fiihrt.

lPreventing viral binding to ACE2 receptors
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Abb. 6. Schematische Darstellung der Wirkungen von Mix V auf wichtige Zellabldufe im Zusammenhang mit der Infektiositiit

von SARS-CoV-2
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Basierend auf dieser Studie und unseren fritheren Er-
kenntnissen [18, 19, 27], konnte diese Kombination aus Ver-
bindungen pflanzlichen Ursprungs und Spurenelementen eine
neue Strategie gegen SARS-CoV-2 erdffnen, indem mehrere
Aspekte des viralen Lebenszyklus einschlieBlich des Viren-
eintritts und der Replikation gleichzeitig beeinflusst werden.
Diese Strategie war auch in unseren fritheren Studien, ein-
schlieBlich jener zum humanen Influenzavirus HINI, zur
Vogelgrippe HINS etc. enthalten, die auf der Auswahl natiir-
licher Komponenten basierten, die bei einer breiten Palette
von Erregern gleichzeitig auf wichtige pathologische Mecha-
nismen abzielen [28-31].

Unsere Studie weist darauf hin, dass eine gleichzei-
tige Kontrolle wichtiger Schritte der Infektiositit von
SARS-CoV-2 durch eine bestimmte Kombination aus pflanz-
lichen und biologisch wirksamen Verbindungen in der Be-
handlung von komplexen Pathologien wie solchen, die an
dieser Virusinfektion beteiligt sind, wirksam sein kann. Zu-
sammengefasst und mit dem kiirzlich erfolgten klinischen
Beleg, dass Infusionen mit Vitamin C eine COVID-19-Er-
krankung auch im fortgeschrittenen Stadium erfolgreich be-
kdmpfen konnen [32], konnten pflanzliche Verbindungen auf-
grund ihrer pleiotropen biologischen Wirkung einen neuen
Ansatz gegen SARS-CoV-2 und seine Mutationen darstellen.
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