Spacha Valek s Kubkem sebevrazdu? Ustni vody jsou
ucinné proti koronaviru!
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HVEZDNA TECKOVACI FLOTILA

Védecké zpravy: Cetylpyridiniumchlorid v astni vod€ zabiji
koronavirus. Védci z Hokkaidské univerzity prokazali, Ze istni vody
mohou zabijet viry SARS-CoV-2, ¢imz snizuji virovou zatéz.

Uvadi to ¢lanek publikovany v ¢asopise Scientific Reports.

Védecké zpravy hlasitost 12, Cislo ¢lanku: 14050 ( 2022)

Vcera dezinformace, dnes informace

Pandemii zkratka porazi spis ockovani a vytrvala prace védcii nez
tipy a triky z internetu,“ upozornuje Irena Storova, reditelka Statniho
ustavu pro kontrolu 1é¢iv. A dalsi expert na vse: Kubka rozcililo, kdyz
znamy ortoped ustni vodu jako prevenci proti covidu. Vlastimil
Voracek dostal otazku, zda stale vnima kloktani astni vody jako
prevenci proti onemocnéni COVID-19.

,Ano, virova naloz se tim da zredukovat. Nejde o to, Ze se tim
vyhojite, ale snizite pravdépodobnost, Ze se ten virus tolik rozbéhne,*
odvétil Voracek. A kdo potresta Kubka za jeho zlociny, které se
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prokazaly?

Milan Kubek tvrdé ohradil: ,,Jsem rad, zZe je pan doktor ortoped, a
verim, ze dobry. Protoze tohle jsou naprosté nesmysly a je smutné,
kdyz takovym bizarnim doporucenim lidé podléhaji. Pak to
hlupaci §iri dal. Radé lidi tyhle ptiserné rady poskodily zdravi.
Doporucuji lidem ignorovat to.*

Takze my jsme dle toho zlo¢ince Kubka hlupaci?

Scientific Reports is an online multidisciplinary, open access journal
from the publishers of Nature. Prelozeno z angli¢tiny- Scientific
Reports je online recenzovany védecky mega ¢asopis s otevienym
pristupem vydavany Nature Portfolio, pokryvajici vSechny oblasti
piirodnich véd. Casopis byl zah4jen v roce 2011. Casopis oznamil, Ze
jejich cilem je posuzovat pouze védeckou validitu predlozené prace.
Dnes je nejvetsi na svete.

Abstraktni

Cetylpyridiniumchlorid (CPC), kvartérni amoniova slouc¢enina, ktera
je pritomna v astni vodé, je Gc¢inna proti bakteriim, plisnim a
obalenym virtim. Tato studie byla provedena s cilem prozkoumat
antivirovy ucinek CPC na SARS-CoV-2. Existuje nékolik zprav o
ucéinku CPC proti SARS-CoV-2 divokého typu pri nizkych
koncentracich, jako je 0,001 %—0,005 % (10—50 ug/ml). Je zajimavé,
ze jsme zjistili, Ze nizké koncentrace CPC potlacily infek¢nost
lidskych izolovanych kmenti SARS-CoV-2 (Wuhan, Alpha, Beta a
Gamma) dokonce i ve slinach. Dale jsme pomoci analyzy hustoty
sachardzy a elektronového mikroskopu prokéazali, ze CPC vykazuje
anti-SARS-CoV-2 ucinky bez naruseni virového obalu. Zavérem lze
Iici, Ze tato studie poskytla experimentalni diikaz, ze CPC mtize
inhibovat infekci SARS-CoV-2 i pri nizSich koncentracich.

Uvod
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Podle nedavnych informaci z centra zdrojt pro koronaviry, Johns

. . : . s https://coronavirus.jhu.edu/map.html." data-
Hepking UniyetsityabMediting oo ot e i g
test="citation-ref" aria-label="Reference 1">1 , J e COVID-19 ZOdeVédn}” za vVice

nez 420 miliont pripadt a priblizné 6 miliont imrti po celém svété.

QRGBSR dreantaack-
a byly hlaseny také nékteré zajimavé varianty a

. 2 2 https://www.who.int/en/activities/tracking-
XAIKH&@JV-XWHJ_}EQI &l\bﬁw&yggﬁ"_dﬁta-track-actlon:"reterence anchor” data%_
track-label="link" data-test="citation-ref" aria-label="Reference 3">3 Kromé toho se

obava, Ze n€které varianty jako Delta a Omicron by mohly mit

4 4

HODHAE VY OLLHAE DOSTMBALI e oy VR 16a Nid it F-j liclk data-gr c%<-
SEGIB TGO B Sdies I b Low dnfy SO G0 1A iR B D a-track-
D S N YT LR 23 T Jaa ek - -
label="Reference 6">6 y7gqcj se proto obavaji, Ze pandemie SARS-CoV-2
miize pokracovat i po zvyseni prooc¢kovanosti.

