Berberin zmiernuje autoimunitni hepatitidu vyvolani konkanavalinom A
u mysi moduléiciou ¢érevnej mikroflory

Abstrakt

Pozadie:

Autoimunitnd hepatitida (AIH) je imunitne sprostredkované ochorenie pefene neznamej
etiologie sprevadzané ¢revnou dysbidzou a poskodenou crevnou bariérou. Berberine (BBR) je
tradi¢ny antibakteridlny liek, ktory ma r6zne farmakologické vlastnosti. Bolo hlasené, ze BBR
zmiernuje AIH, ale prislusné mechanizmy treba esSte uplne preskimat’.

Metody:

BBR sa peroralne podaval v davkach 100 mg-kg * -d ! mysiam pocas 7 dni pred vytvorenim
modelu AIH vyvolaného konkanavalinom A. Histopatologické, imunohistochemické,
imunofluorescencné, western blotting, ELISA, analyza 16S rRNA, prietokova cytometria,
kvantitativna PCR v realnom Case a Studie transplantacie fekalnej mikroflory sa uskutoc¢nili na
zistenie u¢inkov a mechanizmov BBR u mysi AIH.

Vysledky:

Zistili sme, Ze nekrdza a apoptoza pecene boli znizené po podani BBR; hladiny sérovej
transaminazy, sérového lipopolysacharidu, pecenovych prozapalovych faktorov TNF-a,
interferonu-y, IL-1p a IL-17A a podielu Th17 buniek v bunkéch sleziny boli vSetky znizené,
zatial’ ¢o protizapalovy faktor IL- 10 a proporcie regula¢nych T buniek sa zvysili. Okrem toho
liecba BBR zvysila prospeSné a znizila Skodlivé baktérie v ¢reve. BBR tieZ posilnila funkciu
iledlnej bariéry zvySenim expresie proteinov zonula occludens-1 a occludin s tesnym
spojenim, ¢im  blokuje  translokdciu  lipopolysacharidov, zabrafiuje  aktivacii
lipopolysacharidového/toll-like receptora 4 (TLR4)/ NF-«kB drahy a inhibuje produkciu
zapalovych faktorov v pe€eni. Transplantacia fekalnej mikrobioty z BBR na modelové mysi
tiez ukazala, Ze BBR potencidlne zmieriiuje AIH zmenou ¢revnej mikrobioty.

Zavery:
BBR zmiernil AIH vyvolany konkanavalinom A moduléciou ¢revnej mikroflory a suvisiacou

imunitnou regulaciou. Tieto vysledky vrhaja viac svetla na potencialne terapeutické stratégie
BBR pre AlH.

UVOD

Autoimunitnd hepatitida (AIH) je progresivne imunitne sprostredkované ochorenie
pecene, ktoré moze viest’ k cirhoze, HCC a smrti, pricom jej zdkladné mechanizmy zostavaja
nejasné. Pacienti s AIH zvyc€ajne dostavaju dlhodobu liecbu glukokortikoidmi samostatne
alebo s inou imunosupresivnou terapiou, pricom véac¢Sina z nich dobre reaguje na
glukokortikoidy, ale zavazné vedl'ajSie Uc¢inky, ako je imunosupresia, sekundarna infekcia,
abnormdlne zvySenie krvného tlaku a cukru v krvi a priemernd osteopordza Ze vicSina
pacientov po vysadeni lieku recidivuje. Preto je potrebny vyvoj novych metdd prevencie a
lieCby na zniZenie chorobnosti a imrtnosti.

V poslednej dobe si reciprocné interakcie medzi pecenou a crevom, nazyvané os ¢revo-pecen,
ziskali intenzivnu vyskumnil aktivitu. Zmeny crevnej mikroflory, ako je zniZenie
mikrobidlnej diverzity, vyCerpanie prospeSnych baktérii a obohatenie oportinnych patogénov,



st ¢asto hlasené pri ochoreniach pe¢ene. Crevna dysbidza uZ bola pozorovana u pacientov s
AIH; uz skor bolo hlasené, ze fekalny mikrobiom pacientov s AIH vykazoval znizenu
druhovii bohatost’ a rovnomernost v porovnani so zdravymi kontrolami. Tieto zistenia
naznacuju, ze moduldcia Struktur crevnej mikroflory moéze byt uzitocnym vedeckym
zékladom lieCby AIH.

Berberin (BBR) je izochinolinovy alkaloid extrahovany z bylinnych rastlin, ako je Coptis
chinensis a Berberis vulgaris, a v Cine sa tradine pouziva na lie¢bu bakteridlne;j
hnacky. BBR vykazuje silné priaznivé ucinky na NAFLD znizenim akumulécie lipidov
aktivaciou signalizacie proteinkindzy aktivovanej AMP, zmiernenim oxida¢ného stresu a
regulaciou ¢revného mikroprostredia. Wang a kol. ukazali, ze predbezna liecba BBR znizila
poskodenie pecene u mysi s AIH indukovanou konkanavalinom A (Con A) prostrednictvom
aktivacie signalizdcie proteinkinazy aktivovanej AMP. Je zaujimavé, ze crevnd mikroflora
bola neddvno uznana ako dolezity ciel BBR, so stidiami, ktoré uvadzaju, ze BBR stimulovala
rast Akkermansia muciniphila prostrednictvom zvySenej produkcie mucinu v hostitel'skych
¢revach. Zostava vSak nezname, ¢i BBR zlepsuje AIH regulaciou ¢revnej mikrobioldgie a
suvisiacej imunitnej regulacie. Mechanizmy, ktorymi BBR zmiernuje AIH, si vyzaduju d’alsi
prieskum, takZze objasnenie takychto mechanizmov moéze poskytnit bezpecnejsie,
efektivnejSie a cenovo dostupnejSie alternativy liecby AIH.

V tejto S$tadii sme pozorovali, Ze BBR zmieriiuje AIH vyvolani Con A zmenou Crevnej
mikroflory, inhibiciou lipopolysacharidu (LPS)/toll-like receptor 4 (TLR4)/NF-xB
signalizacie a modulaciou regulacnej T bunky (Treg)/ Zostatok Th17. Okrem toho Uc¢inky
BBR na AIH mdézu byt ¢iasto¢ne zavislé od zmien v zlozeni ¢revnej flory.

METODY

Cinidla

Pouzili sme nasledujuce materialy: Con A bol ziskany od Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO). BBR, stpravu na farbenie alcidnovou modrou, metylprednizolon (MP), ampicilin,
neomycin, metronidazol a vankomycin poskytla spoloénost’ Solarbio (Peking, Cina).
Protilatky anti-kaspaza-3, anti-Bax a anti-F4/80 ponukala technologia bunkovej signalizacie
(Boston, MA). Anti-TNF-a, anti-interferon-y, anti-1L-1 p, anti-1L-17A a anti-1L-10 protilatky
boli zakiipené od Bioss (Peking, Cina). Krali¢ie anti-mysie primarne protilatky, vratane
zonula occludens-1 (ZO-1), okludin, TLR4, NF-kB P65, inhibitor NF-kB (IkxB), fosfo-
inhibitor NF-kB (p-IkB) a p-aktin, boli ziskané od Abcam (Cambridge, UK).
Anti-CD4 konjugované s alofykokyaninom, anti-IL-17A konjugované s fluorescein
izotiokyanatom a anti-Foxp3 protilatky konjugované s fykoerytrinom boli zakiipené od BD
(Franklin Lakes, NJ).
Stpravy LPS ELISA dodal Cloud-clone (Hubei, Cina).

