Uc¢innost’ berberinu u pacientov s nealkoholickym tukovym ochorenim
pecene

Ciel’

Randomizovand, paralelne kontrolovand, otvorena klinickd Stidia bola vykonand na
vyhodnotenie u¢inku berberinu (BBR) na NAFLD.

Metody

Randomizovana, paralelne kontrolovana, otvorend klinicka Studia sa uskutocCnila v troch
lekarskych centrach (registracné ¢islo NIH: NCT00633282). Celkovo bolo zaradenych 184
vhodnych pacientov s NAFLD a nahodne dostavali (i) intervenciu v oblasti zivotného Stylu
(LSI), (ii) LSI plus pioglitazéon (PGZ) 15 mg qd a (iii) LSI plus BBR 0,5 g trikrat denne pocas
16 tyzdiov . Pred lie¢bou a po liecbe sa hodnotil obsah tuku v peceni (HFC), profily glukozy
a lipidov v sére, pecenové enzymy a koncentracie BBR v sére a moci. Analyzovali sme tiez
obsah BBR v peceni a expresiu génov suvisiacich s metabolizmom glukézy a lipidov na
zvieracom modeli NAFLD lieCenom BBR.

Vysledky

V porovnani s LSI liecba BBR plus LSI viedla k vyznamnému zniZzeniu HFC (52,7 % oproti
36,4 %, p = 0,008), paralelne s lepsim zlepSenim telesnej hmotnosti, HOMA-IR a profilov
sérovych lipidov (vSetky p<0,05) . BBR bol ucinnejsi ako PGZ 15 mg qd pri znizovani
telesnej hmotnosti a zlepSovani lipidového profilu. Neziaduce udalosti stivisiace s BBR boli
mierne a vyskytovali sa hlavne v traviacom systéme. Koncentracie BBR v sére a moci boli u
subjektov lie¢enych BBR 6,99 ng/ml a 79,2 ng/ml. Pokusy na zvieratdch ukazali, Ze BBR sa
nachadza priaznivo v pecCeni a meni génovu expresiu suvisiacu s pecenovym metabolizmom.

Zaver

BBR zlepSuje NAFLD a stvisiace metabolické poruchy. Terapeuticky u¢inok BBR na
NAFLD méze zahtfiiat’ priamu regulaciu metabolizmu lipidov v peceni.

Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD) je charakterizovana akumulaciou tuku v peceni,
inzulinovou rezistenciou a zvyc€ajne narusenym metabolizmom glukézy a lipidov, o je v
stucasnosti hlavnou pri¢inou chronickych ochoreni pecene. Ide o vyznamny zdravotny
problém, ktory postihuje 20-30 % beznej populacie, z ktorych u 5-20 % sa vyvinula cirh6za
pecene pocas 10-rocného obdobia. Okrem toho NAFLD predpoveda diabetes 2. typu (T2DM)
aj kardiovaskularne ochorenia a metabolicky komplex NAFLD pritahuje velkt pozornost'.
Na liecbu NAFLD sa vyskusSalo niekol’ko farmakologickych intervencii a latky zamerané na
inzulinovu rezistenciu, ako st tiazolidindiony, priniesli slubné vysledky.

Berberine (BBR) je aktivna jednotlivd zlucenina izolovand z Rhizoma Coptidis s dobre
definovanou chemickou Struktirou. Neddvno viaceré Stidie z klinickych aj laboratérnych
uviedli, ze BBR ma antidiabetické a antihyperlipidemické u¢inky. Zhang Y a kol. preukazali,
ze BBR ma silny G¢inok na znizovanie hladiny glukozy sprevadzany vyznamnym zvySenim



rychlosti likvidacie glukdzy prostrednictvom randomizovanej, dvojito zaslepenej a placebom
kontrolovanej klinickej $tadie. Inzulinova rezistencia je Casto spojena s hyperglykémiou a
dyslipidémiou a ektopickd akumulacia tuku v peceni zohrala kIicovi ulohu vo vyvoji
inzulinovej rezistencie. V nasej predchadzajucej Studii BBR vyznamne znizil obsah tuku v
peceni (HFC) u potkanov NAFLD indukovanych stravou s vysokym obsahom tukov znizenim
metylacie promdtora MTTP. Preto predpokladdame, ze BBR moze zvratit mnohé metabolické
abnormality spojené s NAFLD znizenim HFC. Uginky a zakladné mechanizmy BBR na
steatdzu pecene a stvisiace metabolické abnormality sa vSak u pacientov s NAFLD nikdy
neskumali.

V tejto Studii sme uskutocnili randomizovanu, multicentricku, kontrolovand, otvorenu
klinicku stadiu s cielom preskiimat’ ucinnost’ a bezpecnost’ BBR u pacientov s NAFLD a tiez
preskimat’ mechanizmus u¢inku BBR na zvieracom modeli NAFLD.

Metody

Randomizovand, paralelne kontrolovana, otvorena klinickd Studia sa uskutocnila v troch
lekarskych centrach na liecbu pacientov s NAFLD s poruchou regulacie glukézy (IGR) alebo
T2DM s LSI v kombinécii s pioglitazonom (PGZ) alebo BBR v troch centrach (registracné
¢islo NIH: NCT00633282 ). Navrh stadie zodpovedal revidovanym Standardom CONSORT
pre oznamovanie randomizovanych s$tadii ( kontrolny zoznam S1 CONSORT ). Schematicky
vyvojovy diagram navrhu pokusu je uvedeny _Obr . Planovana velkost vzorky bola 180
subjektov s rovnakym priradenim do kazdej z troch Studijnych skupin (60 na skupinu).
Odhadli sme, Ze pri tejto vel'kosti vzorky bude mat’ 90 % silu na zistenie absolitneho rozdielu
v hodnote znizenia HFC 7 %, s obojstrannou chybou typu 1 0,025.

