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ĮVADAS 

Širdies ir kraujagyslių ligos (ŠKL) vis dar išlieka pagrindine sergamumo 
ir mirtingumo priežastimi visame pasaulyje, o ūminis miokardo infarktas 

(ŪMI) yra viena dažniausių šių ligų klinikinė išraiška [1]. Nors šiuolaikinė 
medicina padarė didelę pažangą atkuriant kraujotaką išemijos pažeistose 

širdies srityse (reperfuzija), vis dėlto šis procesas sukelia paradoksalų reiški-
nį – išeminę-reperfuzinę (I/R) pažaidą [2]. Staigus deguonies sugrąžinimas į 

hipoksijos paveiktus audinius sukelia intensyvų reaktyviųjų deguonies formų 
(ROS) susidarymą, kalcio jonų (Ca²⁺) perkrovą ląstelėse, mitochondrijų 

disfunkciją bei uždegiminį atsaką, kurie lemia kardiomiocitų žūtį ir negrįžta-
mą širdies audinio pažeidimą [3]. 

Kardiomiocitų pažeidžiamumą gali padidinti ir papildomi egzogeniniai 
veiksniai, pavyzdžiui, sisteminio uždegimo metu išsiskiriantys mediatoriai ar 

virusinių infekcijų struktūriniai elementai. Nustatyta, kad SARS-CoV-2 
spyglio baltymo receptorių rišantis domenas (RBD) tiesiogiai sąveikauja su 

kardiomiocitais per AKF2 receptorius ir sukelia imunometabolinį stresą, 
sustiprinantį bazinę I/R pažaidą. Šis sinerginis poveikis didina mitochondrijų 

bioenergijos slopinimą bei prouždegiminių citokinų gamybą ir taip dar labiau 
apriboja ląstelių adaptacinius rezervus [4]. 

Vienas pagrindinių veiksnių, lemiančių kardiomiocitų žūtį reoksigena-
cijos metu, yra mitochondrijų pralaidumo porų (mPTP) atsivėrimas ir oksida-

cinio streso sukeltas pažeidimas [5]. Todėl antioksidacinėmis bei priešužde-
giminėmis savybėmis pasižymintys junginiai – kurkuminas [6] ir vitaminas 

E [7] – tiriami kaip potencialios kardioprotekcinės priemonės. Kurkuminas 
gali aktyvuoti Nrf2 signalinį kelią ir neutralizuoti laisvuosius radikalus [8], o 

vitaminas E yra svarbus membranų stabilizatorius, saugantis nuo lipidų 
peroksidacijos [9]. Vis dėlto klinikinis šių medžiagų pritaikymas yra ribotas 

dėl prasto tirpumo vandeninėje terpėje, mažo biologinio prieinamumo ir 
nespecifinio pasiskirstymo organizme [7, 10]. 

Siekiant įveikti šiuos farmakokinetinius apribojimus ir užtikrinti tikslinį 
vaistų pristatymą, taikomi nanomedicinos sprendimai [11]. Polimerinės 

nanodalelės, pagamintos iš poli-laktido-ko-glikolinės rūgšties (PLGA), 
leidžia inkapsuliuoti hidrofobinius junginius, apsaugoti juos nuo degradacijos 

ir užtikrinti kontroliuojamą atsipalaidavimą [12]. Didelį potencialą turi 
augalinės kilmės nanopūslelės (angl. Plant-Derived Nanovesicles, PDNV) 

[13]. Lyginant su tradiciniais ekstraktais, nanopūslelės pasižymi geresne 
skvarba į audinius, efektyviu patekimu į ląsteles bei minimaliu imunoge-

niškumu. Vaistinės melisos (Melissa officinalis) nanopūslelių (MO NP) 
poveikis grindžiamas jų biochemine sudėtimi: jose susitelkę polifenoliai 
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ĮVADAS 
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(pvz., rozmarino rūgštis) ir mažosios RNR leidžia moduliuoti ląstelių proce-

sus tarprūšiniu lygmeniu [14, 15]. 
Šiame darbe nagrinėtas kardiomiocitų pažaidos ypatumų moduliavimas 

naudojant SARS-CoV-2 RBD fragmentą ir vertintas skirtingų nanotransporto 
sistemų efektyvumas siekiant apsaugoti ląsteles nuo H/R pažaidos. Tyrimų 

metu lygintas kurkuminu arba vitaminu E pakrautų sintetinių PLGA nanoda-
lelių ir natūralių MO NP citoprotekcinis poveikis kardiomiocitų gyvybin-

gumui bei mitochondrijų funkcijai in vitro modelyje. 

Darbo naujumas 

Šiame disertaciniame darbe kardiomiocitų apsaugos nuo hipoksinės-

reoksigenacinės pažaidos problema sprendžiama apjungiant modernias nano-
medicina paremtas strategijas ir aktualius išorinius ląstelinio streso veiksnius. 

Darbo naujumą ir mokslinę vertę pagrindžia tai, kad darbe atskleidžiama, 
kaip viruso struktūriniai elementai sukelia papildomą imunometabolinį stresą 

ir paaštrina bazinę hipoksinę-reoksigenacinę pažaidą. 
Taip pat tyrimo metu inovatyviai sugretinamos dvi skirtingos kardiopro-

tekcijos strategijos – tikslinio pristatymo sintetinės polimerinės nanodalelės 
ir natūralios augalinės kilmės nanopūslelės, tiesiogiai lyginant jų citoprotek-
cinį efektyvumą in vitro modelyje. 

Parodytas efektyvus sintetinių nanodalelių pritaikymas hidrofobinių 
antioksidantų (kurkumino ir vitamino E) pernašai, išnaudojant nuo pH pri-

klausomą atpalaidavimo mechanizmą, kuris leidžia vaistinėms medžiagoms 
veikti būtent rūgštinėje išemijos zonoje. 

Atskleistas unikalus vaistinės melisos nanopūslelių veikimo mechaniz-
mas kardiomiocituose. Nustatyta, kad šios nanopūslelės geba sužadinti meta-

bolinį perprogramavimą – laikiną ląstelių perėjimą nuo oksidacinio fosforili-
nimo prie glikolizės, kas reikšmingai sumažina oksidacinę pažaidą kritiniu 

reoksigenacijos momentu. Šis atradimas atveria naujas perspektyvas organų 
apsaugai transplantologijos bei kardioplegijos srityse. 

Darbo tikslas  

Nustatyti kardiomiocitų funkcinės būklės pokyčius modeliuojamos 
hipoksijos-reoksigenacijos bei SARS-CoV-2 RBD fragmento poveikio sąly-

gomis ir įvertinti polimerinių nanodalelių su kurkuminu ir vitaminu E bei 
vaistinės melisos nanopūslelių sukeliamą kardioprotekcinį efektyvumą esant 

hipoksijos-reoksigenacijos pažaidai. 
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Darbo uždaviniai 

1. Ištirti hipoksijos-reoksigenacijos sukeliamus funkcinės būklės bei 
imunometabolinių parametrų pokyčius kultivuojamuose kardiomio-

cituose ir įvertinti egzogeninio stresoriaus SARS-CoV-2 RBD dalies 

įtaką šių pokyčių dydžiui. 

2. Įvertinti nanodalelių su kurkuminu ir vitaminu E bei vaistinės meli-
sos nanopūslelių įtaką hipoksijos-reoksigenacijos sąlygojamam kul-

tivuojamų kardiomiocitų gyvybingumo ir kontraktiliškumo slopi-

nimui. 

3. Nustatyti nanodalelių su kurkuminu ir vitaminu E bei vaistinės meli-

sos nanopūslelių įtaką hipoksijos-reoksigenacijos sukeliamos kulti-

vuojamų kardiomiocitų mitochondrijų funkcijų pažaidos dydžiui. 

Darbe buvo nagrinėtas dviejų skirtingų strategijų pritaikymas kardiomio-
citų apsaugai nuo išeminės-reperfuzinės pažaidos. 

Sintetinių PLGA nanodalelių panaudojimas leido efektyviai stabilizuoti 
ir transportuoti hidrofobinius antioksidantus (kurkuminą ir vitaminą E) ir 

užtikrinti jų nuo pH priklausomą atpalaidavimą rūgštinėje išemijos zonoje. 
Tai sumažino sisteminio toksiškumo riziką ir padidino terapinį efektyvumą. 

Darbe nustatyta, kad vaistinės melisos nanopūslelės gali pakeisti kardio-
miocitų energijos balansą sužadindamos metabolinį perprogramavimą – 

laikiną perėjimą nuo oksidacinio fosforilinimo prie glikolizės. Šis poveikis 
vertintinas kaip perspektyvus kardioprotekcijos principas, leidžiantis suma-

žinti oksidacinę pažaidą kritiniu reoksigenacijos momentu. Gauti rezultatai 
pagrindžia tolesnių tyrimų tikslingumą ir šių nanopūslelių taikymą miokardo 

apsaugai transplantologijos ar kardioplegijos srityse. 
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LITERATŪROS APŽVALGA 

Išeminės-reperfuzinės pažaidos mechanizmai ir reikšmė 
kardiomiocitams 

Žmogaus fiziologinėse funkcijose deguonis atlieka svarbų vaidmenį. 
Oksigenacijos metu deguonis pasyviai difunduoja iš alveolių į plaučių 

kapiliarą, ten prisijungia prie eritrocituose esančio hemoglobino arba ištirpsta 
kraujo plazmoje. Prie hemoglobino prijungtas ar plazmoje ištirpęs deguonis 

arterinio kraujo keliais pasiekia audinius ir jų ląsteles, kur pagrindinė ląste-
lėms gyvybiškai svarbi varomoji jėga yra aerobinis metabolizmas. Audinių 

ląstelėms trūkstant deguonies, išsivysto hipoksija, o sumažėjus jo koncent-
racijai kraujyje – hipoksemija [1]. Trūkstant deguonies, ląstelės ir jų formuo-

jami audiniai – atitinkamai ir organai – negali tinkamai atlikti savo funkcijų. 
Pavyzdžiui, anaerobinis metabolizmas širdies raumenyje vaidina svarbų 

vaidmenį išsaugodamas miokardą tik išemijos ar hipoksijos metu [16]; kitu 
atveju pagrindinė kardiomiocito varomoji jėga, reikalinga ATP produkcijai, 

yra pagrįsta aerobinėmis sąlygomis. 
Hipoksijos atsiradimą ląstelėse gali sąlygoti hipoksemija, sutrikusi audi-

nių oksigenacija ar sutrikęs deguonies pasisavinimas [17]. Vis dėlto deguo-
nies sugrąžinimas į ląstelę deguonies prisotintu krauju gali sukelti paradoksa-

lią išeitį – reoksigenacija audiniams gali sąlygoti didesnę pažaidą nei prieš tai 
įvykusi išemija. Tokiu būdu atsiradę ląstelių sužalojimai vadinami išemine-

reperfuzine (I/R) pažaida [2]. Reperfuzijos pažaidai būdinga miokardo, krau-
jagyslių endotelio ar elektrofiziologinė disfunkcija, sukelta mikrokraujagys-

linės obstrukcijos, miokardo edemos, miokardo hiperkontrakcijos, deguonies 
laisvųjų radikalų poveikio, ląstelių apoptozės ir kitų mechanizmų [18]. 