Pokusné zvierata

Pattyzditové samce mysi C57BL/6 s hmotnostou 18-20 g boli ziskané z Experimentalneho
zvieracieho centra lekarskej univerzity Shanxi (Shanxi, Cina). Zvieratd boli chované v
zariadeni s laminarnym tokom a bez $pecifickych patogénov v 12-hodinovom cykle svetlo/12-
hodinové tma s vol'nym pristupom k Standardnej strave a vode. Experimentalne postupy sa
uskuto¢novali na zédklade smernic nariadenia o sprave laboratdornych zvierat a boli schvélené
Etickou komisiou pre pokusy na zvieratdich Shanxi Medical University (¢islo povolenia:
SYDL2021001).



Zasahy BBR

Mysi boli ndhodne rozdelené do 4 skupin (n = 7 na skupinu): skupina s negativnou kontrolou
(NC), skupina AIH, skupina BBR a skupina MP. Po 7 diioch aklimatizicie sa mySiam v
skupine BBR podaval BBR (100 mg/kg/deil) oralnou sondou, kym mySiam v ostatnych
skupinach sa podaval ekvivalentny objem PBS. Predbezné oSetrenie pokracovalo 7 dni.
Potom sa mySiam v skupinach AIH, BBR a MP podavalo 25 mg/kg Con A cez chvostovi
zilu, zatial' co mySiam v skupine NC sa podaval ekvivalentny objem PBS. Mysi v skupine MP
dostali MP (3,12 mg/kg) intragastrickym podanim raz 0,5 hodiny po injekcii Con A. Vsetky
mySi sa potom humanne usmrtili 18 hodin po injekcii Con A a odobrali sa tkaniva.
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Obrazok 1 - Postupy na zvieratach

BBR zmiernil poSkodenie pe¢ene vyvolané Con A. (A) Navrh experimentu na zvieratach, (B) Makroskopicky
vzhl'ad pecene, (C) Koncentracia ALT, AST a TBA (n = 7), (D, E) HE farbenie rezov pecene (stupnica, 200 um
) a histologické skore pre rezy pecene. (F, G) Imunofluorescenéné farbenie infiltracie makrofagov (F4/80 *)
(zelend) v reze pecenového tkaniva, kvantifikacia intenzity farbenia F4/80 v kazdej skupine (n = 3). (H, I)
Imunofluorescencné farbenie hladiny expresiec Bax a kaspazy-3 (Cervend) v reze pecenového tkaniva,
kvantifikacia intenzity zafarbenia Bax a kaspazy-3 v kazdej skupine (n = 3). (J, K) Expresia TNF-a, IFN-y, IL-1
p, IL-17A a IL-10 v peceni pomocou imunohistochémie (stupnica, 200 um) (n = 3). VSetky udaje boli vyjadrené



ako priemer = SD. **p< 0,01; ***p< 0,001. Skratky: AIH, autoimunitnd hepatitida; ALT, alanin
transamindza, AOD, priemerna optickd hustota; AST, aspartat transamindza;, BBR, berberin; ConA,
konkanavalin A; HE, hematoxylin a eozin; [FN-y, interferon-y; MP, metylprednizolon; NC, negativna kontrola;
TBA, celkova zZl¢ova kyselina.

Transplantacia fekalnej mikroflory

Mysi v skupine s transplantaciou fekalnej mikroflory (FMT) boli lieCené ampicilinom (1
mg/ml), neomycinom (1 mg/ml), metronidazolom (1 mg/ml) a vankomycinom (1 mg/ml) v
pitnej vode. 7 dni pred podanim fekélnej suspenzie z mysi BBR. Konkrétne sa 1 g vzorky
stolice od 6 mysi BBR homogenizoval v 5 ml PBS, potom sa mySiam v skupine FMT
transplantovalo 200 pl suspenzie peroralnou sondou raz denne pocas 7 dni. Mysi v skupine s
antibiotikami eliminujucimi Crevné baktérie (ABX) boli lieCené rovnakymi antibiotikami v
pitnej vode pocas 7 dni, potom im bol podévany ekvivalentny objem PBS oralnou sondou raz
denne. Nasledné oSetrenia boli rovnaké ako pri intervencnych experimentoch BBR. Postup
pokusu na zvieratach je zndzorneny na obrazku 7A .

Transaminazova aktivita a endotoxinovy test

Po odstredeni pri 1000 g po¢as 10 minut sa koncentracie alanintransaminazy (ALT),
aspartattransamindzy (AST) a celkovych ZI€ovych kyselin (TBA) v sére merali pomocou
automatizované¢ho chemického analyzatora (BioMajesty, Japonsko) z nemocnice TaiYuan v.
Tradicnd ¢inska medicina. LPS v sére sa meral pomocou sipravy ELISA podla pokynov
vyrobcu (Cloud-clone, Cina).

Histologické hodnotenia

Vzorky tkaniva peCene a ilea boli fixované v 4% neutrdlnom pufrovanom formalinovom
roztoku pocas 48 hodin. Potom boli vzorky tkaniva dehydratované odstupfiovanym etanolom
a zaliate do parafinového vosku. Tkanivové rezy (hrubka 4 pum) sa narezali na podlozné
sklicka a skladovali sa pri teplote miestnosti. Rezy tkaniva zaliate parafinom sa potom
zafarbili hematoxylinom a eozinom a alcidnovou modrou na histologické vyhodnotenie. Na
vyhodnotenie stupfia nekrozy sa uskutocnil systém hodnotenia poSkodenia na zaklade
portalneho a intralobularneho zapalu, degenerdcie a nekréozy v peceni, ako bolo
uvedené. Rozsah patoldgie bol hodnoteny od 0 (ziadna patologickd zmena) do 4 (zavazna
patologickéd zmena).