Vhodni dospeli boli identifikovani a prijati z nevyZiadanych odporic¢ani do troch
zucCastnenych klinickych centier od marca 2008 do augusta 2011. Obsah tuku v pe€eni (HFC)
bol hodnoteny proténovou magnetickou rezonanénou spektroskopiou ( *H MRS) a pacienti s
viac do $tadie bolo zaradenych viac ako 13 % HFC. ZhorSeny metabolizmus glukozy vratane
IGR alebo T2DM bol definovany hodnotou plazmatickej glukdzy nala¢no (FPG) > 5,6 mmol/l
a/alebo 2 hodiny po zataZeni plazmatickou gluk6ézou (PPG) po 75-g perordlnom podani
glukozy > 7,8 mmol/l. Priebeh T2DM by mal byt u pacientov s T2DM kratsi ako 1 rok.
Subjekty boli vylucene, ak mali konzumdciu alkoholu > 10 g/det u Zien a > 20 g/d u muzov
[ 17 ], boli pozitivni na hepatitidu B alebo C alebo mali iné ochorenia pecene. Zo studie boli
vyliceni aj pacienti, ktori boli lieCeni nasledujucimi liekmi v priebehu 4 tyzdiov pred
zaradenim, vratane hypoglykemickych liekov alebo liekov regulujicich lipidy (statiny,
fibraty), liekov, ktoré moéZzu ovplyvnit' obsah tuku v peceni (napr. silybin, kyselina
ursodeoxycholova, bicyklol, fosfatidylcholin a vitamin E) a ¢inske bylinky. Z bezpecnostnych
dovodov boli vylucené osoby so zdvaznymi metabolickymi abnormalitami a orgénovou
dysfunkciou, napriklad HbA1c>7,5 %, sérovy triglycerid > 5,0 mmol/l, ALT alebo AST > 2-
nasobok hornej hranice normy, sérovy kreatinin i 1,5 mg/dl ( 133 pmol/l) a krvny tlak >
160/100 mmHg pri lie¢be Zivotnym §tylom a antihypertenzivami. Stadia bola schvalena
etickou komisiou nemocnice Zhongshan, Univerzita Fudan a bola vykonana v sulade s
usmerneniami Helsinskej deklaracie a komisia mala na starosti Stvrtro¢né monitorovanie
vysledkov, aby sa zaistila bezpe¢nost’ pacientov a preskimanie terapeutickej ucinnosti. Od
vsetkych pacientov sa ziskal pisomny informovany suhlas.

Studovat’ dizajn

Jedinci, ktori splnili vSetky vstupné kritéria, boli ndhodne zaradeni do jednej z troch skupin
pre 16-tyzdinova klinicka skasku, skupina A-LSI, skupina B-LSI plus PGZ (15 mg qd) a
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skupina C-LSI plus BBR (0,5 g, tid). BBR (berberine, Huashi Pharmaceuticals Shanghai,
China, Inc.) sa podéaval perordlne v davke 0,5 g 30 minut pred jedlom, trikrat denne (podla
¢inskeho liekopisu). Pocitatom generovana ndhodna alokacna sekvencia bola ziskana
nezavisle Statistikom zo School of Public Health, Fudan University, Shanghai, Cina.
Vyskumni pracovnici randomizovali Gc¢astnikov do jedného z troch ramien. LSI (vratane
upravy stravy a cvic¢enia) sa uskutocnilo podl'a Standardizovaného odporucania. Denna strava
pred vstupom do Stadie bola porovnatel'na medzi tromi skupinami a od vSetkych tcastnikov
sa vyzadovalo, aby prijali diétu s obmedzenym prijmom kalérii odpocitanim 500 kcal od
priemerného denného prijmu kalorii a dosiahli viac ako 150 mintt tyzdenne strednej intenzity
aerobneho cvigenia. . Primarnym vysledkom bolo znizenie HFC zistené pomocou ' MRS; a
sekundarne vysledky zahfnali zlepSenie telesnej hmotnosti, oradlny glukdézovy tolerancny test
(OGTT), sérovu glukdzu a inzulin, HbAlc, hodnotenie homeostatického modelu inzulinove;j
rezistencie (HOMA-IR), hodnotenie homeostatického modelu, Kunes (HOMA-B), lipidovy
profil ( TC, TG, HDL-c, LDL-c, ApoA, ApoB, ApoE, Lpa) a pecenové enzymy (ALT, AST,
v-GT, ALP). Na zaciatku aj na konci liecby kazdy tcastnik absolvoval pohovor vySkolenym
vySetrovatelom, postdenie antropometrickych parametrov a krvné vySetrenia na
vyhodnotenie glukézy, lipidového profilu a peceniovych enzymov. HFC sa meral
pomocou ™ MRS. Pacienti boli pozorne sledovani kazdé 4 tyzdne pocas 16-tyzdiovej stadie
a nasledna navsteva bola ur¢end hlavne na posudenie bezpecnosti a znasanlivosti skasanych
liekov. V pripade, Ze sa pocas lieby zisti neziaduca udalost’, prislusny personal by mal do 24
hodin informovat’ zodpovednych klinickych vyskumnikov a hlavného skusajuceho. Pri kazdej
navsteve pocas lieCby sme hodnotili do¢asné udalosti suvisiace s bezpecnostou, dodrziavanie,
pocty piluliek a odber séra Gcastnikov. Tehotenské testy z mocu sa robili pri kazdej navsteve
u ucastniCok v plodnom veku. Koncentracie BBR a jeho metabolitov v sére a moci boli
merané pomocou LC-MS/MS, ako bolo podrobne opisané vyssie.