Vykstant ilgalaikei išemijai, vyrauja anaerobinis metabolizmas. Dėl to 
pradeda kauptis pieno rūgštis ir vystosi acidozė, mažėja viduląstelinis ATP 

kiekis (inaktyvuojama Na+/K+-ATPazė). Dėl sumažėjusio Ca²⁺ jonų ištekė-
jimo iš ląstelės bei prastesnės šių jonų reabsorbcijos endoplazminiame tinkle 

ląstelės viduje vystosi Ca²⁺ jonų perteklius. Šiuos pokyčius lydi mitochond-
rijų pralaidumo perėjimo (MPT) porų atidarymas ir galutinis I/R efektorius, 

sukeliantis mitochondrijų membranos potencialo išsisklaidymą ir dar labiau 
pabloginantis ATP gamybą [19]. 

Ūmaus miokardo infarkto metu ląstelių hipoksija ir reoksigenacija yra du 
pagrindiniai žalojantys veiksniai, lemiantys miokardo išeminę pažaidą. 

Dabartinis ūminio miokardo infarkto gydymo standartas yra savalaikis krau-
jotakos atkūrimas išeminėje širdies srityje [20]. Nors ankstyva reperfuzija – 

taikant perkutaninę koronarinę intervenciją – neabejotinai pagerina pacientų 
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būklę, tačiau miokardo pažeidimą didinančių ilgalaikių komplikacijų kol kas 

neišvengiama [21]. Būtent MPT – nespecifinių vidinės mitochondrijų mem-
branos kanalų – atsivėrimas per pirmas poišeminės reperfuzijos minutes ir 

yra esminis apoptozinės bei nekrozinės ląstelių žūties veiksnys, galintis 
reikšmingai nulemti I/R pažaidos dydį [3]. 

Kardiomiocitų mitochondrijų funkcinės dinamikos  
ir hipoksijos-reoksigenacijos sąsajos 

Širdies veikla labiausiai priklauso nuo mitochondrijų metabolizmo [22]. 

Jis padeda kardiomiocitą aprūpinti energija, reikalinga atlikti kontraktilinei 
miocito funkcijai [23]. Mitochondrijos yra labai dinamiškos, ATP produkuo-

jančios organelės, sudarančios susijungusį tinklą, kuris kinta vykstant mito-
chondrijų susiliejimo bei dalijimosi procesams ir palaiko normalią mito-

chondrijų funkciją [24]. Šie ciklai turi įtakos ląstelių proliferacijai, apoptozei, 
mitochondrijų DNR vientisumui ir mitochondrijų kalcio kiekio reguliavimui 

[25]. Pastebėta, jog miokardo išemija sukelia mitochondrijų funkcijų sutriki-
mus dėl susiliejimo ir skilimo procesų disbalanso [24]. Reaguodamos į iše-

miją, mitochondrijos HL-1 ląstelėse susiskaido. Šis procesas priklauso nuo 
mitochondrijų susiliejimo baltymo, t. y. su dinaminu susijusio baltymo Drp1 
[26]. Išeminė-reperfuzinė pažaida aktyvuoja Drp1 baltymus, sukeliančius 

mitochondrijų morfologinius pokyčius, padidėjusią reaktyviųjų deguonies 
molekulių (ROS) gamybą ir Ca²⁺ jonų perteklių [25]. 

ROS gaminimas yra normalaus ląstelinio metabolizmo rezultatas; dėl 
antioksidantų poveikio yra išlaikoma pusiausvyra [27]. Vis dėlto ROS gali 

vykti ir I/R metu [28]. Vykstant išemijai, dėl endogeninių ROS antioksidantų 
sumažėjimo miokardo ląstelėse iš likutinio deguonies yra gaminamos ROS. 

Dėl staigaus deguonies kiekio padidėjimo reoksigenacijos metu taip pat padi-
dėja ROS gamyba, aktyvinama lipidų peroksidacija, baltymų karbonilinimas, 

DNR oksidacija ir kiti ląstelės struktūras žalojantys oksidaciniai mecha-
nizmai [29]. Galimi ROS šaltiniai širdyje po išemijos pažeidimo siejami su 

ksantino oksidaze, NADPH oksidaze, mitochondrijomis ir NO sintaze; tai ir 
yra pagrindiniai oksidacinio streso veiksniai reperfuzijos metu [30–34]. 

Mitochondrijos laikomos pagrindiniu intrakardinio ROS šaltiniu [35], 
nes nemitochondrinių ROS šaltinių veikla suaktyvėja tik po pirminio mito-

chondrijų ROS pliūpsnio. Tai siejama su teorija, jog nemitochondriniai ROS 
prisideda prie antrinio audinių pažeidimo ir vėlesnio uždegimo [36]. Išemijos 

sukeltos hipoksijos paveiktų ląstelių mitochondrijose žymiai padidėja sukci-
nato kiekis, nes sukcinatas nėra toliau verčiamas į sukcinil-kofermentą A. Po 

reperfuzijos sukcinato dehidrogenazė greitai oksiduoja sukcinatą ir taip jį 
paverčia potencialia elektronų saugykla, kuri, toliau vykstant reperfuzijai, 
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gali būti panaudota ROS gamybai [37]. Viršijus antioksidacines gynybines 

galimybes, ji lemia ląstelinę pažaidą [38]. 
Vykstant ūminei miokardo išemijai, aerobinis metabolizmas dėl mito-

chondrijų pažeidimo pakeičiamas anaerobiniu metabolizmu, vykstančiu 
ląstelės citozolyje [39]. Vyraujant anaerobiniam metabolizmui, ląstelėje 

kaupiasi laktatas ir vandenilio jonai; dėl to ląstelės pH sumažėja. Įprastam 
ląstelės pH atkurti Na⁺/H⁺ jonų keitiklis iš ląstelės pašalina H⁺ jonų perteklių, 

o į ląstelę plūsta didelis Na⁺ jonų kiekis. Dėl intraląstelinio ATP trūkumo 
Na⁺/K⁺ATP-azės aktyvumas sumažėja ir Na⁺ jonų ištekėjimas susilpnėja. 

Didėjant Na⁺ jonų koncentracijai kardiomiocite, Na⁺/Ca²⁺ keitiklis, galintis 
veikti tiesioginiu ir atvirkštiniu mechanizmais, pradeda veikti atvirkštiniu 

būdu. Dėl to viduląstelinio kalcio jonų kiekis smarkiai padidėja [40]. Ca²⁺ 
jonų kiekis gali likti padidėjęs vykstant ir reperfuzijai, o kartu su pakitusiu 

viduląstelinio kalcio apdorojimu gali padidėti aritmijų, miokardo kontrakti-
linės disfunkcijos ir hiperkontrakcijos atsiradimo tikimybė [41]. 

Vis dėlto vienas svarbiausių miokardo ląstelių pažaidos mechanizmų iše-
mijos fone, siejamas su Ca²⁺ jonų homeostazės sutrikimu, yra mitochondrijų 

pralaidumo porų (mPTP) atvėrimas. Oksidacinis stresas, antagonizuoja ade-
nino nukleotidų prisijungimą prie ANT ir padidina mPTP jautrumą Ca²⁺ 

jonams [5]. Po kraujotakos atkūrimo mitochondrijos vėl gali sintezuoti ATP 
ir leidžia Ca²⁺ jonams kauptis mitochondrijose, o tai lemia kalcio perteklių. 

Be to, greitai gaminamos ROS, nes kvėpavimo grandinė vėl yra veikiama 
deguonies. Dėl ilgai trunkančio mPTP kanalų atidarymo išnyksta mitochond-

rijų membranos potencialas ir prasideda apoptozė arba nekrozė [5]. 

Išeminės-reperfuzinės pažaidos aktyvuoti kardiomiocitų žūties 
mechanizmai 

Kardiomiocitų žūtis yra esminis ŠKL patogenezės veiksnys, nes mažė-

jantis funkcinių ląstelių kiekis nulemia negrįžtamą miokardo remodeliavi-
mąsi bei širdies nepakankamumą [42]. Svarbu pažymėti, kad dauguma 

ląstelių mirties mechanizmų prasideda būtent nuo mitochondrijų pažaidos. 
H/R sąlygomis mitochondrijos iš energijos gamintojų tampa pagrindiniais 

ląstelės pažaidos generatoriais, o jų bioenergijos kolapsas tampa kritiniu 
likimą nulemiančiu veiksniu [43]. 

Vienas pagrindinių žūties tipų yra apoptozė, kuri veikia išoriniu keliu ir 
vidiniu keliu [44]. Būtent vidinis apoptozės kelias yra tiesiogiai inicijuojamas 

mitochondrijų lygmeniu: dėl oksidacinio streso padidėjęs mitochondrijų vidi-
nės membranos pralaidumas sąlygoja proapoptozinių baltymų, pvz., cito-

chromo c, patekimą į citozolį. Čia suformuota apoptosoma aktyvuoja kaspa-
zių kaskadą, vedančią į galutinę ląstelės degradaciją [45, 46]. Nors išorinis 
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kelias prasideda mirties receptorių aktyvavimu, tačiau jis dažnai persipina su 

mitochondriniais procesais, lemiančiais balansą tarp ląstelės išgyvenimo ir 
žūties [44, 47–57]. 