Imunohistochémia a imunofluorescen¢né farbenie

Po zahrievani pocas 20 minut pri 60 °C boli parafinové rezy pecene alebo ilea zbavené
parafinu v xyléne a rehydratované v klesajucich koncentraciach etanolu, premyté v PBS a
blokované v hovddzom sérovom albumine pocas 30 minut pri teplote miestnosti. Na
imunohistochémiu sa pecenoveé rezy inkubovali cez noc pri 4 °C s protilatkami proti TNF-a,
interferéonu-y, IL-1 p, IL-17A a IL-10. Rezy pecene sa tiez inkubovali so sekunddrnymi
protilatkami konjugovanymi s biotinom pri teplote miestnosti po¢as 60 minut a zafarbili sa 3,
3'-diaminobenzidinom. Obrazky sa ziskali pomocou mikroskopu Olympus (Olympus
Corporation, Japonsko) a softvér Image J sa pouzil na vypocet priemernej optickej hustoty.
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Na imunofluorescenéné (IF) farbenie boli peeniové rezy zafarbené primarnou anti-F4/80
protilatkou, anti-Bax protildtkou alebo anti-kaspazou-3 protilditkou pri 4 °C cez noc,
inkubované so zodpovedajicimi sekundarnymi protiladtkami pocas 60 minut pri izbovej
teplote nasledujuci den a podstupili reakciu DAPI. Rezy ilea boli zafarbené priméarnou anti-
Z0-1 protilatkou alebo anti-okludinovou protildtkou pri 4 °C cez noc a inkubované so
zodpovedajucimi sekundarnymi protilatkami pocas 60 mintt pri teplote miestnosti. Bunkové
jadra boli zafarbené DAPI.

Potom bol pozorovany pod fluorescenénym mikroskopom (Nikon, Japonsko).

Prietokova cytometria

Podrobné prevadzkové kroky pre tento postup st uvedené v nasom predchadzajicom
vyskume. Stru¢ne povedané, po humannom usmrteni zvierat sa pripravili suspenzie buniek
sleziny a koncentracie buniek sa upravili na 1,0 x 107/ ml. Na detekciu buniek Th17 a Treg sa
1 ml jednotlivych buniek naockoval do jamiek v 6-jamkovych dostickach a inkuboval sa s
ionomycinom, forbol-12-myristat-13-acetatom a Brefeldinom A pocas 5 hodin a zozbierali sa.
Potom sa zozbierané bunky zafarbili zodpovedajicimi protilatkami. Vzorky boli spracované
na BD Accuri C6 a data boli analyzované v analytickom softvéri FlowJo 7.6 (BD
Biosciences, USA).

Extrakcia RNA a kvantitativna PCR v realnom ¢ase

Celkova RNA sa izolovala z Cerstvého tkaniva ilea s pouzitim ¢inidla Trizol podl'a pokynov
vyrobcu. Potom sa cDNA syntetizovala z rovnakého mnozstva celkovej] RNA podl'a pokynov
vyrobcu. Produkty sa zmieSali so zmesou SYBR Green PCR a podrobili sa kvantitativnej
PCR v redlnom ¢ase pomocou fluorescencného kvantitativneho detekéného systému BIOER
LineGene 9600 Plus (FQD-96A, BIOER, Cina).

TABULKA 1 - Primérové sekvencie pouzité na kvantitativnu analyzu PCR v redlnom case

Gén mysi Dopredu (5-3") Obrateny (5-3")
B-aktin ATCAGCAAGCAGGAGTATG GGTAGAGGACCACTTTGCTA
Z0-1 GCGAACAGAAGGAGCGAGAAGAG GCTTTGCGGGCTGACTGGAG

Ocludin TGGACTTGGAGGCGGCTATGG AGGGAAGCGATGAAGCAGAAGGC

Skratka: Z0-1, zonula ocludens-1

Tabul’ka - Priméry pouzité v kvantitativnej PCR v redlnom case

Western blotting

Podrobné prevadzkové kroky pre tento postup st uvedené v nasom predchadzajucom
vyskume. Proteinové pasy boli vizualizované pomocou vylepSenej chemiluminiscenénej
stupravy (Solarbio, Peking, Cina). Intenzity pasov sa kvantitativne analyzovali pomocou
softvéru Imagel a expresia proteinu sa normalizovala na signaly p-aktinu.

Analyza fekalnej 16S rRNA

Vzorky obsahu céka sa Cerstvo odobrali do skimaviek bez mikrébov a ihned’ sa zmrazili
kvapalnym dusikom a potom sa skladovali pri -80 © C. DNA sa extrahovala z vykalov



pomocou stupravy QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, USA). Sekvencie s >97%
podobnostou boli priradené k rovnakym operaénym taxonomickym jednotkdm. Fekalne
mikrobidlne zlozenie bolo hodnotené pomocou sekvenovania Illumina HiSeq a mikrobialnej
analyzy zalozenej na QIIME. Na vyhodnotenie diverzity alfa a diverzity beta medzi roznymi
kohortami v sekvencnej analyze 16S sa uskutocnil Wilcoxonov test poradia suctu.
Vyznamnost koreldcii bola testovand Spearmanovym hodnotovym korelaénym testom.
Subory udajov vygenerované pre tuto Studiu mozno najst’ v databaze NCBI Sequence Read
Archive (pristupové Cislo: PRINA789741).

Statisticka analyza

Udaje st vyjadrené ako priemer + SD a na kontrolu normality sa pouzil Shapiro-Wilkov test.
Pre vicSinu udajov sa na urCenie vyznamnosti medzi skupinami pouzila jednosmerna
ANOVA. Statistické analyzy sa uskutoénili pouZitim GraphPad Prism 9.2.0 (GraphPad
Software, USA) a softvéru SPSS verzie 22.0 (SPSS Inc., USA). Hodnota p <0,05 sa
povaZovala za $tatisticky vyznamna.

VYSLEDKY

BBR zmieriiuje poskodenie pecene vyvolané Con A

Aby sme preskumali u¢inky BBR na predbezné oSetrenie AIH, vytvorili sme mysSaci model
AIH s pouzitim injekcii Con A. Signifikantne zvySené sérové ALT, AST a TBA boli
detegované v skupine AIH ( p < 0,001). V porovnani so skupinou AIH mali skupiny BBR aj
MP vyznamne znizené koncentracie ALT, AST a TBA v sére ( p <0,01, p <0,001) ( obrazok
1C). St znazornené morfologické pozorovania ( obrdzok 1B ). Makroskopicky podévanie
BBR a MP zlepsilo pasivne prekrvenie pecene vyvolané Con A. Farbenie pecenovych rezov
hematoxylinom a eozinom ukéazalo rozsiahlu stratu architektury pecene a nekrézu
hepatocytov v skupine AIH, zatial' co BBR zmiernil toto poSkodenie pecene ( obrazok 1D ).
Hoci MP tiez zmiernil toto posSkodenie pecene, v tejto skupine sa pozoroval edém pecenovych
buniek (obrazok 1D, E), ktory odhalil, z2 BBR =zlepsila AIH-indukované patologické
poskodenie u mysi a vykazovala rovnaké, ak nie lepSie ti¢inky ako MP.