Meranie obsahu tuku v peceni pomocou ‘H -MRS

LFC boli pomocou *H -MRS s pouzitim 1,5T skenera magnetickej rezonancie (MR) (Siemens
Avanto, Erlangen, Nemecko) vybaven¢ho na =ziskavanie protonovou spektroskopiou.
Sagitalne, korondlne a axidlne rezy pokryvajuce celu peCen boli predbezne ziskané na
umiestnenie spektroskopického akviziéného voxelu. Jeden voxel s velkostou 8 cm3 (2 x 2 x
2 cm) bol umiestneny do pravého laloka, aby sa zabranilo hlavnym vaskuldrnym $truktiram a
podkoznému tukovému tkanivu. Spektrum protonov sa ziskalo pomocou telesovej cievky po
prechode cez pozadovany objem pomocou sekvencie bodovo rozliSenej spektroskopie
(PRESS) s nasledujiicimi parametrami: ¢as opakovania = 1500 milisekiind, ¢as ozveny = 135
milisekund. Zmerali sa intenzity signdlu piku vody pri 4,8 ppm (Sw) a piku tuku pri 1,4 ppm
(Sf) a percento tuku v peceni sa vypocitalo pomocou vzorca 100xSt/(Sf+Sw), ako to uz
opisala naSa skupina.

Stidia zvierat

Tridsat’Sest’ zdravych samcov potkanov SD (vo veku 5 az 6 tyzdilov) s hmotnost'ou 190 az
210 gramov bolo ziskanych z Centra vyvoja zvierat, Cinska akadémia vied, Sanghaj. Vietky
potkany dostali volny pristup k potrave a vode, udrziavali sa v 12/12-hodinovom cykle
svetlo/tma a dostavali stravu s vysokym obsahom tukov (32,6 % uhl'ohydratov, 51,0 % tuku,
16,4 % bielkovin) pocas 6 tyzdnov, aby sa zistila Model NAFLD indukovany HFD. BBR bol
zakupeny od Sigma-Aldrich (MO, USA) a podavany v jednej davke 200 mg/kg potkanom
NAFLD indukovanym HFD. Potkany boli usmrtené cervikalnou dislokaciou a vzorky séra a
pecenového tkaniva boli odobraté po 0, 4, 8, 12, 24 a 48 hodinach (n = 6 pre kazdy Casovy
bod) po perordlnom podani jednorazovej ddvky BBR, ktoré bola najcastejSie pouzivana davka



pre stadie na zvieratdch. VSetky vzorky boli skladované pri -80 °C. Kvantitativna analyza
BBR a jeho metabolitov v krvi a moc¢i bola vykonana opisanou metédou. Zmrazené tkanivo sa
pouzilo na pripravu mRNA a komplementarnej DNA na pouzitie pri analyze kvantitativnej
polymerazovej retazovej reakcie (PCR) v redlnom Case a podrobnosti a sekvencie primérov
pouzitych v tejto Studii. Protein sa tiez extrahoval zo zmrazeného tkaniva a jeho mnozstvo sa
kvantifikovalo pomocou analyzy Western Blot. Protilatky pouzivané na imunoblotovanie
zahfnali anti-MTTP (Bioworld), anti-glukokinazu (Proteintech) a anti-CPT1a (Proteintech).
BBR a jeho metabolity v peceflovom tkanive boli kvantifikované pomocou shimadzu
trojitého-Stvornasobného MS (LC-MS/MS 8040; Shimadzu Corporation, Kyoto Japan).

Navrh s$tadie na zvieratach bol v stlade s NC3R ARRIVE Guideline (S1 ARRIVE
Checklist ). Vsetky experimentalne postupy zahffiajuce pouzitie zvierat boli vykonané v
sulade s politikou PHS a boli schvalené Vyborom pre pouzivanie a starostlivost’ o zvieratd na
Fudan University.

Statistick4 analyza

Kategorické premenné boli normalizované vo frekvenciach (alebo percentach) a spojité
premenné boli vyjadrené ako priemer + SD, s vynimkou skreslenych premennych, ktoré boli
prezentované ako median s medzikvartilovym rozsahom uvedenym v zatvorkach. Na
stanovenie normality spojitych premennych sa uskutoc¢nil Kolmogorov-Smirnovov test.
Rozdiel medzi vychodiskovymi hodnotami a hodnotami po 16 tyzdnoch liecby BBR plus LSI
sa porovnal s tymi, ktoré boli lieCené¢ LSI alebo PGZ plus LSI, s pouzitim vSeobecného
linedrneho modelu, aby sa upravila zakladnd hodnota. Vzhl'adom na skutocnost’, Ze v Studii
boli planované dve primarne porovnania, hodnoty P menSie ako 0,025 sa povaZzovali za
vyznamné. Pouzili sa Statistické usmernenia na zastavenie podavania O'Brien-Fleminga,
pricom jedna predbeznd analyza uGcinnosti bola vykonand v polovici Studie. Pre §tidiu na
zvieratach su vSetky tdaje uvedené ako priemer + sem. Porovnania medzi r6znymi ¢asovymi
bodmi po podani BBR sa hodnotili linedrnym modelom so zmieSanym U¢inkom a na parové
porovnania sa pouzila Bonferroniho korekcia. P-hodnota < 0,05 sa povazovala za Statisticky
vyznamnu.

Vysledky
Studijné predmety

V obdobi od marca 2008 do aprila 2011 bolo do Stadie povodne zaradenych celkovo viac ako
313 subjektov. Po klinickom posudeni bolo identifikovanych celkovo 184 subjektov, ktoré sa
zicCastnia Stadie, z ktorych 62 bolo priradenych na lie€bu samotnym LSI, 60 na LSI plus
pioglitazén, a 62 pre LSI plus BBR pri randomizacii (obr. 1). Tieto tri skupiny sa dobre
zhodovali, pokial’ ide o demografické profily, HFC a iné zakladné charakteristiky ( tabul’ka
1). Na konci §tadie 53, 47 a 55 pacientov dokoncilo svoje nasledné navstevy ( obr. 1). Sulad
s intervenciou v oblasti Zivotného $tylu a Studovanymi liekmi bol viac ako 90 % vo vsetkych
skupinach ( Tabulka S1 ).
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313 assessed for eligibility