Mitochondrijų vaidmuo yra svarbiausias reguliuojamos nekrozės – 
nekroptozės – procese. Šis mechanizmas, valdomas RIPK1, RIPK3 ir MLKL 

baltymų, sukelia membranų vientisumo praradimą ir uždegimą skatinančių 
DAMP molekulių išsiskyrimą [58–66]. Kritinis nekroptozės momentas sieja-

mas su mitochondrijų pralaidumo porų (mPTP) atidarymu [67–73]. mPTP 
atsivėrimas reoksigenacijos metu yra laikomas galutiniu mitochondrijų dis-

funkcijos tašku; po to negrįžtamai išeikvojamas ATP, o ląstelė burksta ir 
žūsta [61–64, 74, 75]. Nors autofagija įprastai padeda išlaikyti homeostazę 

skaidydama pažeistus baltymus, tačiau I/R sukelta gili mitochondrijų pažaida 
gali šį procesą paversti destruktyviu (autoze) ir dar labiau paspartinti kardio-

miocitų nykimą [76–83]. 

SARS-CoV-2 viruso antigenų sukeliamos miokardo pažaidos 
mechanizmai ir imunometabolinis stresas 

SARS-CoV-2 virusas pasižymi stipriu poveikiu kardiovaskulinei siste-
mai, o miokardo pažaida yra viena pagrindinių sunkios ligos eigos bei mirtin-
gumo priežasčių [84, 85]. Nustatyta, kad pacientams, sergantiems gretuti-

nėmis ŠKL, virusinė infekcija tampa kritiniu dekompensuojančiu veiksniu, 
pasireiškiančiu aritmijomis, miokarditu ir ūminiu širdies nepakankamumu 

[85, 86]. 
Pagrindinis viruso patekimo į ląstelę kelias susijęs su angiotenziną kon-

vertuojančiu fermentu 2 (AKF2). Nors AKF2 daugiausia plaučių alveolių 
sienelėse, tačiau jo kiekis kardiomiocituose yra pakankamas, kad širdies 

raumens ląstelės taptų tiesioginiu infekcijos taikiniu [87, 88]. Infekcijos 
procesas prasideda, kai transmembraninė proteazė – serinas 2 (TMPRSS2) – 

suskaldo viruso spyglio baltymą ir atidengia receptorius rišantį domeną 
(RBD). Šis domenas jungiasi prie AKF2 ir inicijuoja viruso fragmentų pate-

kimą į kardiomiocito vidų, kur virusinė RNR ir baltymai lokalizuojasi mito-
chondrijose [87, 89]. 

Molekuliniu lygmeniu pažaida vystosi per kompleksinę endotelio dis-
funkciją ir vazokonstrikciją, sukeliančią antrinę audinių išemiją [87]. Esant 

deguonies trūkumui, ląstelėse aktyvuojamas anaerobinis metabolizmas. Dėl 
to mažėja ATP sintezė, vystosi acidozė ir sutrinka jonų siurblių veikla, 

lemianti ląstelių brinkimą. Reoksigenacijos fazėje generuojamas ROS pertek-
lius inicijuoja „citokinų audrą“, kurioje dalyvauja IL-6, TNF-α ir GM-CSF 

[87, 90]. 
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Nustatyta, kad ir nesant pilnos viruso replikacijos, vien tik RBD sąveika 

su kardiomiocitais gali sukelti ūminį širdies funkcijos nepakankamumą, pasi-
reiškiantį sistolinės ir diastolinės trukmės prailgėjimu bei kontraktilinės 

funkcijos sumažėjimu [91, 92].  
Mitochondrijų pažaida šiame procese užima svarbiausią vietą. Virusiniai 

stresoriai trikdo mitochondrijų elektronų pernašos grandinės veiklą provo-
kuodami Warburgo efektui būdingą metabolinį perjungimą link glikolizės, 

tačiau to kardiomiocitams energetiškai nepakanka [87, 89]. Pacientams, 
kuriems jau pažeista mitochondrijų funkcija, virusinis stresas sukelia dar 

sunkesnes pasekmes, nes mitochondrijų DNR yra mažiau apsaugota nuo ROS 
poveikio [86, 93]. Hipoksinės sąlygos, kylančios dėl respiracinio nepakan-

kamumo, dar labiau stiprina tiesioginį toksinį viruso dalių poveikį miokardui 
[92, 94]. 
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UŽDEGIMINIŲ CITOKINŲ VAIDMUO 
KARDIOMIOCITŲ HIPOKSINĖS-REOKSIGENACINĖS 

IR VIRUSINĖS INFEKCIJOS PAŽAIDOS DYDŽIUI 

Su I/R susijusį „sterilų uždegimą“, vykstantį nesant akivaizdžių bakte-
rinių ar virusinių patogenų, sukelia pavojaus signalai – su pažeidimu susiję 

molekuliniai žymenys (DAMP), išsiskiriantys iš pažeistų arba mirštančių 
kardiomiocitų [95]. Šis imuninis atsakas formuojasi per dinamišką citokinų 

kaskadą. Ląstelių žūties nulemtas DAMP išsiskyrimas veikia kaip pirminis 
trigeris, aktyvuojantis penkis esminius mediatorius: naviko nekrozės faktorių α 

(TNF-α), interleukiną 1β (IL-1β), interleukiną 6 (IL-6), chemokiną CCL2 bei 
granuliocitų-makrofagų kolonijas stimuliuojantį faktorių (GM-CSF) [96]. 

Šie prouždegiminiai signalai suveikia kaip galingi chemoatraktantai, 
skatinantys greitą imuninių ląstelių – makrofagų, neutrofilų bei dendritų – 

migraciją ir infiltraciją į pažeistą širdies audinį. Aktyvuotos imuninės ląstelės 
pradeda išskirti antrinius uždegiminius mediatorius bei ROS ir taip sufor-

muoja ydingą uždegimo ciklą. Galutinė šios ląstelinės infiltracijos ir audinių 
pažeidimo pasekmė yra gili kardiomiocitų disfunkcija, pasireiškianti kontrak-

tiliniu nepakankamumu ir negrįžtamu miokardo remodeliavimusi. Toliau 
detaliai aptariamas kiekvieno iš šių kaskados elementų specifinis vaidmuo. 
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miokardo pažaidos metu 
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Pažeistos ir mirštančios ląstelės į tarpląstelinę erdvę išskiria su pažei-

dimu susijusius molekulinius žymenis (DAMP), kurie veikia kaip pavojaus 
signalai. Tai indukuoja pagrindinių prouždegiminių mediatorių – naviko 

nekrozės faktoriaus α (TNF-α), interleukinų (IL-1β, IL-6), chemokino CCL2 
bei granuliocitų-makrofagų kolonijas stimuliuojančio faktoriaus (GM-CSF) – 

kaskadą. Šie mediatoriai aktyvuoja ir pritraukia imunines ląsteles (makrofa-
gus, neutrofilus, dendritus) į pažaidos židinį. Sukelta uždegiminių ląstelių 

infiltracija ir antrinių mediatorių išsiskyrimas gilina audinių pažaidą ir lemia 
ūminę kardiomiocitų disfunkciją. 

Naviko nekrozės faktorius-α:  
ankstyvasis uždegiminio atsako iniciatorius 

TNF-α yra pagrindinis uždegimo iniciatorius, kurio kiekis reperfuzuo-

tame miokarde sparčiai didėja [97]. Jį išskiria oksidacinio streso paveikti 
makrofagai [98]. Žalingas TNF-α poveikis pasireiškia mitochondrijų elektro-

nų pernašos grandinės (EPG) slopinimu tarp II ir III kompleksų [102]. Dėl to 
mažėja membranos potencialas ir ATP sintezė, tačiau labai padidėja reakty-

viųjų deguonies formų (ROS) gamyba [99, 101, 103]. 
ROS perteklius pažeidžia mitochondrijų DNR (mtDNR) ir dar labiau 

sutrikdo EPG kompleksų veiklą [104]. Taip susiformuoja ydingas grįžtamasis 

ryšys: oksidacinis stresas skatina TNF-α sekreciją, o TNF-α toliau didina 
ROS kiekį bei ląstelių pažeidimus [99, 105, 109]. Šis ciklas lemia miokardo 

persitvarkymą ir progresuojantį širdies nepakankamumą [100, 106]. Anti-
oksidantų vartojimas, TNF-α slopinimas ar tiesioginis ROS kiekio mažinimas 

efektyviai nutraukia šią pažaidų grandinę ir yra laikomi perspektyviomis 
kardioprotekcinėmis strategijomis [99, 100, 107, 108]. 

Interleukinas-1β: uždegimo skatinimas 

IL-1β sintezė yra reguliuojama dviejų pakopų procesu [110]. Jo neakty-
vus pirmtakas pradedamas gaminti reaguojant į pradinius uždegimo signalus 

(pvz., TNF-α veikiant per NF-κB stimuliaciją) [111]. Antrą aktyvacijos sig-
nalą atlieka DAMP molekulės, skatinančios NLRP3 tipo uždegimo formavi-

mąsi [112]. Aktyvuotuose uždegimuose esanti kaspazė-1 suskaldo pro-IL-1β 
į aktyvų citokiną IL-1β [110].  

Išsiskyręs IL-1β stipriai skatina neutrofilų pritraukimą ir aktyvavimą 
(degranuliaciją) [113]. Jis padidina adhezijos molekulių ekspresiją krauja-

gyslių endotelio ląstelėse ir palengvina leukocitų transmigraciją į audinį 
[114]. Be to, IL-1β stimuliuoja kitų citokinų (IL-6, CCL2) gamybą [110] ir 
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sukuria teigiamą grįžtamąjį ryšį, prisidedantį prie kardiomiocitų apoptozės ir 

nepageidaujamos audinių remodeliacijos [115, 116]. 