Makrofagy su zapalové bunky, ktoré vykazuju silnt fagocytdznu aktivitu a uvolfiuji mnohé
zépalové faktory, ktoré podporuju zapal a poskodenie pecene. IF vykazoval vyrazne zvySenu
infiltraciu makrofagov (F4/80+) v skupine AIH v porovnani so skupinou NC, zatial' ¢o
intenzita fluorescencie makrofagov bola vyznamne zniZend v skupinach BBR a MP ( obrdzok
1F, G). Hladiny intenzity fluorescencie Bax a kaspazy-3 boli obidve vyznamne zvySené v
peceni skupiny AIH v porovnani so skupinou NC, zatial ¢o intenzita fluorescencie bola
vyrazne znizend v skupinach BBR a MP ( obrazok 1H, I). Imunohistochemické vysledky
ukézali, ze hladiny expresie TNF-a, interferonu-y, IL-1p a IL-17A v peceni boli vyrazne
zvySené v skupine AIH v porovnani so skupinami NC a BBR. Okrem toho podavanie BBR
zvysilo hladiny protizapalového cytokinu IL-10 v peceni ( obrdzok 1J., K ), ¢o naznacuje, ze
podavanie BBR inhibovalo produkciu prozapalovych cytokinov a podporovalo produkciu IL-
10 v naSom mySom modeli AIH vyvolanom Con A . Celkovo tieto vysledky ukazali, Ze BBR
zlepsilo akutne poSkodenie pecene vyvolané Con A zniZenim zapalu hepatocytov, nekrozy a
apoptozy.
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Imunoregulaéné ucinky podavania BBR u AIH mySi

Ako je znazornené ( obrazok 2A ), sleziny mysi v skupine AIH boli vyznamne opuchnuté v
porovnani so slezinami v skupine NC, zatial' ¢o sleziny v skupine BBR boli mensie ako
sleziny v skupine AIH, ¢o naznacuje, ze mySi BBR boli v nizsi zapalovy stav v porovnani so
skupinou AIH. Rovnovaha buniek Thl17 a Treg reguluje rozvoj autoimunity a zapalu a
povaZzuje sa za potencialny terapeuticky ciel poskodenia peéene. Dalej sme vyhodnotili
percenta Th17 a Treg buniek v mySich slezinach prietokovou cytometriou ( obrazok 2B ). V
porovnani so skupinou NC sa percenta buniek Th17 okamzite zvysili, zatial ¢o percenta
buniek Treg sa znizili v skupine AIH ( p < 0,001). V porovnani so skupinou AIH sa percenta
buniek Th17 znizili, zatial ¢o percenta buniek Treg sa zvysili v skupine BBR ( p <0,01)
(obrazok 2C, D ). Na zaklade tychto udajov malo podavanie BBR imunosupresivne ucinky v
naSom modeli AIH vyvolanom Con A.
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Obrazok 2 — Imunoregulacné ucinky

BBR obnovil imunitnt nerovnovahu vyvolanti konkanavalinom A u mysi. (A) Makroskopicky vzhl'ad sleziny.
(B) Typicky graf prietokovej cytometrie Th17 buniek a Treg buniek v slezinach u NC, AIH a BBR skupin mysi
(n=3). (C, D) Stipcové grafy ukazujuce percentd Th17 buniek a Treg buniek v CD4 * T bunkach (n = 3). Vietky
udaje boli vyjadrené ako priemer + SD. ** p < 0,01; *** p <0,001. Skratky: AIH, autoimunitna hepatitida; APC,
alofykokyanin; BBR, berberin; FITC, fluorescein izotiokyanat; FSC, dopredny rozptyl; NC, negativna kontrola;
SSC, bo¢ny rozptyl.
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BBR posiliiuje funkciu ¢érevnej bariéry

Zhorsena funkcia Crevnej bariéry moze zvysit' riziko pristupu bakteridlnej zlozky z lumenu
¢reva do krvného obehu, ¢im sa zhorsi systémovy zapal. Histopatologické vySetrenia odhalili,
ze ileum vykazovalo histologické abnormality po stimuldcii Con A. Ako je znazornené
(obrazok 3A ), epitelové klky a krypty ilea v skupine NC boli pevne a thl'adne pripojené;
ruptura klkov a obnaZené stavy boli pozorované v skupine AIH, zatial' ¢o poddvanie BBR

zmiernilo poskodenie ¢revného epitelu sposobené Con A.
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Obrazok 3 — funkcia ¢revnej bariéry

BBR zlepsila funkciu ¢revnej bariéry. (A) HE farbenie rezov ilea (stupnica, 200 um). (B) Vyhodnotilo sa pat
krypt na sekciu, potom sa mikroskopicky vyhodnotila vyska klkov a hibka krypt a vypocital sa pomer vysky
klkov a hibky krypt (n = 7). (C) Farbenie rezov ilea alcidnovou modrou (stupnica, 200 um). (D) Podet
poharikovitych buniek produkujucich kyselinu-mucin na vilus (n = 7). (E, F) Membranova lokalizacia ZO-1 a
okludinu (Cervend) bola hodnotena imunofluorescenciou a vizualizovana fluorescenénou mikroskopiou, jadra
boli zafarbené DAPI (modra) (n = 3). (G) Celkova RNA bola extrahovana z tkaniv ilea na kvantitativnhu PCR
analyzu v redlnom Case. Ukazali sa relativne expresie ZO-1 a okludinu (n = 7). Expresie (H, I) ZO-1 a okludinu
v tkanivach ilea z kazdej skupiny sa hodnotili westernovym prenosom a kvantifikovala sa relativna expresia
proteinu (n = 3). VSetky udaje boli vyjadrené ako priemer = SD. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. Skratky:
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ATH, autoimunitna hepatitida; BBR, berberin; HE, hematoxylin a eozin; NC, negativna kontrola; ZO-1, zonula
ocludens-1.

Dalej sme hodnotili érevné morfologické zmeny vypoétom pomerov vysky klkov k hibke
krypty. Ako je znazornené ( obrazok 3B ), pomery v skupine AIH sa vyznamne znizili v
porovnani so skupinou NC, zatial' ¢o BBR obnovilo pomery spat’ na tirovne NC ( p <0,001)
(obrazok 3B ). Z farbenia ilea Alcianovou modrou sme pozorovali vyrazné znizenie poc¢tu
poharikovitych buniek (GC) v skupine AIH v porovnani so skupinou NC, ktoré boli
normalizované pomocou BBR ( p <0,05 a <0,001) ( obrazok 3C, D).

Hladiny proteinov tesného spojenia (TJ), menovite ZO-1 a okludinu, boli stanovené
kvantitativnou PCR v redlnom case, westernovym prenosom a farbenim IF. Na rozdiel od
skupiny AIH mali skupiny NC a BBR vyssie hladiny expresie ZO-1 a okludinu a rovhomernu
pozitivnu distribiciu oboch proteinov v apikalnej oblasti ilea ( obrdzok 3E, F ). Pozorovali
sme, ze hladiny expresie ZO-1 a okludinovej mRNA v tkanive ilea boli vyznamne vysSie v
skupine BBR v porovnani so skupinou AIH ( p <0,001) ( obrazok 3G ). Hladiny expresie ZO-
1 a okludinového proteinu v tkanive ilea boli tiez zvySené v skupine BBR v porovnani so
skupinou AIH (p <0,01 a <0,001) ( obrazok 3H, I). Tieto vysledky ukazali, Ze sa zabranilo
strate expresie ZO-1 a okludinu indukovanej Con A, ked’ sa mySiam podaval BBR.