129 excluded
97 not meeting inclusion criteria
32 declimed to participate

0 other reasons

184 randomised

| |
l l 1

62 allocated to Group A 60 allocated to Group B 62 allocated to Group C
62 received allocated intervention 60 received allocated intervention 62 received allocated intervention
0 did not receive allocated 0 did not recerve allocated 0 did not receive allocated
intervention intervention mtervention

6 lost to follow-up 5 lost to follow-up 6 lost to follow-up

3 discontinued intervention 8 discontinued mtervention 1 discontinued intervention
0 ﬂd\'e]‘se events -l Eld\'el'Se events 1 ﬂ(l\'er&.e events
0 lack of curative effect 1 lack of curative effect 0 lack of curative effect
3 other reasons 3 other reasons 0 other reasons

53 analysed 47 analysed 55 analysed

0 excluded from analysis 0 excluded from analysis 0 excluded from analysis

Obr. 1 Diagram toku CONSORT.

184 subjektom bolo pridelenych iba intervenciu v oblasti zivotného $tylu (n = 62), intervenciu
v oblasti zivotného §tylu plus pioglitazon (n = 60) a intervenciu v oblasti zivotného Stylu plus
berberin (n = 62). Na konci terapie 53, 47 a 55 subjektov v troch skupinach dokoncilo
naslednu navstevu.



LSI LSl plus PGZ LSl plus BBR

Sex (M/F) 32/30 28/32 38/24
Age (year) 50.64+10.69 53.52+8.62 50.72+9.76
Weight (kg) 75.73+11.13 74.98+12.73 78.71+15.99
BMI(kg/m2) 27.27+2.80 27.47+3.74 28.08+4.17
Waist (cm) 93.34+7.81 93.09+8.91 95.88+10.98
HFC (%) 29.5(21.0-44.5) 29.8(20.5-44.0) 30.2(22.3-43.1)
Serum glucose (mmol/L)

Omin 6.09+0.96 6.28+1.08 6.37+0.92

30min 10.61+1.91 11.14+1.88 11.10+1.54

60min 12.36+2.93 12.87+3.01 12.98+2.59

120min 9.97+3.17 11.18+3.54 11.11+2.98

180min 6.23+2.42 6.78+2.85 6.92+2.50

AUCg 39.11+8.42 41.73+9.07 41.84+7.52
HbA1c(%) 6.170.67 6.42+0.68 6.46+0.70

Serum insulin (mU/mL)
Omin

15.0(9.3-18.6)

13.7(10.0-18.2)

13.6(8.9-17.4)

30min 66.0(38.2—-89.4) 58.6(33.5-78.4) 52.0(36.2-68.4)
120min 83.5(59.2-132.1) 88.8(58.9-136.6) 81.4(49.1-113.1)
HOMA-IR 4.22+2.51 4.26+2.47 4.20+2.85
HOMA+ 131.08+£87.58 123.85+£62.95 119.41£114.32
AI30/AG30 13.51+11.65 10.9448.99 10.068.79
Lipid profile
TC (mmol/L) 4.9410.71 5.38+0.89 5.29+0.91
TG (mmol/L) 1.93+0.70 2.16x0.91 2.19+1.10
HDL-c (mmol/L) 1.20£0.25 1.19+0.25 1.16+0.26
LDL-c (mmol/L) 2.91+0.68 3.25+0.94 3.230.85
APO-A (g/L) 1.27(1.11-1.39) 1.30(1.181.54) 1.25(1.08—1.44)
APO-B (g/L) 1.00£0.19 1.08+0.20 1.07+0.21
APO-E (mg/L) 46(39-52) 46(39-58) 49(40-57)
LPa (mg/L) 135(90-219) 142(79-233) 105(54-183)
Liver enzyme (U/L)
ALT 34(20-54) 41(26-65) 33(23-49)
AST 25(20-30) 28(20-43) 24(19-32)
y-GT 36(22-60) 40(27-58) 40(27-69)

doi:10.1371/journal.pone.0134172.1001

Tabul’ka 1. Zakladné charakteristiky subjektov Stidie.

Udaje boli prezentované ako priemer + SD, s vynimkou skreslenych premennych, ktoré boli
prezentované ako median s medzikvartilovym rozsahom uvedenym v zatvorkach.

Obsah tuku v peceni a peceniovych enzymov

Po lie¢be sa HFC znizil o 57,2 % v skupine LSI plus BBR (P<0,001) a 0 36,4 % v skupine
LSI (P<0,001). Liecba LSI plus BBR spdsobila vicsie znizenie HFC v porovnani s lieCbou
samotnym LSI (p = 0,008, Obr. 2 ). Okrem toho uc¢inok BBR na HFC nebol mensi ako u¢inok
PGZ (15 mg denne) (p = 0,054). Pecenové enzymy boli tiez znizené vo vsetkych skupindch
po liecbe a znizenie ALT a AST nepreukézalo ziadny vyznamny rozdiel medzi skupinami LSI
plus BBR a LSI plus PGZ v 16. tyzdni (p = 0,855 a p = 0,632, v uvedenom poradi) ( tabul’ka
2).
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Obr. 2. ZnizZenie hladiny glukézy v krvi, telesnej hmotnosti a obsahu tuku v peceni po
liecbe.

Priemerné hodnoty su uvedené pre percentudlne zmeny od zakladnej hodnoty A) FBG, B)
PBG, C) telesnej hmotnosti a D) priemernej hodnoty HFC troch skupin pred a po liecbe.
*p<0,05 v porovnani so skupinou LSI, &p<0,05 v porovnani so skupinou LSI plus PGZ.