Interleukinas-6: sisteminis ir vietinis uždegimą  
skatinantis veiksnys 

IL-6 yra plataus poveikio citokinas. Esant ūminei širdies I/R pažaidos 
fazei, jis veikia kaip uždegimą skatinantis tarpininkas [117]. Jo kiekis žymiai 

padidėja ir kraujyje, ir vietiniame miokardo audinyje po I/R pažaidos [117]; 
jį produkuoja infiltruojančios imuninės ląstelės ir kardiomiocitai [118]. IL-6 

reikšmingai prisideda prie sisteminio ūminės fazės atsako po miokardo pažei-
dimo [115]. 

Lokaliai jis aktyvuoja JAK/STAT kelią ląstelėse [118]. Nors STAT3 
aktyvacija kartais gali turėti apsauginį poveikį [119], tačiau esant ilgalaikiam 

ūminiam uždegimui, ji skatina tolesnę uždegiminių genų ekspresiją ir gali 
prisidėti prie širdies fibrozės bei hipertrofijos [120]. 

Monocitų chemoatrakcijos baltymas-1:  
monocitų pritraukimo signalas 

CCL2 atlieka gyvybiškai svarbų vaidmenį pritraukdamas monocitus į 
pažeistą miokardą [121]. Po I/R pažaidos CCL2 raiška greitai padidėja, nes 

ją išskiria pažeistos ląstelės ir kardiomiocitai [122]. Šie pritraukti monocitai 
ekstravazuojasi per aktyvuotą endotelį [114] ir diferencijuojasi į makrofagus 

[121].  
Nors makrofagai būtini audinio gijimo etapams [121], tačiau pradinė 

banga dažnai įgyja uždegimą skatinantį (M1) fenotipą [124]. M1 makrofagai 
išskiria proteolizinius fermentus [125], ROS [126] bei citokinus (TNF-α ir 

IL-1β) ir taip palaiko uždegimo ciklą [95]. 

Granuliocitų ir makrofagų kolonijas stimuliuojantis faktorius: 
mieloidinių ląstelių aktyvatorius 

GM-CSF sukelia reikšmingą uždegimą skatinantį poveikį I/R pažaidos 
metu veikdamas neutrofilus ir monocitus/makrofagus [127, 128]. Po miokar-

do I/R pažaidos gali padidėti GM-CSF kiekis, kurį išskiria T ląstelių pogru-
piai [129]. Tai skatina imuninių ląstelių išgyvenimą ir funkcinės aktyvacijos 

būseną (pradinį stimuliavimą) [127]. 
Pailgindamas neutrofilų ir makrofagų gyvenimo trukmę, GM-CSF 
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uždegimo ir audinių degradacijos [98]. GM-CSF neutralizavimas sumažina 

infarkto dydį, uždegiminių ląstelių infiltraciją ir mažina I/R pažeidimą [94]. 

Uždegiminis atsakas ir išeminė-reperfuzinė pažaida  
yra tarpusavyje susiję procesai 

Širdies I/R pažaidos sukeltas uždegiminis atsakas yra dinamiškas proce-
sas. Citokinai TNF-α, IL-1β, IL-6, CCL2 ir GM-CSF veikia neizoliuotai, bet 

sudaro tarpusavio tinklą, stiprinantį vienas kito gamybą ir poveikį [130]. 
Ši sudėtinga citokinų sąveika sukelia uždegiminę kaskadą, kuri tiesiogiai 

pažeidžia kardiomiocitus, aktyvuoja užprogramuotos ląstelių žūties kelius ir 
skatina intensyvų ROS generavimą [94, 131]. Virusiniai stresoriai (SARS-

CoV-2 RBD) veikia kaip papildomi katalizatoriai: potencijuoja IL-6 bei 
TNF-α sekreciją ir mitochondrijų bioenergijos nepakankamumo progresą [4]. 
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KARDIOPROTEKCINIU POVEIKIU  
PASIŽYMINTYS NATŪRALŪS ANTIOKSIDANTAI  

IR JŲ PRISTATYMO SISTEMOS 

Kurkumino taikymas mitochondrijų funkcijos stabilizavimui 

Kurkuminas – pagrindinis ciberžolės polifenolis, turintis ryškų pleiotro-

pinį poveikį [132]. Mokslinėje literatūroje plačiai aprašomos jo savybės, 
taikomos metabolinio sindromo bei ŠKL terapijai [133–139]. Kardiologijai 

aktualus kurkumino gebėjimas moduliuoti oksidacinį stresą ir mažinti lipidų 
peroksidaciją [140, 141]. Jo efektyvumą prieš I/R pažaidą nulemia unikali 

cheminė struktūra [142]. Per elektronų perdavimo mechanizmus kurkuminas 
neutralizuoja radikalus [143–145] ir geba cheluoti prooksidantinius metalų 

jonus užkirsdamas kelią Fentono reakcijai [146–151]. 
Esminis kurkumino poveikis kardiomiocitų išgyvenamumui siejamas su 

mitochondrijų apsauga. Aktyvuodamas Nrf2 signalinį kelią [152], kurkumi-
nas sutrikdo Keap1-Nrf2 kompleksą, skatina Nrf2 translokaciją į branduolį ir 

detoksikacijos fermentų transkripciją [153–164]. HO-1 indukcija laikoma 
pagrindiniu mechanizmu, apsaugančiu mitochondrijas nuo mPTP atsivėrimo 

bei bioenergijos kolapso [165–174]. 

Kurkumino kardioprotekcinio poveikio  
ikiklinikinių tyrimų duomenys 

In vitro modeliuose kurkumino vartojimas padidino gyvybingumą ir 
sumažino apoptozę [175–184]. Mitochondrijų lygmeniu pastebėtas išsaugo-

tas membranos potencialas [185–191]. In vivo tyrimai su gyvūnais patvirtino, 
kad kurkuminas reikšmingai mažina infarkto dydį bei slopina nepageidau-

jamą kairiojo skilvelio remodeliavimąsi [192–205]. Širdies audinio analizė 
parodė sustiprintą endogeninę antioksidacinę apsaugą [206–218]. 

Nepaisant teigiamų rezultatų, laisvo kurkumino biologinis prieinamumas 
yra labai mažas [219–223]. Siekiant įveikti šiuos barjerus, kurkuminas inkap-

suliuojamas į PLGA nanodaleles [224–229]. Tas užtikrina pH jautrų atpalai-
davimą acidozės apimtoje miokardo zonoje [230]. 
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Kurkumino klinikinio pritaikymo iššūkiai  
ir nanotransporto sistemų poreikis 

Nepaisant teigiamų rezultatų, laisvo kurkumino biologinis prieinamumas 

yra labai mažas dėl prasto tirpumo ir intensyvaus pirmojo prasiskverbimo 
metabolizmo (gliukuronizacijos) [219–223]. Siekiant įveikti šiuos barjerus, 

kurkuminas inkapsuliuojamas į transporto nanosistemas, t. y. į PLGA nano-
daleles [224–229]. Inkapsuliacija į PLGA ne tik apsaugo polifenolį nuo 

degradacijos, bet ir užtikrina pH jautrų atpalaidavimą acidozės apimtoje 
miokardo zonoje [230]. 

Vitamino E vaidmuo mitochondrijų apsaugai  
išeminės-reperfuzinės pažaidos metu 

Vitaminas E apima aštuonias riebaluose tirpių junginių izoformas, iš 

kurių biologiškai aktyviausias žmogaus organizme yra α-tokoferolis (α-T) 
[231–233]. Pagrindinė vitamino E funkcija – lipidų peroksidacijos reakcijos 

nutraukimas biologinėse membranose [234, 235]. 
Vitaminas E veikia lokalizuodamasis kardiomiocitų sarkolemoje ir mito-

chondrijų membranose; ten jis neutralizuoja peroksilo radikalus ir paverčia 
juos stabiliais hidroperoksidais [234–238]. Vitamino E regeneracijai būtinas 
glutationas [236, 237]. Be tiesioginio antioksidacinio vaidmens, vitaminas E 

moduliuoja signalizaciją: slopina PKC aktyvumą, veikia MAPK kaskadas bei 
NF-κB kelią ir taip mažina uždegiminių citokinų bei adhezijos molekulių 

raišką [239–246]. 
Mitochondrijų membranų apsauga yra kritinė I/R metu, nes leidžia 

palaikyti protonų gradientą ir ATP sintezę [247, 248]. Vitaminas E slopina 
mPTP atsivėrimą mažindamas oksidacinį stresą ir netiesiogiai riboja mito-

chondrijų Ca²⁺ perkrovą per geresnę siurblių funkciją [249–255]. 

Vitamino E taikymo ikiklinikiniuose ir klinikiniuose  
tyrimuose rezultatai bei jų apribojimai 

In vitro ir ex vivo modeliai patvirtino, kad vitaminas E mažina MI dydį 
bei reperfuzijos sukeltas aritmijas [256–262]. In vivo tyrimai pademonstravo 

ir kardioprotekciją [263–270]. Tačiau klinikinės studijos buvo nuviliančios 
arba parodė padidėjusį mirtingumą vartojant dideles jo dozes [271–276]. Šis 

„transliacinis atotrūkis“ aiškinamas tuo, kad klinikose tirtas lėtinis vartojimas 
profilaktikai, o ne ūminė intervencija I/R metu [248, 277, 278]. 
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Nanotransporto poreikis vartojant vitaminą E praktiškai  

Klinikinis efektyvumas gali būti pasiektas užtikrinant greitą vitamino E 
patekimą į kardiomiocitų mitochondrijas [279–282]. Laisva forma didelėmis 

dozėmis gali sukelti tokoferolio sąlygotą peroksidaciją [277, 283]. Todėl 
PLGA nanodalelių vartojimas yra būtinas: jis apsaugo vitaminą E nuo 

prooksidacinio poveikio ir užtikrina selektyvų atpalaidavimą rūgštinėje 
išemijos zonoje (pH 5,5) [284, 285]. 
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AUGALINĖS KILMĖS NANOPŪSLELIŲ  
PRITAIKYMAS ŠIRDIES LIGŲ TERAPIJAI  

Kardiomiocitų išeminei-reperfuzinei pažaidai  
taikomi terapijos būdai 

Nepaisant pažangos gydant ŪMI, miokardo I/R pažaida išlieka pagrin-
diniu iššūkiu, nes specifinių priemonių jai suvaldyti klinikinėje praktikoje vis 

dar trūksta [286–290]. Mechaninės strategijos, pvz., postkondicionavimas, 
dažnai neduoda laukiamų rezultatų dėl „transliacinio atotrūkio“, kurį sukelia 

pacientų gretutinės patologijos ir vartojami medikamentai [291]. 
Atsižvelgiant į tai, kad mitochondrijų bioenergijos stabilizavimas yra 

kardiomiocitų išsaugojimo pagrindas, naujausi tyrimai siejami su farmako-
logine mitochondrijų apsauga. Nagrinėjami EDTA chelatų tirpalai, galintys 

moduliuoti mPTP kanalų veiklą ir viduląstelinio Ca²⁺ balansą [288], bei IL-1 
citokinų inhibitoriai, mažinantys uždegiminį atsaką į kardiomiocitų žūtį 

[292]. 
Viena perspektyviausių krypčių šiame kontekste yra regeneracinės medi-

cinos sprendimai, ypač kardioprotekcinės nanopūslelės. Jos geba transportuo-
ti miRNR ir baltymus, kurie tiesiogiai veikia kardiomiocitų mitochondrijas, 

apsaugo jas nuo oksidacinio streso, padeda išvengti mPTP atsivėrimo ir taip 
sumažina negrįžtamą miokardo pažeidimą [293–295]. 