BBR inhibuje translokaciu LPS a aktivaciu signalizacie TLR4/NF-KB

Plazmatické endotoxiny, ktoré st markermi funkcie ¢revnej bariéry, st klI'aCovymi prvkami,
ktoré naznacuju progresiu poSkodenia pecene. Ked’ je poskodena Crevné bariéra, bakteridlne
zlozky reprezentované LPS prenikaju cez bariéru a mdzu splsobit’ vazne poSkodenie
pecene. Pozorovali sme, Ze sérové koncentracie LPS a hladiny expresie TLR4, NF-xB a P-
IkB/IxB v peceni boli vyrazne zniZzené v skupine BBR v porovnani so skupinou AIH
(p <0,001, <0,05, <0,01 alebo <0,001) ( obrazok 4A—C ). Podavanic BBR teda inhibovalo
translokaciu LPS posilnenim c¢revnej bariéry a potlacenim aktivacie signalizacie TLR4/NF-
KB. Tieto vysledky tieZ poskytli dalsi dokaz o posilnenej funkcii ¢revnej bariéry po podani
BBR.
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BBR inhiboval translokaciu LPS a aktivoval signdlnu drdhu TLR4 / NF-KB v peCeni mysi AIH. (A) Sérové
koncentracie LPS v kazdej skupine boli detegované pomocou ELISA (n = 7). (B) Expresie TLR4, NF-KB, IxB a
P-IxB v tkanivach pecene z kazdej skupiny sa hodnotili pomocou westernového prenosu (n = 3). (C) Boli
kvantifikované relativne proteinové expresiec TLR4, NF-KB a P-IkB/IkB (n = 3). Vsetky udaje boli vyjadrené
ako priemer £ SD. * p< 0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001. Skratky: AIH, autoimunitnd hepatitida; BBR,
berberin; LPS, lipopolysacharid; NC, negativna kontrola; p-l1kB, fosfo-inhibitor NF-KB; TLR4, Toll-like
receptor 4.
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BBR meni Struktiru ¢revnej mikroflory u mysi s AIH

Aby sa preskimal vplyv BBR na zloZenie ¢revnej mikrobioty, obsah slepého ¢reva bol
hodnoteny sekvenovanim 16S rRNA. Alfa diverzita, reprezentovana indexmi Chao, Ace,
Shannon a Simpson, nevykazovala ziadne vyznamné rozdiely medzi tymito 3 skupinami, ¢o
naznacuje, ze celkova mikrobidlna diverzita a bohatstvo boli podobné ( obrazok 5A ). Injekcie
Con A vSak zretel'ne zmenili B-diverzitu v Crevnej mikroflore mysi. Nevazena analyza
komponentov Unifrac Principle Component a nemetrickd multidimenziondlna Skalovacia
analyza, zalozend na operacnych taxonomickych jednotkach, odhalili, Ze ¢revna mikroflora v
skupine AIH sa oddelila od skupiny NC a ze Struktury ¢revnej mikrobidlnej komunity sa tiez
odlisne segregovali medzi skupinami ( obrazok 5B ).
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BBR zmenil $truktiru ¢revnej mikroflory u mysi AIH indukovanych Con A. Celkové fekalne baktérie z kazdej
mysi boli detegované sekvenovanim 16S rRNA. (A) a-diverzita odhadnutda pomocou indexov Chao, Ace,
Shannon a Simpson. (B) Graf Principal Coordinate Analysis (PCoA) a nemetrické multidimenzionalne
Skalovanie (NMDS) ukazujuci B-diverzitu ¢revnej mikroflory medzi tromi skupinami na zaklade nevazenej
metriky UniFrac. Kazdy symbol predstavuje jednu vzorku. (C) Spolo¢enska barplotova analyza kazdej skupiny
na urovni kmena. (D) Relativna hojnost’ Firmicutes, Bacteroidota, Verrucomicrobia, Desulfobacterota,
Actinobacteriota a Proteobacteria na urovni kmena. (E) SpoloCenska barplotova analyza kazdej skupiny na
urovni rodu. (F)
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Relativna abundancia Lactobacillus , Lachnospiraceae_ NK4A136_group , Bacteroides , Akkermansia
muciniphila , Blautia , Alistipes , Rikenella a Escherichia-Shigellana urovni rodu. (G) Kladogramy LEfSe
reprezentovali taxony obohatené o skupinu NC (Cervena), skupina AIH (modrd) a skupina BBR (zelend). (H)
Porovnania ¢revnej mikroflory medzi tromi skupinami analyzovanymi pomocou LEfSe na r6znych trovniach
taxonomie (skore LDA > 3,5). Udaje boli vyjadrené ako priemer = SD. n = 7 na skupinu, * p < 0,05; ** p < 0,01;
***p < 0,001. Skratky: AIH, autoimunitnd hepatitida; BBR, berberin; LDA, linearna diskrimina¢né analyza;
LEfSe, metoda linearnej diskriminacnej analyzy velkosti u¢inku; NC, negativna kontrola; NMDS, nemetrické
viacrozmerné Skalovanie; OUT, prevadzkova taxonomicka jednotka.

Prevadzkové analyzy taxonomickych jednotiek odhalili relativnu abundanciu c¢revnej
mikrofléry na trovni klasifikdcie kmenia a rodu. Na urovni kmeia je zndzornené zloZzenie
¢revnej mikroflory v skupiniach (obrdzok 5C). Vo vsetkych vzorkach boli 2
najdominantnejSie fyla Firmicutes a Bacteroidota . Je zaujimavé, Ze vztah medzi tymito 2
dominantnymi kmenmi, vyjadreny ako pomer Firmicutes /Bacteroidota, bol spojeny s
niekol’kymi patologickymi stavmi. Ako je zndzornené ( obrazok 5D ), injekcie Con A zvysili
pomer Firmicutes / Bacteroidota v skupine AIH viac ako v skupine NC (p< 0,05). V
porovnani so skupinou NC sa relativny vyskyt Firmicutes a Proteobacteria v skupine AIH
vyznamne zvysil, zatial ¢o relativny
vyskyt Bacteroidota , Actinobacteriota a Verrucomicrobia sa vyznamne znizil ( p <0,001,
<0,01 alebo  <0,05). V  porovnani so skupinou AIH sa relativna
abundancia Firmicutes a Proteobacteria znizila v skupine BBR, =zatial ¢o relativna
abundancia Verrucomicrobia a Desulfobacterota sa vyznamne zvysila ( p <0,001, <0,01 alebo
<0,05).

Na trovni rodu je znazornené zlozenie ¢revnej mikroflory v skupinach ( obrazok S5E). V
porovnani so skupinou NC sa relativna abundancia Escherichia-Shigella vyznamne zvysila v
skupine AIH, zatial ¢o relativna abundancia Alistipes a Rikenella sa vyznamne znizila
(p <0,001 alebo <0,05). V porovnani so skupinou AIH sa relativna abundancia

Escherichia-Shigella znizila % skupine BBR, zatial ¢o relativna
abundancia Lachnospiraceae_ NK4A136_group , Akkermansia
muciniphila , Blautia a Rikenella sa vyznamne zvysila ( p <0,001, <0,05) alebo 5F ).