LSl LSl plus PGZ LSl plus BBR P value (LSI plus BBR vs. P value (LSI plus BBR vs. LSI plus
LSI) PGZ)

Number 53 47 55

Weight (kg) -1.99(-2.76~-1.23)  -1.94(-2.75~-1.12) -4.29(-5.04~-3.54)  <0.001 <0.001

BMI(kg/m?) -0.72(-0.99~-0.44)  -0.67(-0.97~-0.38) -1.51(-1.79~-1.25)  <0.001 <0.001
Waist (cm) -2.14(-3.03~-1.26)  -2.60(-3.55~-1.66) -4.84(-5.70~-3.97)  <0.001 0.001
HFC(%) -11.4(-14.8~-7.9) -12.1(-15.8~-8.5) -17.4(-20.8~-14.0) 0.008 0.054
Blood glucose (mmol/L)

Omin -0.15(-0.41~-0.12)  -0.38(-0.66~-0.10)  -0.47(-0.73~-0.20) 0.096 0.658
30min -0.63(-1.06~-0.19)  -0.91(-1.38~-0.45)  -1.03(-1.46~-0.60) 0.196 0.725
60min -1.23(-1.80~-0.65)  -1.18(-1.79~-0.57)  -1.86(-2.42~-1.29) 0.125 0.112
120min -1.05(-1.73~-0.37) -2.44(-3.17~-1.72)  -2.19(-2.87~-1.51) 0.020 0.609
180min -0.90(-1.35~-0.44)  -1.48(-1.97~-1.00)  -1.57(-2.02~-1.11) 0.042 0.799

AUCg -3.33(-4.93~-1.73)  -5.,51(-7.21~-3.81)  -6.14(-7.72~-4.55) 0.015 0.594
HbA1c(%) -0.30(-0.43~-0.16)  -0.44(-0.58~-0.30)  -0.47(-0.60~-0.33) 0.078 0.793
Serum insulin (mU/mL)

Omin -0.85(-2.43~0.72) -1.66(-3.35~0.02)  -1.59(-3.14~-0.03) 0.515 0.949
30min -3.10(-11.54~5.35)  1.24(-7.73~10.22)  6.93(-1.35~15.20) 0.098 0.362
120min 4.5(-10.9~19.9) -15.4(-32.0~1.1) -13.6(-28.9~1.7) 0.102 0.874

HOMA-IR -0.26(-0.72~0.20)  -0.69(-1.18~-0.20)  -1.06(-1.51~-0.61) 0.014 0.298
Lipid profile
TC(mmol/L) -0.12(-0.31~0.07) -0.11(-0.31~0.10)  -0.52(-0.71~-0.33) 0.004 0.004
TG(mmol/L) -0.02(-0.24~0.21) -0.12(-0.36~0.12)  -0.45(-0.68~-0.23) 0.007 0.050
HDL-c(mmol/ 0.005 0.065 0.010 0.861 0.061
L) (-0.034~0.044) (0.023~0.107) (-0.029~0.049)
LDL-c()mmoI/ -0.14(-0.32~0.04) -0.05(-0.25~0.14)  -0.24(-0.42~-0.07) 0.442 0.154
L
APO-A(g/L) -0.01(-0.07~0.05) -0.00(-0.06~0.07)  -0.09(-0.15~-0.03) 0.055 0.036
APO-B(g/L) -0.05(-0.09~-0.01)  -0.05(-0.09~-0.00)  -0.12(-0.16~-0.08) 0.022 0.023
APO-E(mg/L) -7.0(-10.7~-3.2) -8.9(-13.0~-4.8) -10.9(-14.6~-7.2) 0.143 0.476
LP(a)(mg/L) 4.53(-22.3~31.3) 17.8(-11.2~46.9) 23.6(-2.9~50.1) 0.319 0.774
Liver enzyme (U/L)

ALT -14.1(-18.0~-10.2)  -20.5(-24.8~-16.2)  -21.0(-24.9~-17.1) 0.015 0.855

AST -6.5(-8.2~-4.8) -8.3(-10.2~-6.4) -8.9(-10.7~-7.2) 0.050 0.632
y-GT -8.4(-13.9~-3.0) -14.3(-20.2~-8.5) -11.7(-17.1~-6.3) 0.403 0.517

doi:10.1371/journal.pone.0134172.t002

Tabul’ka 2. Zmeny klinickych a biochemickych parametrov po liecbe.

Vsetky parametre boli upravené podla veku, BMI a zédkladného parametra a reprezentované
ako priemer (95 % CI). Hodnota P po tprave podl'a veku, BMI, vychodiskovych tidajov.

Reakcie v energetickom metabolizme

V porovnani so samotnym LSI vykazoval BBR mimoriadne zniZenie telesnej hmotnosti [-
4,29(-5,04 —-3,54)kg oproti -1,99(-2,76 —1,23)kg, p<0,001], BMI [-1,51(-1,79 -
1,25)kg/m2 ¥* -0,72(-0,99 —-0,44) kg/m2 ' p<0,001], obvod pasa[-4,84(-5,70 —3,97)cm oproti
-2,14(-3,03 —1,26)cm , p<0,001], HFC [-17,4(-20,8 —14,0)% vs -11,4(-14,8 —7,9)%, p =
0,008), glukéza 2 hodiny po zatazeni [-2,19(-2,87 —1,51)mmol/ L oproti -1,05(-1,73 —
0,37)mmol/l, p = 0,020), plocha pod krivkou OGTT [-6,14(-7,72 —4,55) oproti -3,33(-4,93 —
1,73), p = 0,015] , HOMA-IR [-1,06(-1,51 —0,61) vs -0,26(-0,72-0,20), p = 0,014], sérovy
cholesterol [-0,52(-0,71 —0,33) mmol/l vs -0,12(-0,31 —0,07)mmol/l, p = 0,004], APO-B [-
0,12(-0,16 —0,08)g/l oproti -0,05(-0,09-0,01)g/l, p = 0,022] a triglyceridy [-0,45 (-0,68 —
0,23)mmol/l oproti -0,02(-0,24-0,21)mmol/l, p = 0,007]( tabul’ka 2), ¢o jasne ukazuje
vyznamny prinos BBR v metabolizme. ZniZenie hladiny glukézy v krvi v skupine LSI plus
BBR sa vyskytlo pocas prvych 4 tyzdinov lieCby a trvalo pocas celého skuSania; v tejto
skupine bol tiez pozorovany vyznamny a ¢asovo zavisly pokles telesnej hmotnosti ( obr. 2 ).
V porovnani so skupinou PGZ plus LSI (pozitivna referencia $tadie), BBR plus LSI
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vykazovali porovnatel'né Uc€inky pri kontrole glykémie a citlivosti na inzulin, zatial' ¢o BBR
ma d’alSie vyhody v telesnej hmotnosti a sérovych lipidoch ( tabulka 2 ).