Užląstelinės nanopūslelės kaip perspektyvi terapinė platforma 

Remiantis Tarptautinės užląstelinių nanopūslelių draugijos (angl. Inter-
national Society for Extracellular Vesicles, ISEV) patvirtintomis MISEV2023 

gairėmis, visos ląstelių natūraliai išskiriamos pūslelės, apribotos lipidiniu 
dvigubu sluoksniu ir neturinčios funkcinio branduolio, įvardijamos bendru 

užląstelinių nanopūslelių (angl. extracellular vesicles, EVs) terminu. Atsi-
žvelgiant į tai, kad pūslių biogenezė yra sudėtingas ir ląstelės fiziologinę 

būklę atspindintis procesas, gairėse rekomenduojama jas klasifikuoti pagal 
fizines charakteristikas: mažosios (< 200 nm) ir vidutinės/didelės (> 200 nm) 

nanopūslelės [295, 296]. 
Šios pūslelės, literatūroje dažnai vadinamos „egzosomomis“, aptinka-

mos visuose biologiniuose skysčiuose. Jų molekulinį krovinį – baltymus, lipi-
dus ir nukleorūgštis (mRNR, miRNR, DNR fragmentus) – lemia motininės 

ląstelės tipas ir jos funkcinė būklė [295, 297]. Žinduolių ląstelių išskiriamos 
nanopūslelės atlieka svarbų vaidmenį tarpląstelinėje komunikacijoje ir yra 

plačiai tyrinėjamos esant I/R pažaidai. Čia kamieninėmis ląstelėmis (MSC, 
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CPC) grįsta vezikulių terapija demonstruoja antiapoptozinius ir proangioge-

ninius efektus ir moduliuoja miokardo energijos balansą [293–295, 298, 299]. 
Vis dėlto terapinis žmogaus ar gyvūnų kilmės pūslelių pritaikymas susiduria 

su sudėtingais standartizavimo, išskyrimo ir masinės gamybos iššūkiais. 

Augalinės kilmės nanopūslelių biologinė svarba ir pritaikymas 

Įdomu tai, kad užląstelinių nanopūslelių egzistavimas ir komunikacinis 

vaidmuo neapsiriboja vien gyvūnų karalyste. Pastarojo dešimtmečio tyrimai 
atskleidė, kad augalų ląstelės taip pat gamina ir išskiria užląstelines nanopūs-

leles, struktūriškai ir funkciškai analogiškas žinduolių vezikulėms. Šios 
struktūros, dažnai vadinamos augalinės kilmės nanodalelėmis (angl. Plant-
Derived Nanovesicles, PDNV) arba į egzosomas panašiomis pūslelėmis 
(angl. Plant Exosome-like Vesicles, PELV), pasižymi tipišku egzosomų 

dydžiu ir yra pripildytos bioaktyvių augalinių molekulių: lipidų, sacharidų, 
fenolinių junginių bei nukleorūgščių [300, 301]. Skirtingai nei gyvūninės 

kilmės vezikulės, augalinės nanopūslelės pasižymi išskirtiniu stabilumu 
rūgščioje terpėje, yra absorbuojamos žarnyne ir per sisteminę kraujotaką gali 

pasiekti įvairius žinduolių audinius. Visa tai jas daro perspektyvia terapine 
sistema [302].  

Augalų nanopūslelių kardioprotekciniai veikimo mechanizmai 

Augalinės kilmės nanopūslelių galimybė sumažinti širdies I/R pažaidą 

kyla dėl jų unikalios sudėties ir gebėjimo sąveikauti su žinduolių ląstelėmis. 
Bioaktyvios medžiagos, esančios nanopūslelės viduje, gali trukdyti daugeliui 

I/R pažaidos kaskados etapų. 
Vienas pagrindinių apsaugos mechanizmų yra nanopūslelių antioksida-

cinės savybės. Daugelis augalų natūraliai turi stiprių antioksidacinių jungi-
nių – polifenolių (pvz., kurkumino ciberžolėje, gingerolio imbiere, resvera-

trolio vynuogėse, rozmarino rūgšties melisose) ir vitaminų [303, 304]. 
Tyrimai rodo, kad augalinės kilmės nanopūslelės gali veikti kaip antioksi-

dantų nešikliai ir padidinti jų stabilumą bei įsisavinimą ląstelėse [301]. 
Pavyzdžiui, imbiero nanopūslelės gali apsaugoti nuo audinių pažeidimo padi-

dindamos endogeninių antioksidantų fermentų (pvz., hemo oksigenazės-1 
(HO-1)) kiekį ir sumažindamos lipidų peroksidaciją [301]. Be tiesioginio 

antioksidacinio poveikio, augalinės kilmės nanopūslelės taip pat gali turėti 
specifinių baltymų arba miRNR, kurie moduliuoja endogeninius antioksi-

dantų kelius (pvz., Nrf2 signalinę kaskadą) ir taip sustiprina vidinę ląstelių 
apsaugą nuo ROS veikimo reperfuzijos metu [302, 305]. 
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Uždegimas yra dar vienas svarbus veiksnys esant širdies I/R pažeidimui. 

Įrodyta, kad augalų nanopūslelės (pvz., imbiero ar vynuogių) veikia prieš-
uždegimiškai moduliuodamos makrofagų poliarizaciją link M2 fenotipo ir 

sumažindamos TNF-α ir IL-6 gamybą [293, 305, 306]. Šį poveikį gali 
sąlygoti specifiniai lipidai, baltymai arba miRNR, mažinantys uždegiminės 

kaskados aktyvaciją (slopina NF-κB išraišką) [302]. Miokardo I/R pažaidos 
metu tokie priešuždegiminiai veiksmai gali žymiai sumažinti neutrofilų 

infiltraciją ir sukurti palankesnę aplinką kardiomiocitams išgyventi [307]. 
Kardiomiocitų apsauga nuo apoptozinės žūties yra itin svarbi siekiant 

sumažinti infarkto dydį. Sušvelnindamos oksidacinį stresą ir kalcio perteklių, 
augalų nanopūslelės netiesiogiai užkerta kelią mPTP atidaryti. Be to, jos gali 

tiesiogiai sąveikauti su mitochondrijų komponentais arba atnešti miRNR, 
kurios sumažina proapoptozinių baltymų (Bax, Bak) gamybą, padidina anti-

apoptozinių baltymų (Bcl-2) išraišką ar slopina kaspazių aktyvaciją [302, 
308, 309]. 

Vienas įdomiausių augalų nanopūslelių funkcijos aspektų yra jų vaid-
muo, padedantis reguliuoti genų ekspresiją žinduolių ląstelėse miRNR pagal-

ba. Pačios miRNR yra mažos nekoduojančios RNR, kurios jungiasi prie 
tikslinių mRNR 3' netransliuojamo regiono. Tyrimai įrodo, kad augalų 

miRNR (pvz., miR159) gali prisijungti prie žinduolių mRNR, jas slopinti ir 
taip pademonstruoti tarprūšinės genų reguliacijos fenomeną, susijusį su 

medžiagų apykaita, uždegimo moduliacija ir imuniniu atsaku [300, 302, 310]. 

Vaistinė melisa kaip perspektyvus kardioprotekcinių  
užląstelinių nanopūslelių šaltinis 

Vaistinė melisa (lot. Melissa Officinalis), priklausanti mėtų (lot. Lamia-
ceae) šeimai, jau kelis šimtmečius tradiciškai vartojama dėl raminamųjų, 
antivirusinių ir atmintį gerinančių savybių [311, 312]. Moksliniai tyrimai 

atskleidė, kad melisa turi ryškų antioksidacinį ir priešuždegiminį poveikį. Tą 
lemia augale esantys fenolio junginiai; rozmarino rūgštis yra gausiausia meli-

sos sudedamoji dalis [312, 313]. Kiti dariniai – kofeinas, chlorogeno rūgštis, 
flavonoidai ir triterpenai – taip pat prisideda prie augalo bioaktyvumo ir 

pasižymi kardioprotekcinėmis savybėmis [313, 314]. Vandenyje tirpūs ir su 
lipidais susiję junginiai yra pagrindiniai komponentai, randami augalinės 

kilmės nanopūslelėse. 
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Melisų nanopūslelių kardioprotekciniai mechanizmai 

Melisoje gausu rozmarino rūgšties ir flavonoidų [312, 313]. Rozmarino 
rūgštis efektyviai suriša laisvuosius radikalus ir cheluoja prooksidacinius 

metalo jonus [313]. Augalinės NP taip pat gali pernešti miRNR; jos didina 
ląstelės endogeninę antioksidacinę apsaugą ir sustiprina kardiomiocitų atspa-

rumą oksidaciniam stresui [314]. Junginiai, esantys melisoje, gali slopinti 
uždegimo mediatorius ir citokinų gamybą per signalinius kelius – pvz.,  

NF-κB [311, 312]. Patekusios į ląsteles, NP galėtų slopinti uždegiminę reak-
ciją kaip tai daro nanopūslelės, išgautos iš kitų augalų, pavyzdžiui, imbiero 

[315]. 
Be to, NP gali tiesiogiai pristatyti antiapoptozines molekules arba 

miRNR, kurios paveiktų proapoptozinius genus kardiomiocituose ir stabili-
zuotų mitochondrijų funkciją [315, 316]. Internalizuotos kardiomiocituose 

šios molekulės gali dalyvauti tarprūšinėje genų raiškos moduliacijoje ir 
tiesiogiai jungtis prie žinduolių mRNR taikinių [317, 318]. Tikėtina, kad 

augalinių miRNR įtaka gali būti vienas veiksnių, lemiančių kardiomiocitų 
metabolinį perprogramavimą, t. y. selektyvus tam tikrų mitochondrijų balty-

mų kodavimo slopinimas gali priversti ląstelę laikinai pereiti prie glikolitinės 
energijos gamybos. 