Bylo hlaSeno, ze SARS-CoV-2 infikuje epitelialni buriky sliznice
dutiny tstni a slinnych 7zlaz, které exprimuji vstupni faktory viru,
angiotensin-konvertujici enzym 2 (ACE2) a ¢leny transmembranové
e AR R M S ooyt o v v o AP
test="citation-ref" aria-label="Reference 7">7 T{mto zpﬁsob em tedy hraj e
dutina ustni zasadni roli pri infekci a prenosu SARS-CoV-2. Prestoze

priznakem COVID-19 souvisejicim s Gstni dutinou je dysgeuzie a
titida https://do : 020.0%(‘)03 (2020)." data-track="click"

e eReR A G sl ile gt ain shalionsiek dita-
label="Reference 9">9 ' y1ypho lidi infikovanjch SARS-CoV-2 miize byt
asymptomatickych, coz vede k jeho prenosu na dalsi lidi.

AR AS s RIMg R RUkaval i duting auvalioyal se o slin
label="Reference 7°>7 'SARS-CoV-2 se navic miiZe replikovat v

e Xl . htt s:([doi.or /10.1128 /JVI.00957-20 (2020)." data-
?ﬁ%@fé}félélﬁat%%ﬁ%-‘&cﬁag= re erenge anchor™ data—tr?iglzflﬁli&:"lin " data-
test="citation-ref" aria-label="Reference 10">10 a mire se pfenééet do dutiny

ustni kaslem. Prenos SARS-CoV-2 kapénkami a/nebo aerosolem

zplsobuje jeho infekei a replikaci v plicnich alveolarnich epitelidlnich

Y RRSOZERH tragkaislickiagaatrack-

3/20


https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-022-18367-6?_x_tr_sl=auto&_x_tr_tl=cs&_x_tr_hl=cs#ref-CR1
https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-022-18367-6?_x_tr_sl=auto&_x_tr_tl=cs&_x_tr_hl=cs#ref-CR2
https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-022-18367-6?_x_tr_sl=auto&_x_tr_tl=cs&_x_tr_hl=cs#ref-CR3
https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-022-18367-6?_x_tr_sl=auto&_x_tr_tl=cs&_x_tr_hl=cs#ref-CR4
https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-022-18367-6?_x_tr_sl=auto&_x_tr_tl=cs&_x_tr_hl=cs#ref-CR5
https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-022-18367-6?_x_tr_sl=auto&_x_tr_tl=cs&_x_tr_hl=cs#ref-CR6
https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-022-18367-6?_x_tr_sl=auto&_x_tr_tl=cs&_x_tr_hl=cs#ref-CR7
https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-022-18367-6?_x_tr_sl=auto&_x_tr_tl=cs&_x_tr_hl=cs#ref-CR8
https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-022-18367-6?_x_tr_sl=auto&_x_tr_tl=cs&_x_tr_hl=cs#ref-CR9
https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-022-18367-6?_x_tr_sl=auto&_x_tr_tl=cs&_x_tr_hl=cs#ref-CR7
https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-022-18367-6?_x_tr_sl=auto&_x_tr_tl=cs&_x_tr_hl=cs#ref-CR10
https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-022-18367-6?_x_tr_sl=auto&_x_tr_tl=cs&_x_tr_hl=cs#ref-CR11

label="0dkaz 11">11 Dy4]e se uvadi, Ze k pfenosu SARS-CoV-2 dochézi

) 1ukaslani a kychani
AR A P
3">13  Je zajimavé, e 1idé infikovani SARS-CoV-2 se

mohou stat zdrojem prenosu i béhem asymptomatické inkubacéni
s https://doi.org/10.7326/M20-0504 (2020)." data-track="click" data-track-
%@X:V}g —P_LLh_"_ /10.73 4 ( ) .

ence anchor” data-track-label="Tink" data-test="citation-ref" aria-

A 0L A Jaq 3 2 8 L K
AR BfhLi) JH O 208250 (]
AR BEE A2 0dRY) 4551';—55

label="0dkaz 14">14 pyroto musime prozkoumat strategii profylaxe proti

COVID-19. Déle byl hlasen vztah mezi aspiraci kapicek ze slin

Kromé toho bylo nedavno hlaSeno, zZe nékolik
slozek tstni vody sniZuje viriony SARS-CoV-2 v tstni dutiné 1718 |
Cetylpyridiniumchlorid (CPC) je Siroce pouzivan jako jedna z
baktericidnich slozek tistnich vod, tablet, sprejti a kapek. CPC miize
narusit lipidovou membranu prostrednictvim fyzikalné-chemickych
interakei. Jiz bylo hlaseno, ze CPC ma baktericidni acinky a také
ARty DA A O A Ry P S R R AR
data-test="citation-ref" aria-label="Odkaz 19"  kart o