Neziaduce udalosti

Celkovo sa u ucastnikov vyskytlo 61 neziaducich udalosti stvisiacich s lickom (AE).
NajcCastejSimi neziaducimi udalostami savisiacimi s BBR boli anorexia a zaludo¢na
nevolnost’ (30,95 % neziaducich uc¢inkov suvisiacich s BBR), hnacka (26,19 %) a zapcha
(14,29 %), ktoré bolo mozné dobre tolerovat’ pocas prvych dvoch tyzdnov stadie. U subjektov
neboli pozorované ziadne zdvazné AE, ako je kongestivne zlyhanie srdca, zlomeniny kosti,
pecenova toxicita. AE sa vyskytli v skupine PGZ hlavne zahfiiali bolest’ svalov, Gnavu a
srdcové symptomy ( tabulka S2 ). V dosledku AE Styria pacienti prerusili liecbu PGZ a jeden
BBR.

Koncentracie BBR v sére a moci

Jedenast’ subjektov zo skupiny LSI plus BBR a jedendst’ subjektov zo skupiny LSI bolo
nahodne vybranych na meranie koncentracii BBR v sére a moc¢i a jeho metabolitov pred a po
16-tyzdiiovej intervencii. Na konci 16-tyzdnovej lieCby boli stredné hladiny BBR v sére a
moci 6,99 ng/ml a 79,2 ng/ml, v uvedenom poradi, u subjektov liecenych BBR ( tabul’ka 3 ),
ktorych vychodiskové koncentracie BBR neboli detekovatel'né. Na rozdiel od toho, BBR tiez
nebol detekovatelny pred a po intervencii v skupine LSI. Analyza mocu ukézala, ze BBR sa
vyluCoval hlavne ako jeho prototyp s koncentraciami v rozmedzi od 4,49 ng/ml do 645,48
ng/ml. Aj ked’ sa v moci pacientov zistilo pit’ metabolitov BBR (M1, M2, M4, M12, M13),
vSetky metabolity vykazovali vel'mi nizke koncentracie v rozmedzi od 0,01 do 10,15 ng/ml
(priblizne 70-krat nizSie ako BBR). VSetky vysledky ukazali, Ze botanicka zlucenina BBR
bola dobre absorbovand, metabolizovana a vylu¢ovana hlavne ako jej prototyp z mocu.

Compound M.W (m/z) Concentration (ng/mL) [Median (P25-P75)]

Serum BBR 336 6.99(4.65-9.82)
Urine BBR 336 79.16 (3.37-326.16)

M1 322 0.56 (0-3.01)

M2 322 0.66 (0-2.04)

M4 338 0.03(0-0.08)

M12 498 0(0-0.02)

M13 402 0.17(0-0.57)

doi:10.1371/journal.pone.0134172.1003

Tabulka 3. Obsah BBR a jeho metabolitov v Pudskej krvi a moci
BBR a jeho metabolity v peceni po peroralnom podani na zvieracom modeli

Je zrejmé, Ze subjekty v skupine BBR plus LSI stratili vyrazne viac obsahu tuku v peceni ako
skupina LSI s rovnakym stupniom straty telesnej hmotnosti ( obr. 3 ), ¢o naznacuje, Ze prinosy
BBR na NAFLD a suvisiace metabolické ochorenia mézu zahfiiat priame podsobenie na
energeticky metabolizmus pecene. Aby sme d’alej pochopili terapeutické ucinky BBR,
uskutoCnili sme experimenty na zvieracom modeli NAFLD indukovanom HFD oSetrenim
potkanov jednou davkou BBR, aby sa vylucila interferencia zmeny telesnej hmotnosti. Ako je
znazornené na obr. 4, BBR a jeho metabolity boli distribuované v peceni. Okrem toho boli
koncentracie BBR v peéeni potkana 50-krat vysSie ako koncentracie v plazme ( tabulka 4 ).
Prvy vrchol BBR (886,80 + 174,55 ng/g) v pe€eni sa vyskytol 4 hodiny po perordlnom podani
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lieku a druhy vrchol 24 hodin (724,44 + 51,89 ng/g), po ktorom nasledoval vyznamny pokles.
Metabolity BBR vykazovali podobny vzt'ah medzi casom a koncentraciou ako BBR.
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Obr. 3. Porovnanie poklesu HFC (%) medzi skupinami LSI a LSI plus BBR pri réznych
stupfioch zmeny telesnej hmotnosti (<5 %, 5-10 % a >10 % zmeny telesnej hmotnosti).

*p<0,05 v porovnani so skupinou LSI s rovnakym stupfiom tbytku hmotnosti.
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Obr. 4. Koncentracia BBR a jeho metabolitov (M1, M2, M3, M4) v peceni v a plazme
potkana HFD (priemer +- SEM, n=6).