Rozmarino rūgštis turi apsauginį poveikį nuo I/R sukeliamų pažeidimų 
kituose organuose, pavyzdžiui, smegenyse ar inkstuose [312, 313]. Sėkmin-

gai kardioprotekcijai panaudotos NP iš kitų augalų, pavyzdžiui, imbiero [315] 
arba vynuogių [319], suteikia tvirtą pagrindą mūsų pasirinktai strategijai. 

Iššūkiai ir perspektyvos pritaikant augalinės kilmės  
nanopūsleles terapijai  

Nors duomenų apie augalų nanopūslelių kardioprotekcinį poveikį po I/R 
pažaidos daugėja, tačiau pritaikant juos klinikinėje praktikoje susiduriama su 

iššūkiais. Išskyrimo ir apibūdinimo metodų standartizavimas yra esminis, nes 
nanopūslelių išeiga, grynumas ir sudėtis labai priklauso nuo augalo šaltinio, 

augimo sąlygų, brandos ir išskyrimo protokolo [302, 308]. Norint užtikrinti 
atkartojamumą, reikalinga išsami nanodalelės sandaros analizė (proteomika, 

lipidomika, transkriptomika) ir tikslių molekulinių taikinių kardiomiocituose 
nustatymas. 
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Labai svarbu suprasti, kaip augalų nanopūsleles specifiškai pasisavina 

kardiomiocitai: per receptorius, endocitozę ar membranų susiliejimą [302, 
308]. Biologinio prieinamumo klausimas, ypač vartojant per burną, išlieka 

svarbi sritis, reikalaujanti griežtų farmakokinetikos tyrimų [300, 301, 308]. 
Nors manoma, kad nanopūslelės, išgautos iš valgomųjų augalų, yra saugios, 

visgi būtina įvertinti galimą imunogeniškumą esant didelėms koncentra-
cijoms [302]. Išsprendus standartizavimo ir terapinės gamybos mastelio keiti-

mo iššūkius [308], augalinės nanopūslelės turi didžiulį potencialą tapti naujos 
kartos strategija kardiomiocitų apsaugai nuo I/R pažaidos. 
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VAISTŲ PERNEŠIMO NANOSISTEMŲ  
TAIKYMAS KARDIOLOGIJAI 

Pagrindiniai vaistų pernešimo nanosistemų principai 

Vaistų pernešimo sistemos yra sukurtos vaistams pristatyti į konkrečias 

tikslines organizmo vietas ir suteikia daug privalumų bei platesnį terapinio 
gydymo spektrą lyginant su įprastomis formomis [320]. Kontroliuojamas 

vaistų pernešimas (KVP) naudojant nanodaleles, leidžia užtikrinti tikslinį 
veikliosios medžiagos pristatymą į pažeistą audinį palaikant terapinę kon-

centraciją ir kartu mažinant sisteminį šalutinį poveikį [284, 321]. Šiuolai-
kinėje kardiologijoje ši strategija yra esminė sprendžiant „terapinio lango“ 

problemą ir siekiant, kad sisteminės dozės nepasiektų toksiškumo ribos [322]. 
Nanonešikliai leidžia išnaudoti padidėjusį mikrokraujagyslių pralaidumą 

infarkto metu ir užtikrinti pasyvią vaisto akumuliaciją būtent pažaidos srityje 
[323]. Be to, nanotechnologiniai sprendimai kritiškai pagerina molekulių 

internalizaciją į kardiomiocitus ir yra būtina sąlyga norint apsaugoti ląsteles 
nuo reoksigenacijos sukelto negrįžtamo pažeidimo [323]. 

Pagerindamos biologinį prieinamumą, ND gali sumažinti gydymo išlai-
das ir toksiškumo riziką [324]. Žinoma, kad didesnės nei 1000 nm makro-

dalelės linkusios kauptis kepenyse ir blužnyje, o mažesnės nei 8 nm pašali-
namos per inkstus. Tačiau 10–300 nm dydžio ND dažnai kaupiasi organuose, 

kuriuose yra didelis makrofagų tankis [325]. 

Nanodalelių klasifikacija ir biocheminės savybės 

Pagrindinės nanodalelių klasės skirstomos į neorganines, lipidines ir 

polimerines. Neorganinės nanodalelės – pavyzdžiui, aukso (AuND) ar gele-
žies oksido sistemos – leidžia jas efektyviai taikyti diagnostikai bei fototermi-

nei terapijai [326–330]. Visgi klinikinį šių dalelių pritaikymą širdies ligoms 
gydyti riboja polinkis kauptis organuose bei galimas ilgalaikis toksiškumas, 

ypač naudojant sunkiųjų metalų junginius [331]. 
Lipidų pagrindu sukurtos sistemos, taip pat ir liposomos, vertinamos dėl 

gero biosuderinamumo ir gebėjimo transportuoti ir hidrofilinius, ir lipofili-
nius vaistus [332, 333]. Liposomos gali apsaugoti veikliąsias medžiagas nuo 

metabolinės degradacijos [334, 335]. Tačiau kardiomiocitai laisvas liposo-
mas pasisavina prastai, o modifikacijos (pvz., PEG) gali sukelti nepageidau-

jamą imuninį atsaką [322, 336]. 
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Polimerinės nanodalelės ir jų panaudojimas praktiškai 

Siekiant išvengti imuninės sistemos poveikio, buvo sukurtos sintetinės 
polimerinės medžiagos, pvz., PLGA [337, 338]. Pagal struktūrą jos skirsto-

mos į polimersomas, miceles ir dendrimerus [339]. PLGA yra plačiausiai 
naudojama biologiškai skaidoma vaistų pernešimo sistema, patvirtinta FDA 

ir EMA, skirta kontroliuojamam vaistų tiekimui į ląsteles [340]. Į ląstelę pate-
kusi PLGA skyla į pieno rūgštį ir glikolio rūgštį, kurios metabolizuojamos 

per Krebso ciklą į CO₂, seriną ir piruvatą [341]. Šis procesas padaro PLGA 
saugiu vaistų tiekimo pasirinkimu su minimaliu sisteminiu toksiškumu [337, 

342]. 
PLGA nanodaleles galima pritaikyti keičiant dydį, krūvį ir aplinkos pH 

[343]. Vienas iš paplitusių metodų hidrofobiniams junginiams (pavyzdžiui, 
kurkuminui) inkapsuliuoti yra emulsifikacijos metodas, suteikiantis norimas 

savybes [341, 343]. Pagrindinis PLGA skaidymosi greitis yra moduliuojamas 
aplinkos pH – rūgštinėje terpėje vyksta autokatalitinis efektas, paspartinantis 

polimerinės matricos skaidymąsi [340, 341]. Tokia pH priklausoma kinetika 
leidžia kurti sistemas, užtikrinančias pagreitintą vaisto atpalaidavimą patolo-

ginės acidozės sąlygomis [268]. Inkapsuliacija apsaugo polifenolius nuo 
degradacijos vandeninėje terpėje iki patekimo į ląstelę [343]. 

PLGA plačiai tiriama vėžiui ir neurodegeneraciniams sutrikimams gy-
dyti, diagnostikai ir vaizdinimui [342]. Tyrimai parodė, kad kurkumino 

inkapsuliavimas PLGA pagerina tirpumą ir absorbciją ląstelėse lyginant su 
laisvu kurkuminu [345]. Tas lėmė didesnį stabilumą ir geresnį vaistų pasisa-

vinimą bei sulaikymą ląstelėse [346]. 

Nanodalelių klinikinio pritaikymo iššūkiai 

Tokių nanodalelių kaip PLGA naudojimas kelia iššūkių nanomedicinai. 
Konkrečių gairių trūkumas gali trukdyti šių vaistų transportavimo sistemų 

patvirtinimo procesui, nes sterilizavimo metodai turi nepakenkti nanodalelių 
stabilumui. Tinkamas problemų sprendimas būtinas siekiant pagerinti PLGA 

preparatų klinikinį pritaikymą ir potencialą [347]. Apibendrinant galima 
teigti, jog nepaisant daug žadančių rezultatų in vitro, naudingos nanoterapijos 

kiekis išlieka mažas dėl transliacijos atotrūkio tarp gyvūnų modelių ir žmonių 
tyrimų [348, 349], o ypač dėl nepakankamo supratimo, kaip skirtumai veikia 

nanoterapijos dalelių veikimą in vivo [350]. 
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TYRIMO MEDŽIAGOS IR METODAI 

Eksperimentinio tyrimo strategija ir pagrindimas 

Eksperimentinė strategija buvo suformuota siekiant ištirti kardiomiocitų 

pažaidos mechanizmus ir įvertinti nanotechnologinių priemonių efektyvumą 
juos neutralizuojant. 