Okrem toho sa na rozliSenie biomarkerov a dominantnej mikroflory v skupinach pouzila
metoda linearnej diskriminacnej analyzy velkosti U€inku (LEfSe) (linearna diskrimina¢na
analyza > 3,5, p < 0,05). Ako je znazornené ( obrdzok 5H ), na irovni rodiny analyza LEfSe
ukazala, ze Rikenallaceae boli obohatené v skupine NC, Enterobacteriaceae boli obohatené v
skupine AIH a pocetnost’ Lachnospiraceae a Akkermansiaceae bola relativne vyssia v skupine
BBR v porovnani s inymi skupinami. Na turovni rodu analyza LEfSe ukéazala,
ze Alistipes a Rikenella boli  obohatené v  skupine NC, Prevotellaceae a Escherichia-
Shigella boli obohatené v skupine AIH a abundancia A. muciniphila bola relativne vyssia v
skupine BBR v porovnani s ostatnymi skupinami. Ako je uvedené ( obrazok 5G), kI'i¢ové
bakteridlne zmeny st zndzornené v taxonomickom kladograme LEfSe.

V sthrne tieto vysledky naznacuji, ze podavanie BBR zrejme moduluje zlozenie ¢revnej
mikrofléry u mysi s AIH.
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Korelicie medzi rozdielnymi érevnymi mikrobmi a parametrami hostitel’a

Vykonali sme Spearmanove korela¢né analyzy na vyhodnotenie potencialnych vézieb medzi
vyznamnymi zmenami v zlozeni c¢revnej mikrofléry vyvolanymi BBR a parametrami
hostitel'a, vratane indexov poskodenia pecene, zapalovych cytokinov, indexov imunitnej
funkcie, proteinov TJ a hladin expresie proteinov suvisiacich s TLR4/NF-kB. Tieto vySetrenia
kriticky d’alej objasnili vztahy medzi r6znymi parametrami hostitela a mikrobidlnymi
komunitami na tirovni kmena a rodu. Pozorovali sme, ze niektoré mikroby boli tzko spojené s
poSkodenim  pecene a  zapalom. Na  urovni kmena  (obrdzok  6A)
vykazovali Firmicutes a Deferribacterota vyznamné pozitivne korelacie medzi poskodenim
pecene a zapalom. Firmicutes a Actinobacteriota vykazovali pozitivnu korelaciu s expresiou
TLR4. Pozorovali sme tiez vyznamnu negativnu koreldciu medzi hladinami AST, ALT a
TBA v sére a mnozstvom ¢revnej mikroflory, z ktorych najvyznamnejsiu negativnu korelaciu
s hladinami AST vykazovali cyanobaktérie . Cyanobaktérie mali najvyznamnej$iu negativnu
korelaciu s IL-17A, zatial ¢o Bacteroidota preukazala vyznamnti negativnu Kkorelaciu s
expresiami IL-18 a P-IkB/IkB. Je pozoruhodné, Zze koncentracie LPS v sére pozitivne
korelovali s relativnym mnozstvom Deferribacterota . Relativne
mnozstvo Verrucomicrobiota bolo pozitivne spojené s hladinami ZO-1 a okludinu.
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Spearman hodnoti korelacie medzi mnozstvom crevnej mikrobioty a parametrami hostitel'a (A) na Grovni kmena
a (B) na urovni rodu. Cervena znamena pozitivnu korelaciu a modra znamena negativnu. * p < 0,05; ** p < 0,01;
***p< 0,001. Skratky: ALT, alanin transaminaza; AST, aspartat transaminaza; IFN-y, interferon-y; LPS,
lipopolysacharid; TBA, celkova ZI¢ova kyselina; TLR4, Toll-like receptor 4; ZO-1, zonula ocludens-1.
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Na turovni rodu (obrazok 6B ) sme pozorovali vyznamnu negativnu korelaciu medzi
hladinami AST, ALT a TBA v sére a mnozstvom c¢revnej mikrofléry (v 20 najlepSich
rodoch). Rikenella vykazovala najvyznamnejSiu negativnu korelaciu s hladinami ALT. Bolo
dolezité poznamenat, ze Prevotellaceae_UCG-001 a Escherichia-Shigella pozitivne
korelovali s markermi poskodenia pecene, percentami buniek Th17, koncentraciami LPS a
hladinami expresie P-IkB/IkB v peceni. Indexy ¢revnej bariéry, vratane ZO-1 a okludinu,
vyznamne pozitivne korelovali s relativnou abundanciou A. muciniphila, ktora bola
obohatena v skupine BBR. Expresia TLR4 v peceni tiez vykazovala negativnu koreldciu s A.
muciniphila. Okrem toho skupina Lachnospiraceae NK4A136 pozitivne korelovala s
expresiou IL-10 v peceni a podielom Treg buniek v slezine. Preto sme $pekulovali, Ze BBR
modifikoval ¢revnu mikrobiotu a zohral kli¢ova tulohu pri obmedzovani nevyhodnych
ucinkov injekcii Con A.

Crevna mikrofléra sprostredkiiva citlivost’ na AIH u mysi

Aby sme zistili, ¢i BBR znizila citlivost na AIH u mysi reguldciou crevnej mikroflory,
vykonali sme studiu FMT a zistili sme, Ze mysi transplantované fekalnymi vzorkami od mysi
BBR boli odolné voci poskodeniu pecene vyvolanému Con A. Tiez sme pozorovali, ze
hladiny ALT, AST a TBA v sére u my$i v skupine FMT boli nizSie v porovnani s hladinami v
skupine AIH (p< 0,001) (obrazok 7C). Ako je znazornené ( obrazok 7B ), morfoldgia
pecene u mysi v skupine FMT bola podobna ako u NC mysi. Farbenie pecenovych rezov
hematoxylinom a eozinom ukazalo, ze peceniové Struktury u mysi FMT boli normalne bez
nekrézy hepatocytov (obrazok 7D, E). Tiez sme pozorovali, ze mySi ABX sa stali
rezistentnymi na posSkodenie pecene vyvolané Con A po odstraneni Crevnej komenzalnej
mikrobioty antibiotikami ( obrazok 7B-E ). Tieto zistenia ukazali, Ze Erevna mikroflora
zohravala dolezitu ulohu pri vyvoji AIH.
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Crevna mikroflora je spojena s poskodenim pedene vyvolanym ConA a FMT zlepsila funkciu ¢revnej bariéry.
(A) Navrh pokusu na zvieratach. (B) Makroskopicky vzhl'ad pecene. (C) Koncentracia ALT, AST a TBA (n =
6). (D, E) HE farbenie rezov pecene (stupnica, 200 um) a histologické skore pre rezy pecene (n = 6). (F) HE
farbenie rezov ilea (stupnica, 200 um). (G) Vyhodnotilo sa pat krypt na sekciu, potom sa mikroskopicky
vyhodnotila vyska klkov a hibka krypt a vypocital sa pomer vyiky klkov a hibky krypt (n = 6). (H) Farbenie
rezov ilea alcidnovou modrou (stupnica, 200 um). (I) Pocet poharikovitych buniek produkujucich kyselinu-
mucin na vilus (n = 6). (J) Membranova lokalizacia ZO-1 a okludinu (Cervend) bola hodnotena
imunofluorescenciou a vizualizovana fluorescencnou mikroskopiou, jadra boli zafarbené DAPI (modrd) (n = 3).
(K) Kvantifikacia intenzity farbenia ZO-1 a okludinu v kazdej skupine (n = 3). Vsetky udaje boli vyjadrené ako
priemer + SD.* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. Skratky: ABX, antibiotika likviduju ¢revné baktérie; AIH,
autoimunitna hepatitida; ALT, alanin transaminaza; AST, aspartat transaminaza; ConA, konkanavalin A; FMT,
transplantacia fekalnej mikrobioty; HE, hematoxylin a eozin; NC, negativna kontrola; ns, ziadny vyznam; TBA,
celkova zl¢ova kyselina; ZO-1, zonula ocludens-1.