Time point Liver Concentration (ng/ml) Plasma Concentration (ng/ml)
Oh 0 0

4h 782.37(362.51-1132.86) 0.78(0.00-2.74)

8h 472.11(295.77-660.08) 0.30(0.00-1.39)

12h 576.76(380.19-769.51) 6.77(0.40-31.40)

24h 734.46(486.33-921.22) 3.24(1.05-26.56)

48h 51.71(24.35-109.61) 4.14(3.75-5.32)

doi:10.1371/journal.pone.0134172.1004
Tabulka 4. Koncentracia BBR v peceni v plazme potkanov HFD.
Utinky BBR na expresiu peceiiovych génov

Po preukdzani vyhodnej distribucie BBR v peceni dalej urcujeme uU€inok BBR na
metabolizmus glukdzy a lipidov v peceni. Jedna jedind davka liecby BBR vyznamne zvySila
triglyceridy v sére a zniZila koncentraciu ALT a AST v sére do 48 hodin bez zmeny telesnej
hmotnosti ( tabul’ka 5 ). Ako je znazornené na obr. S5A-5E , relativna mRNA CPT-1a, MTTP
a GCK bola vyznamne zvySenda (P<0,05) v peceni potkana kfmeného HFD peroralne
lieceného jednou davkou BBR. Analyza Western blot ukdzala vysledok konzistentny s
vysledkom v PCR v redlnom ¢ase ( obr. 5F ). Expresia CPT-1, MTTP a GCK dosiahla vrchol
24 hodin po perordlnom podani BBR, paralelne s druhym vrcholom koncentracie BBR v
peceni ( tabulka 4 ). Tieto udaje naznacuju pleiotropny u¢inok BBR na siet’ energetického
metabolizmu v peceni, o mdze zodpovedat’ za jeho priamy terapeuticky u¢inok na NAFLD.
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HFD-0h HFD-4h HFD-8h HFD-12h HFD-24h HFD-48h P for trend

Body weight (g) 428.50+20.79 391.00+£20.15 400.00+39.59 426.67+21.96 429.00+35.38 402.50+31.50 0.103
Liver weight (g) 13.96+0.90 12.42+1.26 13.13+£1.50 13.96+1.28 14.46+2.46 12.09+1.79 0.096
Brown fat (g) 0.47+0.14 0.31+0.07 0.39+0.16 0.41£0.10 0.42+0.08 0.37£0.06 0.227
Epididymal fat (g) 6.38+3.11 4.46+0.67 5.34+1.73 5.72+1.75 6.09+1.78 5.40+1.51 0.587
TC 1.64+0.34 1.73+0.24 1.89+0.46 1.69+0.51 2.04£0.36 2.1240.32 0.177
TG 0.36+0.08 0.70+0.23 0.49+0.19 0.34+0.09 0.70+0.28 0.83+0.17 <0.001
HDL-c 0.90+0.19 0.93+0.19 1.09+0.28 0.97+0.31 1.09+0.21 1.0810.19 0.551
ALT 92.67+52.79 47.17+5.91 39.33+7.23 46.17+6.59 79.17£18.71 75.67+17.0 0.002
AST 376.67+197.57 143.83+13.18 126.17+24.26 139.17+24.98 270.33+41.00 297.83+89.60 <0.001

doi:10.1371/journal.pone.0134172.t005

Tabul'ka 5. Fenotyp HFD — indukovanych NAFLD potkanov po liecbe jednodavkovym BBR.
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AE) Zmenena expresia génov uzko suvisiacich s metabolizmom glukozy a lipidov v peceni
SD potkanov. Vzorky boli vySetrené do 48 hodin po jednorazovom podani BBR oralnou
cestou. Kvantitativna PCR v redlnom Case sa pouzila na detekciu A) expresie mRNA v peceni
A) MTTP, B) CPT-la, C) GCK, D) LDLR a E) LPK v réznych ¢asovych priebehoch. F)
Kvantifikaicia mRNA MTTP, CPT-1, C) GCK, D) LDLR a E) LPK sa skiimali do 48 hodin po



jednorazovom podani BBR oralnou cestou. IiIMTTP, mikrozomalny triglyceridovy
transferovy protein; CPT-1a, karnitin palmitoyltransferaza-la; GCK, glukokindza; LDLR,
nizkohustotny lipoproteinovy receptor; LPK, peCeniova pyruvatkinaza.

Diskusia

Priaznivé uCinky BBR na metabolizmus glukézy a lipidov boli plne preukazané.
Mechanizmus jeho terapeutického ucinku je vSak stile nejasny. V naSej sucasnej stadii sme
zistili, ze BBR bol po peroralnom podani absorbovatel'ny a hlavne lokalizovany v peceni (50-
krat vyssi ako v plazme). Svojou preferencnou distribuciou v pe¢eni BBR vyrazne zlepsila
steatozu pecene u pacientov s NAFLD z naSej randomizovanej klinickej Studie a priamo
regulovala expresiu pecenovych génov suvisiacich s glukézou a metabolizmom lipidov.
Podl'a naSich najlepSich vedomosti je nasa sucasnd Stadia prvou humannou Studiou
zameranou na terapeutické uc¢inky BBR na NAFLD a tiez meriame jeho koncentraciu v sére,
moci a peceni, ako aj expresiu pecenovych génov suvisiacu s metabolizmom glukozy a
lipidov po BBR. liecbe.

V tejto stadii liecba BBR pocas 16 tyzdiiov v kombinécii s LSI vyznamne znizila obsah tuku
v peceni u pacientov s NAFLD, paralelne s globalnym metabolickym prinosom, ktory sa
odraza v znizeni telesnej hmotnosti a zlepsSeni profilov glukézy a lipidov. V porovnani so
samotnym LSI vykazoval BBR extra vyhody pri zlepSeni telesnej hmotnosti, HFC, HOMA -
IR a hladin lipidov. Dokonca aj v porovnani s PGZ (15 mg/den) [ 24 ] mala BBR nielen
podobné znizenie hladiny glukézy v krvi a HFC, ale aj priaznivé G¢inky na telesni hmotnost’.
Hoci boli pozorované gastroenterické AE stvisiace s BBR, boli mierne a tolerovateI'né. BBR
bol absorbovatel'ny po perordlnom podani u naSich pacientov v §tidii a Stidie na modeloch
potkanov ukazali, Ze BBR sa nachadzal priaznivo v peceni a mohol zmenit’ génovu expresiu
stivisiacu s pecenovym metabolizmom.