s/ /dakora /10 0022419.(2010
ESEYMET | 3t DD DI ERR e

label=

gﬁ%ﬁ_ " ddta-track-

Odkaz 22">22 'y7e srovnéni s jingmi slozkami Gstnich vod, véetné

4 Ho3 A abid 164 4 W72
) DELP VAR S EAALLY (2 .

povidonu, jodu a chlorhexidinu (CHX); CPC je bez chuti a zapachu, a
proto je vhodny pro pouziti v pripravcich pro péci o tstni dutinu. K
dne$nimu dni existuje jen malo zprav popisujicich virucidni aktivitu
CPC proti SARS-CoV-2. Seneviratne a kol. uvedli, ze CPC snizila

iERVasLZAer SOR S AN 2 y6 sHnaehh ChT Racientl S GOVIDHG-

ve slinach nebyla popsana. Nedavna zprava ukazala aéinek CPC v
mnohem nizsi koncentraci nez CPC v komeréné dostupnych tstnich
yaddchoratinasndouinu e e e R R Ao
test="citation-ref" aria-label="Odkaz 24">24 Neexistuje viak 74dn4 zprava o

ucéinku CPC pri nizkych koncentracich, jako je 0,001 %—0,005 %

4/20


https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-022-18367-6?_x_tr_sl=auto&_x_tr_tl=cs&_x_tr_hl=cs#ref-CR12
https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-022-18367-6?_x_tr_sl=auto&_x_tr_tl=cs&_x_tr_hl=cs#ref-CR13
https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-022-18367-6?_x_tr_sl=auto&_x_tr_tl=cs&_x_tr_hl=cs#ref-CR14
https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-022-18367-6?_x_tr_sl=auto&_x_tr_tl=cs&_x_tr_hl=cs#ref-CR15
https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-022-18367-6?_x_tr_sl=auto&_x_tr_tl=cs&_x_tr_hl=cs#ref-CR16
https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-022-18367-6?_x_tr_sl=auto&_x_tr_tl=cs&_x_tr_hl=cs#ref-CR17
https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-022-18367-6?_x_tr_sl=auto&_x_tr_tl=cs&_x_tr_hl=cs#ref-CR18
https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-022-18367-6?_x_tr_sl=auto&_x_tr_tl=cs&_x_tr_hl=cs#ref-CR19
https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-022-18367-6?_x_tr_sl=auto&_x_tr_tl=cs&_x_tr_hl=cs#ref-CR20
https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-022-18367-6?_x_tr_sl=auto&_x_tr_tl=cs&_x_tr_hl=cs#ref-CR21
https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-022-18367-6?_x_tr_sl=auto&_x_tr_tl=cs&_x_tr_hl=cs#ref-CR22
https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-022-18367-6?_x_tr_sl=auto&_x_tr_tl=cs&_x_tr_hl=cs#ref-CR23
https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-022-18367-6?_x_tr_sl=auto&_x_tr_tl=cs&_x_tr_hl=cs#ref-CR24

(10—50 ug/ml) proti divokému typu SARS-CoV-2 ve slinach. V
Japonsku je koncentrace CPC v komercéné dostupnych tstnich

vodach témér 30—50 ug/ml, coz je mnohem méneé nez v ustnich

test="citation- ref aria- label Odkaz 25">25 _Proto i jsme zkoumah antivirové
ucinky CPC na SARS-CoV-2 pri nizkych koncentracich. Kromé toho
jsme také zkoumali mechanismus anti-SARS-CoV-2 aktivity CPC
analyzou hustoty sacharézy a pozorovanim elektronovym
mikroskopem.

Vysledek

CPC potlacila infekénost SARS-CoV-2

Zkoumali jsme kmeny SARS-CoV-2, véetné Wuhan, Alpha, Beta a
Gamma, které patti k VOC. Test plakii prokazal, ze CPC vyznamneé
potlacila infek¢nost vsech vysetrovanych SARS-CoV-2 primo v
zavislosti na davce (obr. 1 a—d, S1). Lécba CPC (50 ug/ml) zcela
inaktivovala kmen SARS-CoV-2 Wuhan podobné jako Triton X-100