Je zaujimavé, ze poskodenie Crevného epitelu spdsobené Con A sa vyznamne zmiernilo u
my$i FMT po FMT od mysi v skupine BBR. Konkrétne pomery vysky klkov k hibke krypty a
¢isla GC v ileu boli u mysi FMT vyznamne zvySené v porovnani s hladinami v skupine AIH,
¢o su faktory kriticky ddlezité pre funkciu ¢revnej bariéry ( p <0,01 a <0,001) ( obrazok 7F—
ja). Okrem toho boli hladiny TJ proteinov v skupinach stanovené farbenim IF. Hladiny
expresie ZO-1 a okludinu boli zvysené v ileu FMT mysi v porovnani s hladinami u AIH mysi
(p <0,05) (obrazok 7J, K ). Tieto vysledky ukazali, Ze BBR mala dolezité ulohy pri inhibicii
presakujucich Criev a rozvoja AIH.

Lin et al uviedli, ze LPS odvodeny z ¢reva podporoval poskodenie pecene vyvolané Con A
spdsobom zavislym od TLR4, pricom zniZenie LPS sprostredkované antibiotickymi rezimami
vyrazne potlacalo toto poskodenie pecene. V nasej Stadii sa v dosledku nedostatku ¢revnej
komenzélnej mikrobioty u mys$i ABX vyrazne zvratilo poSkodenie pecene vyvolané Con A. Je
zaujimavé, ze napriek tomuto zvratu boli ¢revné bariéry u ABX mysi podobné tym v skupine
AIH. Ako je znazornené ( obrazok 7G ), pomery vysky klkov k hibke krypt v ileu sa zvysili u
ABX mysi v porovnani so skupinou AIH (p < 0,01). Avsak pocty GC a hladiny ZO-1 a
okludinu v ileu boli podobné v oboch skupinach ( p > 0,05). Tieto pozorovania naznacuju, ze
¢revna mikroflora mala pri vyvoji AIH dolezitejSie tllohy ako integrita ¢revnej bariéry.

DISKUSIA

Predchadzajuce stadie ukazali, Ze zapalova infiltracia a apoptdéza v peceni su zakladnymi
procesmi pre ochorenie pecene suvisiace so zapalom. V nasej $tadii sme pozorovali, ze vazne
poskodenie architektiry hepatocytov vyvolané Con A bolo u¢inne zmiernené BBR. Zapalové
bunky, zépalové faktory a proteiny suvisiace s apoptdézou Bax a kaspaza-3 boli vyznamne
zniZené v peceni po podani BBR, zatial’ o protizapalovy cytokin IL-10 bol zvySeny.

Th17 bunky vylucuja IL-17A, stimuluju sekréciu prozapalovych molekul a d’alej sa podielaju
na patogenéze autoimunitného ochorenia. Treg bunky vyrovndvaji zéapal tkaniva
vylu¢ovanim protizapalového IL-10. Predchadzajuce Studie ukézali, Ze BBR moéZe inhibovat’
reakcie Th17 pri autoimunitnych ochoreniach sprostredkovanych T-bunkami. NaSa Stidia
ukdzala® Zze BBR zlepsil rovnovahu Treg/Th17 zvySenim Treg a zniZenim hladin buniek
Thl7.

Crevna epitelialna bariéra, ktora sa vyvinula na udrzanie rovnovahy medzi absorpciou Zivin a
zabranenim vstupu toxinov a lumindlnych baktérii, pozostava z vrstvy hlienu, epitelidlnych
buniek a medzibunkovych spojeni. Proteiny TJ obsahuji multifunkéné komplexy, ktoré
utestiuju paracelularne priestory medzi epitelovymi bunkami, ¢im zabranuju paracelulérnej
diftizii mikroorganizmov a inych antigénov cez epitel. Poc¢as udrZiavania bariéry vytvaraju
GC vrstvy hlienu, ktoré¢ lemuji limen ¢reva. Normalne prenosu LPS do extraintestinalnych
organov brani neporusend crevnd bariéra, ale naruSend bariéra modze zvysit translokéciu
LPS. Preto je inhibicia signalizacie LPS/TLR4/NF-kB kl'aicom k zmierneniu zapalu pecene.
Nase vysledky ukézali, Ze injekcie Con A znicili ¢revnu bariéru, zatial' ¢o poddvanie BBR
zvysilo expresiu proteinu TJ, Cisla GC a zlepSilo morfologiu ilea. Identifikovali sme tiez
nizsie hladiny LPS v sére a potlacili signalizaciu TLR4 / NF-kB v skupine BBR, ¢o ako vplyv
zosilnenej Crevnej bariéry indukovanej BBR cez zhrubnutu vrstvu hlienu a zosilnené T1J.

Porucha crevnej mikroflory moéze sluzit ako primarny faktor pri zvySovani LPS a
prozapalovych cytokinov v limene, ¢o vedie k zvySenej intestindlnej permeabilite. Crevna
mikroflora sa ukdzala byt’ délezitym cielom BBR. NaSe analyzy ukazali, Ze ¢revna mikroflora
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sa podielala na nachylnosti na poskodenie pecene vyvolanej Con A a zda sa, Zze podavanie
BBR priaznivo pretvara komunity ¢revnej mikroflory. Je potrebné poznamenat’, ze spomedzi
zmenenej mikrofléry bola A. muciniphila najviac ovplyvnena BBR, ¢o je v stlade s
pozorovaniami Donga et al. Preto vyznamne zvySena abundancia A. muciniphila moéze zlepsit
¢revnu bariéru a imunitné funkcie a znizit’ translokaciu LPS.