Tyrimams buvo naudoti pirminiai neonatalinių žiurkių kardiomiocitai, 
nes ši ląstelių kultūra – priešingai nei imortalizuotos ląstelių linijos (pvz., 

H9c2) – išlaiko natūralų kontraktiliškumą, bioenergines savybes bei ląstelių 
signalizacijos kelius, būdingus in vivo būsenai [349, 350]. Be to, pirminiai 

kardiomiocitai pasižymi stabilia AKF-2 receptorių raiška, kuri būtina tiriant 
tiesioginį SARS-CoV-2 RBD fragmento poveikį miokardui [92, 351]. 

Siekiant imituoti su infekcija susijusį miokardo pažeidimo foną, tyrimams 
buvo pasirinktas rekombinantinis SARS-CoV-2 spyglio baltymo receptorius 

rišantis domenas (RBD), o ne gyvas virusas. Toks metodologinis pasirinki-
mas leidžia izoliuotai tirti tiesioginį receptorių (AKF-2) medijuojamą ląstelių 

pažeidimą ir imunometabolinį stresą atmetant aktyvios virusinės replikacijos 
bei tiesioginės ląstelių lizės sukeliamus kintamuosius [352]. Literatūros duo-

menys rodo, kad vien tik RBD fragmento sąveika su AKF-2 receptoriais yra 
pakankama sukelti jų internalizaciją, vietinės renino-angiotenzino sistemos 

disbalansą [353], NADPH oksidazės aktyvavimą bei po to sekantį oksidacinį 
stresą ir mitochondrijų disfunkciją [354]. Tai leido standartizuotai atkurti 

„sterilaus uždegimo“ ir energijos išeikvojimo foną [355] bei sukurti jungtinio 
pažeidimo modelį, kuriame galima tiksliai įvertinti, kaip virusinis stresorius 

dekompensuoja kardiomiocitų atsparumą vėliau prasidedančiai hipoksinei-
reoksigenacinei pažaidai. 

Remiantis literatūros analize bei preliminariais laboratorijos tyrimais, 
pasirinktas 24 val. hipoksijos (2 proc. O2) ir 24 val. reoksigenacijos modelis. 

Literatūroje nurodoma, kad tokia trukmė yra optimali sukelti patikimą mito-
chondrijų bioenergijos nepakankamumą ir kartu išlaikant pakankamą ląstelių 

gyvybingumą, leidžiantį vertinti terapinių medžiagų citoprotekcinį potencialą 
[356, 357]. Ląstelių apdorojimas nanodalelėmis ir nanopūslelėmis pradėtas 

likus 24 val. iki hipoksijos fazės pradžios. Toks išankstinis paveikimas pa-
rinktas siekiant užtikrinti pakankamą medžiagų internalizaciją bei aktyvuoti 

viduląstelinius adaptacinius kelius dar iki pagrindinio oksidacinio streso pra-
džios [140, 344]. 
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TYRIMO MEDŽIAGOS IR METODAI 
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pakankama sukelti jų internalizaciją, vietinės renino-angiotenzino sistemos 

disbalansą [353], NADPH oksidazės aktyvavimą bei po to sekantį oksidacinį 
stresą ir mitochondrijų disfunkciją [354]. Tai leido standartizuotai atkurti 

„sterilaus uždegimo“ ir energijos išeikvojimo foną [355] bei sukurti jungtinio 
pažeidimo modelį, kuriame galima tiksliai įvertinti, kaip virusinis stresorius 

dekompensuoja kardiomiocitų atsparumą vėliau prasidedančiai hipoksinei-
reoksigenacinei pažaidai. 

Remiantis literatūros analize bei preliminariais laboratorijos tyrimais, 
pasirinktas 24 val. hipoksijos (2 proc. O2) ir 24 val. reoksigenacijos modelis. 

Literatūroje nurodoma, kad tokia trukmė yra optimali sukelti patikimą mito-
chondrijų bioenergijos nepakankamumą ir kartu išlaikant pakankamą ląstelių 

gyvybingumą, leidžiantį vertinti terapinių medžiagų citoprotekcinį potencialą 
[356, 357]. Ląstelių apdorojimas nanodalelėmis ir nanopūslelėmis pradėtas 

likus 24 val. iki hipoksijos fazės pradžios. Toks išankstinis paveikimas pa-
rinktas siekiant užtikrinti pakankamą medžiagų internalizaciją bei aktyvuoti 

viduląstelinius adaptacinius kelius dar iki pagrindinio oksidacinio streso pra-
džios [140, 344]. 
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Gydymo sistemų pagrindimas 
Pasirinkta naudoti biologiškai skaidų PLGA polimerą, nes jo esterinių 

ryšių hidrolizė yra paspartinama rūgštinėje terpėje [340]. Tai leidžia imituoti 

išeminę acidozę (pH 5,5) ir užtikrinti selektyvų vaisto atpalaidavimą pažeidi-
mo zonoje ir kartu neutralizuoti laisvųjų antioksidantų galimą prooksidacinį 

toksiškumą esant didelėms dozėms [260, 268]. 
Vaistinės melisos nanopūslelės pasirinktos kaip inovatyvi biomimetinė 

platforma. Literatūros duomenys rodo, kad augalinės kilmės nanopūslelės 
geba vykdyti tarprūšinę genų raiškos moduliaciją, galinčią pakeisti ląstelės 

energijos profilį ir padidinti jos atsparumą hipoksijai [316, 319]. 

Polimerinių nanodalelių sintezė ir vaistinių medžiagų  
inkapsuliavimas 

Poli-laktido-ko-glikolinė rūgštis (PLGA, 50:50, MM 100 000–125 000 
g/mol) (Corbion, Nyderlandai). Acetonas (molekulinė masė 58,08 g/mol) ir 

Tween80 tirpalo nanodalelių sintezei (pH 5–7 (1,07 g/ml, H2O , 20 °C)) buvo 
įsigyti iš „Merck“ kompanijos, Vokietija. Kurkuminas (Cur, molekulinė masė 

(MM) 368,38 g/mol), α- tokoferolis (vitaminas E) (αTCP, MM 430,71 g/mol 
≥ 96 proc.), acto rūgštis (99,8–100,5 proc.), poli (vinilo alkoholis) (PVA, 
MW: 31 000–50 000 g/mol, 98–99 proc. hidrolizuota), PLGA-Rodaminas B 

(RhB) (L:G 50:50, Mn: 10 000–30 000) („Sigma-Aldrich“ kompanija, Vo-
kietija). Dializės membrana („Spectra/Por 6“ bandomasis rinkinys, MWCO: 

2 kDa ) ir fosfatinio buferinio tirpalo (PBS) tabletės buvo įsigytos atitinkamai 
iš „Spectrum Labs“, JAV, ir „MP Biomedicals“, JAV. 

Polimerinių dalelių sintezė buvo vykdoma Acibadem universitete 
Turkijoje. Siekiant susintetinti PLGA nanodaleles (PLGA ND), PLGA 

(25 mg, 0,20–0,25 µmol) buvo ištirpinta 1 ml acetono. Taip pat į 4 ml 
1,5 proc. (m/t) PVA (polivinilrūgšties) tirpalo, paruošto dvigubai distiliuo-

tame (dd) H₂O, 100 aps./min. greičiu, buvo įpilta 10 μl Tween80 tirpalo ir 
maišoma, kol visiškai ištirpo. Taip paruoštas PLGA tirpalas buvo lašinamas 

mažais lašeliais į PVA tirpalą insulino švirkštu tuo pat metu maišant 
1 500 aps./min. greičiu. Sulašinus visą PLGA tirpalą, paruoštas naujas 

tirpalas buvo tris kartus centrifuguojamas šaltame dvigubai distiliuotame (dd) 
H2O 10 min. 10 000 aps./min. greičiu, kad būtų pašalintos visos priemaišos. 

Surinkus susidariusias mėgintuvėlių dugne nuosėdas, jos buvo resuspenduo-
jamos 10 ml ddH₂O.  

Paskutiniame etape gautas ND tirpalas buvo centrifuguojamas 6 000 
aps./min. greičiu, kol buvo pašalintos priemaišos ir pasiektas norimas nano-
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dalelių dydis. Panašus metodas buvo taikomas ir vaistais pakrautų nanoda-

lelių – kurkuminu pakrautų (PLGA-Cur) ir αTCP pakrautų nanodalelių 
(PLGA-vit. E) bei Rodaminu B pakrautų nanodalelių (PLGA-RhB) – sinte-

zei. Pagrindinis skirtumas gaminant buvo vaistų molekulių arba fluore-
scencinių dažų ištirpinimas acetone kartu su PLGA polimeru iš pat pradžių. 

Gaminant PLGA-Cur, kurkuminas (2,5 mg, 6,79 μmol) ir PLGA (25 mg, 
0,20–0,25 µmol) buvo ištirpinti 1 ml acetono. Panašiai Rodaminas B (2,5 mg, 

0,083–0,250 µmol) ir PLGA (25 mg, 0,20–0,25 µmol) buvo ištirpinti 1 ml 
acetono RhB-PLGA ND sintezei. Kaip αTCP (2,5 mg, 5,8 μmol) ir PLGA 

(25 mg, 0,20–0,25 µmol) buvo ištirpinti 1 ml acetono αTCP-PLGA ND 
sintezei. Vėlesni centrifugavimo etapai buvo atlikti taip pat, kaip aprašyta 

tuščių PLGA nanodalelių gamybos metu. Visos pagamintos nanodalelės buvo 
laikomos –20 °C temperatūroje. 

Sintetinių nanodalelių fizikinių ir cheminių savybių vertinimas 

Dinaminės šviesos sklaidos (DŠS) analizė. ND hidrodinaminiai skers-
menys ir polidispersiškumo indeksai (PDI (angl. Poly Dispersity Index)) 

buvo išmatuoti DŠS prietaisu („Wyatt Technologies DynaproNanostar“, 
JAV) praskiedus ND 10 kartų ddH2O tirpale kambario temperatūroje (KT 
(25 °C)). Tam buvo paruošta 100 µl ND tirpalo į DLS kiuvetę ir atlikta 10 

matavimo ciklų, kurių kiekvieno laikas buvo 5 sekundės. Šie matavimai buvo 
pakartoti tris kartus kiekvienam mėginiui. 