(1 %) (obr. 1e). Komercni astni voda (SP-T lékarské kloktadlo: SP-T)

obsahujici stejnou koncentraci CPC vykazovala lepsi antivirovy
ucinek nez roztok CPC bez rusivych slozek. Titr viru SARS-CoV-2
1é¢eného SP-T byl pod hranici detekce 2,0 x 10 3 PFU/ml (obr. S2).
Tyto vysledky ukéazaly, ze nizsi koncentrace CPC (10—40 pg/ml) nez
koncentrace komercéné dostupné astni vody (50 ug/ml) vykazovaly
anti-SARS-CoV-2 t¢inky u mnoha kmenit, véetné VOC.
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Antivirova ac¢innost CPC proti SARS-CoV-2 pomoci plakového testu s pouzitim
buné€k Vero E6 exprimujicich gen TMPRSS2 (VeroE6/TMPRSS2). Byly
spocitany titry viru a titr viru SARS-CoV-2 Wuhan (a ), Alpha(b ), Beta(c)a
Gamma ( d ) kment oSetrenych CPC (0—40 ug/ml) pti pokojové teploté po
dobu 30 min byly kvantifikovany a reprezentovany jako PFU/ml. Test plakii
byl také proveden v pritomnosti PBS, CPC (50 ug/ml) nebo Triton X-100 (1 %)
po dobu 10 minut. Poté byly vzorky filtrovany na kolonach PD-10, aby se
odstranila ¢inidla ( e ). Statisticka analyza byla provedena pomoci jednosmeérné
analyzy rozptylu. (* p < 0,05).

Obrazek v plné velikosti

Dale jsme hodnotili i¢inek CPC na bunécny vstup SARS-CoV-2.
Buriky VeroE6/TMPRSS2 byly infikovany kmenem SARS-CoV-2
Wuhan o$etfenym CPC pii multiplicité infekce (MOI) 0,01. Uroven
exprese virové RNA v bunikach byla vyznamné snizena pomoci CPC
zplisobem zavislym na davce 24 hodin po infekci (obr. 2 ). Pocet
kopii virové RNA byl snizen na priblizné jednu tricetinu pomoci CPC
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pri koncentraci 15 pug/ml ve srovnani s kontrolou. Tato data ukazala,
ze mnozstvi infekénich viriont bylo snizeno CPC pred vstupem do
bunék. VSechny experimenty byly provedeny s pouzitim CPC v
koncentraci, ktera nezpiisobila cytotoxicitu (obr. S3 ).
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Obrazek 2
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Antivirova ac¢innost CPC proti SARS-CoV-2 pomoci qRT-PCR. Bunky
VeroE6/TMPRSS2 byly naockovany kmenem SARS-CoV-2 Wuhan pri
multiplicité infekce (MOI) 0,01 po smichani stejného mnozstvi CPC. 24 hodin
po infekei byly relativni hladiny virové N proteinové RNA vyhodnoceny
kvantitativné pomoci qRT-PCR. (* p < 0,05).

Obrazek v plné velikosti

CPC ma antivirovou aktivitu proti SARS-CoV-2 i ve slinach
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Abychom zjistili, zda je CPC 1¢inn4 na SARS-CoV-2 ve slinach, které
obsahuji mnoho proteinii a jsou vysoce viskdzni, mérili jsme
infekénost kmene SARS-CoV-2 Wuhan pomoci plakového testu po
inkubaci s CPC ve slinach odebranych od zdravych dobrovolnikii.
Plaque test prokazal inhibi¢ni G¢inek CPC (25—40 pug/ml) proti
SARS-CoV-2 ve slinach vyznamné v zavislosti na davce (obr. 3).
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Obrazek 3
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Antivirova ac¢innost CPC proti SARS-CoV-2 se slinami pomoci plakového testu
s pouzitim bunék Vero E6 exprimujicich gen TMPRSS2 (VeroE6/TMPRSS2).
Kmen SARS-CoV-2 Wuhan byl pridan do slin a smichan se stejnym mnozstvim
CPC. (* p < 0,05).

Obrazek v plné velikosti

Virus titer (log,, PFU mL™")
-~ oo

(o2

Analyza hustoty sacharézy a analyza transmisni elektronové mikroskopie
SARS-CoV-2 osetieného CPC
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Abychom analyzovali mechanismus CPC na infekénost SARS-CoV-2,
provedli jsme analyzu hustoty sacharo6zy viriontt SARS-CoV-2
oSetrenych bud’ 1 x fosfatem pufrovanym fyziologickym roztokem
(PBS), CPC (50 ug/ml) nebo Tritonem X- 100 (1 %) po dobu 10
minut pri pokojové teploté (obr. 4A). SARS-CoV-2 S a N protein
vykazoval specifickou distribuci v celém gradientu. Posun pasu byl
pozorovan u virionl oSetrenych Tritonem X-100; nicméné frakce
byly jiné nez frakce osetrené PBS nebo CPC. Jinymi slovy, PBS a CPC
nemusi mit zadny vliv na strukturu virioni SARS-CoV-2, zatimco
Triton X-100 strukturu zmeénil. Dale byla morfologie virionii
analyzovana transmisni elektronovou mikroskopii (TEM).
Elektronova mikroskopicka analyza odhalila, zZe struktura sférickych
castic SARS-CoV-2 oSetreného PBS ziistala nezménéna. Také jsme
zjistili, ze vétSina virovych ¢astic osetrenych 10 ug/ml CPC zistala
nezmeénéna, zatimco nékteré se rozpadly s 50 ug/ml CPC. Naproti
tomu témer vSechny virové castice oSetfené 250 ug/ml CPC byly
jasné rozrusSeny (jako 1% Triton X-100). Mnozstvi 50 ug/ml bylo
povazovano za koncentraci, pri které se vSechny virové castice
nerozbily. Tento vysledek je v souladu s daty analyzy hustoty
sacharo6zy (obr. 4b ).
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Obrazek 4
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Triton X-100
N protein — - —
10% Sucrose gradient 50%
PBS CPC (10 ug/mL) CPC (50 pg/mL) CPC (250 yg/mL)  Triton X-100