Mastné kyseliny s kratkym retazcom (SCFA), ako je acetat, propionat a butyrat, vznikaji
bakteridlnou fermentaciou vldkniny v ¢revnom limene. Okrem ich vyznamu pre integritu
¢riev maju SCFA silné protizapalové ucinky. Predchédzajuce stadie uviedli, ze SCFA zrejme
regulujii Treg bunky na zniZenie zapalu. Treg bunky udrzuju ¢revnu homeostazu sekréciou
protizapalovych  cytokinov,  hlavne IL-10, a inverznou regulaciou  Thl7
buniek. 4° Lachnospiraceae je probiotikum, ktoré produkuje SCFA.V nasej studii
skupina Lachnospiraceae NK4A136_ ukazala pozitivnu korelaciu s podiclom Treg buniek v
slezine. V predchadzajucej praci Alistipes preukazal dobré protizapalové Géinky v $tadiach na
I'ud’och a zvieratach. V naSej $tudii Alistipes preukazal negativnu korelaciu s expresiou IL-1p
a IL-17A v peceni. Nase vysledky teda poskytli d’alsi dokaz, ze BBR moze znizit' nachylnost’
na vyzvu Con A reguléciou ¢revnej mikroflory a suvisiacich udalosti imunitnej regulécie.

Ukazalo sa, ze BBR priamo inhibuje poSkodenie pecene vyvolané Con A, takZze nemoZzno
vylucit, ze BBR priamo zmierfiuje poskodenie pecene, ¢im zlepSuje ¢revni mikrofléru a
¢revné Struktiry prostrednictvom krizovej re¢i medzi crevom a pecenou. Aby sme rozlisili, ¢i
zmeny crevnej mikroflory po intervencii BBR boli pri¢inou alebo dosledkom remisie AIH,
vykonali sme Studiu FMT. Ako sa predpokladalo, pozorovali sme, Ze injekcie Con A do
chvostovej zily u mys$i FMT nespodsobili vazne poSkodenie peCene a ze FMT tiez vykazovala
priaznivé vysledky, pokial’ ide o ukazovatele stvisiace s ¢revami. Tieto vysledky naznacuju,
7e pretvorend mikrobiota zlepSila AIH a nebolo to dosledok remisie AIH. To d’alej naznacuje,
ze BBR hlavne zmierniuje poskodenie pecene zlepSenim crevnej mikroekologie, zlepSenim
funkcie criev, zniZenim hepatalnej translokacie LPS a inhibiciou zapalovej drahy
LPS/TLR4/NF-KB.

Predchadzajuca Studia ukazala, Ze poskodenie pecene u experimentalnych mysi s AIH bolo
vyznamne inhibované, ked” sa ¢revnd komenzilna mikroflora vycistila zmesami
Sirokospektralnych antibiotik, ¢o naznacuje, Ze poskodenie peCene vyvolané S100 cCiastocne
zavisi od &revnej komenzalnej mikrobioty. Dalsia $tadia ukazala, Ze v porovnani s mySami
bez Specifickych patogénov liecba Con A nespustila aktivaciu hepatalnych prirodzenych
zabijaskych T buniek u mysi bez mikrobov, €o naznacuje, Ze glukolipidové antigény
pochéadzajuce z ¢revnych komenzalnych baktérii boli potrebné na aktivaciu prirodzenych
zabijaéskych T buniek. pri poSkodeni pecene vyvolanom Con A. Uskutocnili sme tiez
podobné $tudie a zistili °™ , ze skupina ABX vykazovala vyrazne niz$iu expresiu proteinu TJ
v Creve, podobnu expresii u mySi AIH. Poskodenie pecene vSak nebolo zjavné. Tieto
vysledky naznacuju, ze ¢revna mikrofléra zohravala dolezitejSiu tlohu pri vyskyte hepatitidy,
bez ohl'adu na to, ¢i sa na vyvolanie AIH pouZzil Con A alebo S100. Na aktivaciu vrodenej
imunitnej odpovede je teda potrebny komenzalny &revny mikrobiom. Ulohy &revnej
mikrofléry v imunite pecene vSak zostavaju kontroverzné a na potvrdenie tohto spojenia st
potrebné dalSie Studie. Nedavna Studia o vztahu medzi akatnou pankreatitidou a ¢revnou
mikroflorou u mysi ukézala, Ze v porovnani s mySami bez Specifickych patogénov bola
¢revna bariéra u mysi GF a ABX naruSena, ale zavaznost’ akutnej pankreatitidy sa zlepsila v
dosledku nedostatku ¢revnej mikroflory. . # Tento vysledok bol podobny ako na§ a dalej
naznacoval, Ze samotna zvysena Crevna permeabilita nestaci na vyvolanie zapalu prenasaného



¢revami. Okrem toho vyznamne zniZzena expresia Crevného proteinu TJ u mysi ABX tiez
ukazala, ze desStrukcia ¢revnej mikroflory viedla k nizkej expresii proteinu TJ v Creve.

BBR vykazovala podobné zmiertiujiice ucinky ako glukokortikoidy na AIH indukovanti Con
A, ale zdoraznila G¢inky zmeny crevnej mikrobioty a imunitnej regulacie. Tieto zistenia
naznacuju, ze BBR mdéze predstavovat’ bezpecnejsi, ucinnejsi a cenovo dostupnejsi liek na
liecbu AIH. V doésledku ucinkov zmeny ¢revnej mikroflory a imunitnej reguldcie méze BBR
zmiernit’ iné ochorenia pecene, ako je virusova hepatitida a fibréza pecene, prostrednictvom
imunitnej osi ¢revo-pecen-imunitna os. Tieto zistenia mdézu naznacovat’ tlohu BBR pri inych
autoimunitnych ochoreniach. Prieskum tychto ciest méze v kone¢nom désledku poskytniat
$irsi rozsah pouzitia tejto tradi¢nej mediciny.

ZAVERY

Celkovo sme preukdzali, ze zmiernenie poskodenia pecene podavanim BBR suviselo so
zmenenou Crevnou mikroflorou a zosilnenou crevnou bariérou. Toto posledné pozorovanie
inhibovalo translokéciu latok pochadzajucich z ¢reva a potencidlne Skodlivych latok do
pecene. Potom bola zablokovand signdlna draha LPS/TLR4/NF-KB, ¢o viedlo k znizeniu
produkcie prozapalovych cytokinov. Upravend crevna mikroflora moéze stvisiet s
priaznivejSou rovnovahou Treg/Thl7 a expresiou zapalovych cytokinov. V suhrne
navrhujeme, aby BBR cielil na os ¢revnej mikrobioty a imunitného systému a mohol sa
pouzit’ ako terapeutické ¢inidlo pri terapii AIH ( obrazok 8 ).
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Ochranné mechanizmy berberinu proti mySiam s autoimunitnou hepatitidou. Skratky: ConA, konkanavalin A;
IFN-y, interferén-y; LPS, lipopolysacharid; PAMP, molekularne vzory spojené s patogénom; p-lkB, fosfo-
inhibitor NF-KB; TJs, tesné krizovatky; TLR4, Toll-like receptor 4; ZO-1, zonula ocludens-1.
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