Pacienti v berberinovej skupine stratili vyrazne viac tuku v peceni a vykazovali vicSie
znizenie hladiny glukozy v krvi, triglyceridov a cholesterolu ako skupina LSI, ¢o bolo v
stlade s tymi v predchadzajucich Stadiach. Pozoruhodny pokles telesnej hmotnosti bol tiez
pozorovany u ucastnikov skupiny BBR. Niekol'ko Studii uvadza, ze BBR ma extrémne nizku
biologicku dostupnost’ menej ako 1 % u zvierat liecenych BBR , preto sa verilo, Ze BBR nie
je absorbovatelny v 'udskom gastrointestinalnom trakte a jeho priaznivé ucinky na pecenovy
tuk, inzulinovu rezistenciu ako aj metabolizmus glukozy a lipidov zaviseli hlavne od jeho
u¢inku na ¢revnu mikrobiotu a vSetky zlepSenia pecenového tuku a metabolizmu mohli
zavisiet’ od vyznamného Ubytku hmotnosti po liecbe BBR. Nasa sucasna stadia vSak zistila,
ze subjekty v skupine BBR plus LSI stratili vyrazne viac obsahu tuku v peeni ako skupina
LSI s rovnakym stupniom zniZenia telesnej hmotnosti ( obr. 3), ¢o naznacuje, ze zlepSenie
steatozy pecene po liecbe BBR nielen v stvislosti s vyraznym zniZenim telesnej hmotnosti.
Preto sme d’alej analyzovali koncentracie BBR v sére a moci pomocou presnej analyzy LC-
MS/MS v nasej §tudii na 'ud’och a zistili sme, ze BBR bol absorbovany peroralnym podanim,
metabolizovany v peceni a vyluCovany mocom hlavne vo svojom prototype pomocou LC-
MS/MS analyza, ktord naznacila jeho priamy G¢inok na pecen.

Aby sme d’alej preskimali mozny mechanizmus, ktory je zakladom priameho u¢inku BBR na
NAFLD u l'udi, merali sme distribiciu BBR (a jeho metabolitov) po liecbe BBR na
zvieracom modeli NAFLD indukovanom HFD. V porovnani s jeho koncentraciou v krvi,
BBR (a jeho metabolity) uprednostiiovali lokalizaciu v peceni s koncentraciou 50-krat vyssou


https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0134172#pone.0134172.ref024
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0134172#pone-0134172-g003

ako v plazme (tabulka 4). V skuto¢nosti bol fenomén selektivneho obohacovania pe¢ene
zaznamenany v BBR a inych botanickych liecivych alkaloidoch.

Avsak pecenovo selektivne obohatenie BBR je pravdepodobne pecenovym first-pass efektom,
ktory neznamena bioaktivitu na metabolizmus glukozy a lipidov, preto sme skiimali pecenovu
expresiu skupiny génov suvisiacich s energetickym metabolizmom MTTP, CPT-1a a GCK v
case 0, 4, 8, 12, 24 a 48 hodin po peroralnom podani jednej davky BBR. Expresia tychto
génov v peceni bola po liecbe BBR vyznamne zvySend, bez vyznamnej zmeny telesnej
hmotnosti v kazdom ¢asovom bode, ¢o naznacuje priamy uc¢inok BBR na peceniovu expresiu
génov suvisiacich s metabolizmom. MTTP bol na zostavenie a sekréciu lipoproteinov
obsahujucich apoB (VLDL a LDL), CPT-1a bol sucastou komplexu prenosu mastnych
kyselin vonkajSej membrany a katalyzoval primarny regulovany krok v celkovej
mitochondrialnej oxidacii mastnych kyselin. Up-regulacia tychto génov po liecbe BBR moze
podporovat’ export a f-oxidaciu pecenového tuku a Ciastocne zodpovedat’ za jeho terapeuticky
ucinok v jeho terapeutickom ucinku na zlepSenie steatdozy pecene. GCK sluzil na regulaciu
rychlosti metabolizmu glukozy a tiez sa zvysil po liecbe BBR. Uvadza sa, ze BBR moze
znizit’ inzulinova rezistenciu aktivaciou pecetiovej AMPK a up-regulacia pecenového GCK
moze suvisiet’ s aktivaciou pecenovej drahy AMPK. Preto méze mat’ BBR viaceré U¢inky na
peCenové gény spojené s metabolizmom lipidov alebo glukozy. Je pravdepodobné, Zze
vyznamny anti-NAFLD ucinok BBR suvisi s jeho obl'ibenym umiestnenim v peceni a jeho
priamymi uc¢inkami na viaceré pecenové gény, ktoré sa spajaji s energetickym
metabolizmom.

Obmedzenim tejto Stadie je, Ze ziadny z tychto pacientov nebol vySetreny biopsiou pecene z
dovodu etiky a je potrebné d’alej Studovat’ t¢inky BBR na l'udsky pecenovy histologicky
zapal, fibrozu, ako aj gény stvisiace s energetickym metabolizmom.

Zaver

Perordlne podavanie BBR vyznamne zniZilo HFC, telesnii hmotnost’ a zlepSilo metabolicky
profil lipidov a glukézy u pacientov s NAFLD. Terapeuticka G€¢innost BBR na NAFLD a
suvisiaci metabolizmus glukozy a lipidov stvisiaci s jeho obl'ibenym umiestnenim v peceni a
jeho priamymi u¢inkami na viaceré peCenové gény, ktoré sa spdjaju s energetickym
metabolizmom. Preto je BBR slubnym prostriedkom na liecbu NAFLD, ako aj s nimi
stivisiacich metabolickych ochoreni.

Zdroj: Efficacy of Berberine in Patients with Non-Alcoholic Fatty Liver Disease,
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