e 4

Cl
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Analyza hustoty sachar6zy a TEM analyza ¢astic SARS-CoV-2. ( a ) Analyza
hustoty sacharo6zy sestavy kapsidy v pritomnosti 1 x PBS, CPC (50 pg/ml) a
Triton X-100 (1 %). Kmen SARS-CoV-2 Wuhan byl oSetfen popsanymi ¢inidly
po dobu 10 minut a oSetrené viriony byly aplikovany na ultracentrifugaci s
gradientem hustoty. Kazda frakce byla aplikovana na SDS-PAGE a analyzovana
Western blotem s protilatkami proti S proteinu a N proteinu. ( b ) Elektronové
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mikrofotografie viriontt SARS-CoV-2 po osetteni ¢inidly. Kmen SARS-CoV-2
Wuhan byl osetren 1 x PBS, CPC (10, 50, 250 ug/ml) a Triton X-100 (1 %) po
dobu 10 minut pri teploté mistnosti. Kazda stupnice predstavuje 50 nm.
Obrazek v plné velikosti

Diskuse

V tomto vyzkumu jsme prokazali, ze CPC pri nizké koncentraci 50
ug/ml nebo méné potlacuje infek¢nost kmene SARS-CoV-2 Wuhan a
VOC, véetné kmenti Alpha, Beta a Gamma. CPC prokazal virucidni
ucinky proti SARS-CoV-2 i ve slinach. Zjistili jsme tedy, ze nizké
koncentrace CPC vykazovaly dostateénou antivirovou aktivitu proti
SARS-CoV-2. Protoze CPC narusuje lipidové dvojvrstvy, vysoké
koncentrace CPC mohou vykazovat cytotoxické tcinky. Proto 1ze CPC
aplikovat ve formulaci, ktera muze uplatniovat sviij i¢inek po
dlouhou dobu pfi nizkych koncentracich. Protoze prototypova
formulace Gstni vody miize obsahovat dalsi interferujici slozky, které
potlacuji nizké hladiny CPC pouzité v experimentech, testovali jsme
komer¢ni Gstni vodu se stejnou koncentraci CPC,S2 ). Dale bychom
mohli navrhnout, Ze antivirovy tc¢inek nemusi byt zptisoben
destrukci lipidové membrany, ale denaturaci proteinu SARS-CoV-2.

RO MRG0 S AR I R R BB L SAR BV AV aaRIa-
label="0dkaz 24">24 'Nage studie odhalila, Ze CPC zmiriiuje infekénost
dalSich dvou variant (kmeny Beta a Gamma) pri nizkych
koncentracich. Lé¢ba CPC po dobu 1 hodiny neukézala cytotoxicitu
vici VeroE6/TMPRSS2 az do 40 pg/ml (obr. S3 ). Navic v

predchozmh studiich byla pouzita Gstni voda obsahujici vyssi
ml https doi. or 10, 1177 00220 4&21102(&269

Q) R3a] . n
e DA A er n or, LA el="ln
MR ERa e {ﬁ’ R R T
2425 PTi téchto koncentracmh se ma za to, Ze lipidova
membrana bunék miize byt poskozena.

labelz 'Odkaz 25”

Doba trvani antivirového téinku astni vody obsahujici CPC neni
dosud jasna; nase vysledky vSak naznacuji, ze k prokazani
antivirového uc¢inku staci nizsi koncentrace. Omezeni tohoto
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experimentu spociva v tom, Ze kdyz se CPC pouzije jako tstni voda,
predpoklada se, ze trvani ¢inku je do minuty. Nicméné s ohledem
na slozitost experimentalni techniky a moznost chyb v trvani ac¢inku
mezi vzorky byla minimalni doba ptisobeni v nasi studii stanovena na
10 minut. V tomto ohledu Anderson a kol. objasnili ac¢inek CPC v

ARSI AR e ask-
Je tedy zaruceno vyvijet nové produkty, jako jsou

tablety, kapky a naplasti, které mohou uvolnovat CPC v bezpecné
koncentraci a mohou byt uchovany v tstni dutiné co nejdéle.

label="0dkaz 26">26

Ukéazali jsme, ze CPC potlacila infekénost SARS-CoV-2 ve viskdznich
slinach, které obsahuji riizné proteiny. Zda se vsak, Ze ucinek je ve
slinach ve srovnani s PBS oslaben. To miiZe byt zplisobeno
pritomnosti negativné nabitych proteini slin, snizenou tc¢innosti

°*r/ o

e s s kI KISKOZIEE B AT RRN TS EL srackrselioh's dntartmack-

label="0dkaz 27">27

Nicméné i nizké koncentrace CPC prokazaly
dostateéné potlaceni infekénosti SARS-CoV-2. Supresivni ucinky
nizkych koncentraci CPC na infek¢nost SARS-CoV-2 ve slinach
skute¢nych pacientti s COVID-19 zbyva objasnit.

Predpoklada se, ze mechanismus ucinku, ktery potlacuje infekénost
SARS-CoV-2, je zpusoben destrukei virového obalu. Tato studie
ukéazala, ze CPC inaktivuje SARS-CoV-2 bez naruseni virové ¢astice
pri koncentraci a trvani experimentt. Bylo hlaseno, Ze vysoka

R Ry

morfologického rozpadu zavisly na
koncentraci CPC se tedy lisi. Jinymi slovy, ¢astice jsou zmackané, ale

ne rozbité, v koncentraci, ktera je stale dostate¢na k deaktivaci viru.
Tyto vysledky jsou v souladu s vysledky analyzy gradientu hustoty
sachardzy. Navic, z vySe uvedenych divodi, antivirovy mechanismus
CPC ukazany nasi studii podporuje zjisténi, ze CPC interferuje hlavné
VTR oy ot e T daui N (R TS L
label="0dkaz 29">membranou29 ' (hrizek 4b ukazuje virové ¢astice

riznych velikosti. V predchozich zpravach se primeér SARS-CoV-2
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A EUPA L GRBLEA SGILL 04 N3 é%.":!ﬁ’?’é P STHIGKL Z30 1k )2 Hata-
DT NG E L e I AL P L LT § A kLo or" data-

st="citation-ref" aria-label="Odkaz 30">30

. Podrobny
mechanismus inaktivace SARS-CoV-2 nizsi koncentraci CPC je vSak
stale nejasny. Nase vysledky naznacuji, ze na vstupu se miize podilet
denaturacni t¢inek proteinu S a zd4 se, ze hraje klicovou roli.

Predpoklada se, ze vstup virti do organismu probiha pres dutinu
R R e e g oy o oy St i et o i G AR
test="citation-ref" aria-label="Odkaz 31">dutinu31 Aplikaci nosnich sprejﬁ
obsahujicich CPC a snizenim mnozstvi viru v nosni dutiné miize vést
ke kontrole infekce COVID-19. K dnesnimu dni vSak neexistuje zadna
zprava ukazujici pouziti nosnich sprejii CPC a jejich preventivni
ucinek je stale neznamy.

V soucasné dobé provadime klinickou studii zkoumajici téinek CPC
u pacientti s COVID-19, ktera se zabyva vlivem CPC na virovou zatéz
SARS-CoV-2 ve slinach pacientii. Nizka virova zatéz ve slinaich mtize
mit za nasledek nizkou rychlost prenosu a mensi progresi stavu
onemocnéni.

Pouziti produktii obsahujicich CPC miize vést ke snizeni poctu noveé
infikovanych pacientti s covidem. Navic mtize byt prostredkem
preventivnich opatreni ve Spatné prooc¢kovanych zemich.
Predpokladame, ze CPC bude pouzivan jako jeden z nastrojt k
prevenci vzniku a infekce SARS-CoV-2.

Materialy a metody

Bunécna kultura

Bunky Vero E6 (ATCC, Manassas, VA, USA) byly udrzovany v
Dulbeccové modifikovaném Eagleové médiu (DMEM) doplnéném
10% fetalnim bovinnim sérem (FBS) (v/v) a inkubovany pri 37 °C s
5% CO2. Pro tuto studii byly také pouzity bunikky Vero E6 stabilné

imuiici lidské TMPRSS2 (VeroE6/TMPRSS2
D e R e R 3 etk data track:
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Viry

Kmen SARS-CoV-2 Wuhan (WK-521; EPI_ISL_408667), Alpha
(QKoo2; EPI_ISL._768526), Beta (TY8-612; EPI_ISL_1123289) a
Gamma (TY7-501; EPI_ISL_8) byly poskytnuty spole¢nosti
EPI_ISL_8 Ustav infekénich nemoci, Tokio, Japonsko). Tyto viry
byly pripraveny pomoci bunék VeroE6/TMPRSS2. VSechny
experimenty s pouzitim SARS-CoV-2 byly provedeny v zarizeni
Biosafety Level-3 (BSL-3) Mezinarodniho institutu pro kontrolu
zoonoz (schvalené ¢islo: 19(19), #21002-3), Hokkaido University a
dodrzovaly standard provozni postupy BSL-3. VSechny
experimentalni navrhy vyuZzivajici patogeny byly navic schvaleny
Graduate School of Dental Medicine, Hokkaido University
(schvalené cislo: R-2-4-1).

Reagencie

CPC (TCI, Tokio, Japonsko) byl rozpustén v deionizované
destilované vodé (DDW) a sterilizovan filtrem (0,45 um v primeéru),
(Sartorius, Gottingen, Némecko). Kromé toho byl jako pozitivni
kontrola pouzit povrchové aktivni ¢inidlo Triton X-100 (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA). PBS byl pouZit jako negativni kontrola.

Sliny od zdravych dobrovolnikt

Sliny byly poskytnuty od péti zdravych neockovanych dobrovolniki.
VsSechny vzorky slin byly pred experimenty stanoveny jako negativni
na SARS-CoV-2 pomoci kvantitativni reverzni transkripéni
polymerazové retézové reakce (QRT-PCR) a smichany v jedné
zkumavce. Tento experiment byl schvalen Institucionalnim etickym
vyborem Hokkaidské univerzity k pouziti materialti pochazejicich z
cloveka. Pred odbérem slin byl od kazdého dobrovolnika ziskan
informovany souhlas (schvalené ¢islo: 2021-2).

Test preziti bunék
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Bunécna zivotaschopnost VeroE6/TMPRSS2 byla mérena testem
MTS [3-(4,5-dimethylthylthiazol-2-yl)-5-(3-
karboxymethoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium] za pouziti
CellTiter 96 AQueous One Solution (Promega, Madison, WI, USA) v
pritomnosti rizné koncentrace CPC (0—50 ug/ml) po dobu 1 hodiny
pri 37 °C. Absorbance byla mérena pomoci GloMax Multiplus Plate
Reader/Luminometer (Promega). Tti nezavislé experimenty byly
provedeny trojmao.

Plakovy test

Kmeny SARS-CoV-2 byly smichany se stejnym mnozstvim roztoku
CPC (kone¢na koncentrace: 0—50 ug/ml s DMEM obsahujicim 2 %
FBS) nebo 1ékarského kloktadla SP-T (Lion Corporation, Tokio,
Japonsko), které bylo naredéno. v PBS na koncentraci 50 ug/ml,
podobnou CPC. Smés byla inkubovana po dobu 30 minut pri teploté
mistnosti a zftedéna na 1/10 2% FBS DMEM, aby se snizil CPC ve
smeési. Zredéna smés byla naockovana do bunék VeroE6/TMPRSS2 a
inkubovana pri 37 °C po dobu 1 hodiny s rotaci. Po inkubaci byly
bunky dvakrat promyty 1 x PBS, aby se odstranil CPC, a poté byly
prekryty 2% FBS DMEM obsahujicim 1,2% Bacto Agar (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). Po 48 hodinach inkubace pri
37 °C byly bunky pres noc fixovany 3,7% pufrovanym
formaldehydem. Fixované buriky byly obarveny 1% krystalovou
violeti.

Test vstupu viru

Buriky VeroE6/TMPRSS2 byly nasazeny na 24jamkové desticky v
hustoté 1,0 x 105 bunék/jamku - Kmen SARS-CoV-2 Wuhan byl
smichan se stejnym mnozstvim CPC (koneéna koncentrace: 0—25
ug/ml). Pri kazdé koncentraci 1é¢iva byly jamky infikovany 1,0 x
103PFU (MOI = 0,01) viru. Smési byly inkubovany po dobu 30 minut
pri teploté mistnosti. Po inkubaci byly smési naockovany do bunék
VeroE6/TMPRSS2 a inkubovany pri 37 °C po dobu 1 hodiny s rotaci.
Po 1 hodiné€ absorpce byly buriky dvakrat promyty 1 x PBS k
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odstranéni CPC a kultivovany v udrzovacim médiu. 24 hodin po
infekei (hpi) byly celkové RNA extrahovany z naockovanych bunék
pomoci TRIzol™ Reagent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) a celkova RNA byla extrahovana pomoci RNeasy Mini Kit
(QIAGEN, Hilden, Némecko). Extrahované RNA byly podrobeny
analyze qRT-PCR pomoci soupravy THUNDERBIRD Probe One-step
qgRT-PCR Kit (TOYOBO, Osaka, Japonsko). Genom SARS-CoV-2 byl
kvantifikovan pomoci sad primerovych sond pro N2 (Takara, Shiga,
Japonsko). Jako endogenni kontrola byl pouzit -aktin primatt

e 2 ¥ 1: / o https://doi.org/10.1016/j.cyt0.2005.07.002 (2005)."
M@]&Qcp@%lkﬁlﬁlﬁ%hf?apﬁlyggﬂgﬁgﬁém&or ata—’lram%"ﬁmata—
test="citation-ref" aria-label="Odkaz 33">33 Hladiny N genu SARS-CoV-2 byly
normalizovany s hladinami mRNA p-2ktinus4  Kromeé toho byly
hladiny virové RNA pri 24 hpi normalizovany s hladinami virové
RNA pri 0 hpi. VSechny testy RT-PCR byly provedeny pomoci
systému CFX96 Real-Time PCR System (BioRad, Hercules, CA,
USA). Tti nezavislé experimenty byly provedeny trojmo.

Analyza virucidni aktivity CPC proti SARS-CoV-2 ve slinach

Kmen SARS-CoV-2 Wuhan byl pridan do slin odebranych od
zdravého dobrovolnika a smichan se stejnym mnozstvim CPC
(konec¢na koncentrace: 0—40 ug/ml). Smési slin byly zfredény na
1/100 pro sniZeni viskozity a prefiltrovany pres 0,45 um filtry
(Sartorius) k odstranéni bakterii a plisni. Plakovy test byl proveden
tak, jak bylo popsano drive (¢ast ,, Plakovy test “). Tri nezavislé

experimenty byly provedeny trojmo.

Analyza gradientu hustoty sacharézy

Kmen SARS-CoV-2 Wuhan byl oSeten CPC (50 ug/ml) nebo Triton
X-100 (1 %) pri pokojové teploté po dobu 10 minut. Po inkubaci byly
smesi naneseny na 10%—50% gradienty hustoty sacharozy. Po
ultracentrifugaci s Optima XE-90 (Beckman Coulter, Brea, CA, USA)
po dobu 6 hodin pii 250 000 x g, kazdych 100 ul gradientti bylo
frakcionovano do 22 frakci a smichano se 100 ul vzorkového pufru
SDS-PAGE a vareno pri 95 °C po dobu 5 minut. Po uvareni byly
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analyzovany pomoci 10% SDS-PAGE s naslednou imunoblotovou
analyzou s pouzitim mysi monoklonalni protilatky proti SARS-CoV-2
S proteinu (GTX632604) nebo krali¢iho polyklonalniho N proteinu
(GTX135357) (GeneTex, Irvine, CA, USA). Membrany byly po
prenosu nariznuty pri 100 kDa a hybridizovany s protilatkou proti S
proteinu, respektive s protilatkou proti N proteinu a podrobeny
vizualizaci. Pro zobrazovani byl pouzit ImageQuant LAS 4000 mini
(FUJIFILM Corporation, Tokio, Japonsko) (obr. S4 ).

Transmisni elektronova mikroskopie

Kmen SARS-CoV-2 Wuhan byl oSetren 1 x PBS, CPC (10, 50 a 250
ug/ml) a Triton X-100 (1 %) po dobu 10 minut pri teploté mistnosti.
Smési byly fixovany 2,5% glutaraldehydem pri 4 °C po dobu 24
hodin. Fixovany vzorek (5 pl) byl umistén na list Parafilmu. Formvar
Film (#10-1009, Okenshoji, Tokio, Japonsko) byl umistén na kazdou
kapku, aby adsorboval virus po dobu 5 minut. Mrizky byly promyty
DDW a umistény na kapku filtrovaného 2,0% roztoku octanu uranylu
na dalsi 1 minutu, vysuSeny na vzduchu a vySetfeny pomoci JEM-
1400 TEM (JEOL, Tokyo, Japonsko) pti 80 kV.

Statistika

Statistické analyzy byly provedeny pomoci Graphpad Prism vg
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Data jsou
prezentovana jako primeérné hodnoty + SD biologickych triplikatii.
Statisticka analyza byla provedena pomoci jednosmérné analyzy
rozptylu. Pro vSechny soubory dat byla za vyznamnou povazovana
hodnota p mensi nez 0,05.

Institucionalni revizni komise

Studie byla provedena v souladu s Helsinskou deklaraci a schvalena
Institucionalnim etickym vyborem Univerzity Hokkaido (schvalené
¢islo: 2021—2).

Informovany souhlas
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Informovany souhlas byl ziskan od vsech subjektti zapojenych do
studie.

Dostupnost dat

Soubory dat vytvorené béhem a/nebo analyzované béhem aktualni
studie jsou k dispozici od odpovidajiciho autora na primerenou
zadost.

Informace o autorovi Z povolenych zdroju
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