Zeta potencialo analizė. ND buvo praskiestos 10 kartų jų pradinio tūrio 
naudojant 0,001 MM NaCl tirpalą siekiant išanalizuoti jų paviršiaus krūvį. 

Mėginiai buvo dedami į specialias zeta potencialo kiuvetes, o matavimai 
atlikti naudojant „Zetasizer Nano ZS“ (Malvern, JK) KT ir atliekant 10 mata-

vimo ciklų. Procesas buvo pakartotas tris kartus, o vidurkis buvo apskaičiuo-
tas siekiant nustatyti ND paviršiaus krūviui. 

Morfologinė analizė. ND morfologija buvo analizuojama naudojant ske-
nuojančiąją elektroninę mikroskopiją (SEM (angl. Scanning Electron Micro-
scopy) („Thermo Fischer Scientific“, „Quattro ESEM“, JAV). ND tirpalai 
buvo lašinami ant metalinių juostelių su anglies juostele ir paliekami džiūti 

beveik 2 dienas. Vėliau jie buvo padengti auksu vakuume, o analizė atlikta 
esant 20 kV įtampai ir 3,5 lazerio taško dydžiui. 

Stabilumo analizė. Buvo tirtas ND stabilumas siekiant nustatyti, kiek 
laiko jos išlaiko savo struktūrą stabilią esant skirtingoms aplinkos sąlygoms. 

Šiuo tikslu ND buvo inkubuojamos 1 MM pH 7,4 PBS tirpale skirtingose 
temperatūrose (KT ir 37 °C). Po tam tikro inkubacijos laiko (pradžioje ir 

vėliau po 0,25, 0,5, 0,75, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 24, 48, 72, 96, 193, 267 val. ir 
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ilgiau) ND hidrodinaminis skersmuo buvo matuojamas DŠS metodu atliekant 

tris pakartojimus kiekvienam laiko taškui. 
Bendro vaisto kiekio nustatymas. Bendras ND inkapsuliuotas vaisto 

kiekis buvo nustatytas praskiedžiant ND tirpalą su acetonu santykiu 1:1 ir 
analizuojamos naudojant LC/MS-MS (skysčių chromatografijos ir masių 

spektrometrijos (angl. Liquid Chromatography/Mass Spectometry) prietaisą. 
Analizė atlikta C18 kolonėlėje; praskiestas su acetonu ND tirpalas buvo 

sumašomas su kitu tirpikliu – ddH₂O ir acetonitrilo mišiniu (1:1) ir palei-
džiamas 0,5 ml/min. greičiu. Kurkumino daugialypės reakcijos stebėjimo 

(angl. Multiple Reaction Monitoring, MRM) metu buvo koncentruojamasi į 
molekulinių jonų smailę ties 365,2 g/mol teigiamo skenavimo srityje; tiriant 

αTCP (vitaminą E) MRM metodu, buvo susikoncentruota ties molekulinių 
jonų smaile 431,4 g/mol. Iš pradžių kurkuminas ir αTCP buvo paruošti esant 

skirtingoms koncentracijoms, o šių vaistų molekulėms buvo sukurtos kalibra-
vimo kreivės naudojant MRM metodus, specialiai parengtus abiem vaistų 

molekulėms (S1 ir S2 pav.). Remiantis šiomis kalibravimo kreivėmis, ND 
viduje inkapsuliuotų kurkumino ir αTCP kiekis buvo apskaičiuotas µg/ml, o 

vaistų inkapsuliavimo efektyvumas (IE) buvo nustatytas procentais naudojant 
1 lygtį. 

 

Veikliųjų medžiagų atpalaidavimo kinetikos tyrimas pH-jautriose 
nanotransporto sistemose. Vienas pagrindinių tyrimo uždavinių buvo sukurti 
ir išbandyti pH jautrias nanotransporto sistemas, kurios užtikrintų selektyvų 

veikliųjų medžiagų atpalaidavimą acidozės paveiktoje aplinkoje. Šiam tikslui 
pasiekti buvo tiriama kurkumino ir vitamino E atpalaidavimo kinetika iš 

PLGA nanodalelių dviejose modelinėse terpėse: 1 mM fosfatiniame buferi-
niame tirpale (PBS, pH 7,4), imituojančiame fiziologines sąlygas, ir acetato 

buferiniame tirpale (pH 5,5), imituojančiame lokalią miokardo acidozę bei 
uždegiminę aplinką. 

Atpalaidavimo profilių nustatymui buvo naudotas dializės metodas: 
paruoštų nanodalelių mėginiai buvo patalpinti į dializės maišelius (molekuli-

nės masės atskyrimo riba – 2 kDa) ir panardinti į 40 ml akceptorinio tirpalo. 
Eksperimentas vykdytas orbitiniame kratytuve (200 aps./min.) užtikrinant 

pastovią 37 °C temperatūrą. Siekiant tiksliai įvertinti vaisto išsiskyrimo grei-
tį, akceptorinio tirpalo mėginiai buvo renkami nustatytais laiko intervalais: 

0,25, 0,5, 0,75, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 24, 48, 72, 96 valandas. Veikliųjų medžiagų 
koncentracija surinktuose mėginiuose analizuota naudojant skysčių chroma-

tografijos ir masės spektrometrijos (LC/MS-MS) sistemą. 

Vaisto IE proc. = × 100 (1 lygtis)
Inkapsuliuoto vaisto kiekis

Visas vaisto kiekisVaisto IE proc. = × 100 (1 lygtis)
Inkapsuliuoto vaisto kiekis

Visas vaisto kiekis



3636 

Fluorescencinio spektrofotometro analizė. RhB yra fluorescencinis da-

žiklis, kurio maksimalus sužadinimo bangos ilgis yra 553 nm, o maksimalus 
emisijos bangos ilgis – 627 nm. Siekiant nustatyti ND randamo dažiklio kiekį, 

buvo naudojamas komercinis RhB konjuguotas PLGA polimeras („Sigma-
Aldrich“ kompanija, Vokietija) (S3 pav.) ir buvo sudaryta kalibravimo kreivė 

ties 553 nm bangos ilgiu. Taikant šią kreivę ir naudojant fluorescencinę 
spektrofotometriją, buvo nustatyta RhB molekulių, randamų PLGA-RhB 

ND, koncentracija. 

Vaistinės melisos nanopūslelių išskyrimas ir sudėties analizė 

Augalinės kilmės ND išskirti buvo naudojamos džiovintos (ne aukštes-

nėje kaip 40 °C temperatūroje) antžeminės vaistinės melisos (lot. Melissa 
Officinalis) (MO) (Alfred Galke GmbH, Vokietija) dalys. Izoliacija atlikta 

pagal gamintojo protokolą naudojant „ExoPLANT Lo Nanovesicle Isolation 
Kit“ (UAB „Exolitus“, Lietuva). Gauta žaliava buvo susmulkinta grūstuvėje 

skysto azoto atmosferoje, sumaišyta su stabilizuojančiu reagentu B ir reagen-
tu A. Suspensija 1 valandą maišyta kratytuvu 10 aps./min. greičiu. Tada 

mėginys 1 valandą centrifuguotas 3000 ´ g greičiu, kad greitai būtų pašalin-
tos neištirpusios augalo dalys; suspensija filtruota per 0,22 µm porų dydžio 
švirkšto filtrą ir sumaišyta su reagentu C santykiu 1:1. Gautas tirpalas inku-

buojamas 16 valandų 4–8 °C temperatūroje. Inkubacinis mėginys buvo cent-

rifuguojamas 3000 ́  g greičiu 1 valandą, po to supernatantas buvo pašalintas, 

o gautos ND buvo resuspenduotos PBS tirpale. 
Baltymų kiekybiniam nustatymui buvo naudojamas Bradfordo metodas. 

Trumpai: MO ND buvo sumaišytos su 0,1 proc. Tritono tirpalu santykiu 9:1 

ir inkubuojamos 15–30 min. kambario temperatūroje. Po inkubacijos tirpalas 
buvo sumaišytas su Bradfordo reagentu santykiu 9:1, o absorbcija buvo 

matuojama esant 595 nm bangos ilgiui naudojant kontrolinį PBS, sumaišytą 
su Bradfordo reagentu („Sigma Aldrich“, Hamburgas, Vokietija). Koncent-

racija apskaičiuojama pagal kalibravimo kreivės lygtį, kuri sudaroma matuo-
jant žinomas galvijų serumo albumino koncentracijas. Pagal gautus rezultatus 

vėliau buvo paruoštos kelios koncentracijos tolesniems bandymams – 2, 4, 6, 
8, 10, 12, 16, 20 µg/ml. Nanopūslelių hidrodinaminiam skersmeniui ir kon-

centracijai nustatyti buvo taikyta nanosekimo analizė (angl. NanoTracking 
Analysis, NTA) naudojant „Nanosight NS300“ (Malvern, Pensilvanija, JAV) 

prietaisą, skaičiuojantį dalelių skaičių ir įvertinantį jų dydį tekančiame skys-
čio sraute. Prieš matuojant mėginį, prietaiso kapiliaras ir matavimo celė buvo 

užpildyti PBS tirpalu. MO NP suspensija buvo praskiesta, kol ekrane vienu 
metu matėsi ne daugiau kaip 100 ir ne mažiau nei 10 dalelių. Prieš matavimą 

nanodalelių preparatas buvo kelias minutes resuspenduojamas 27G insulino 
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švirkštu, kad NP nesuliptų. NP preparatas 20–50 kartų praskiedžiamas PBS 

ir matuojamas naudojant vienkartinę kiuvetę. 
MO NP sudėties analizei buvo naudojama „Waters Acquity H“ klasės 

UPLC sistema („Waters Co, MA, JAV“) su „Waters Acquity“ fotodiodų 
matricos (PDA) detektoriumi („Waters Co, MA, JAV“). Analizei naudota 

kolonėlė: „Waters XTerra MS C18“ 4,6 ´ 100 mm, 3,5 μm. Sorbento (Waters 
Co, MA, JAV) dalelių dydis. MO nanodalelės buvo analizuojamos dėl 4 veik-
liųjų medžiagų: kofeino rūgšties, rozmarino rūgšties, p-kumaro rūgšties ir 

chlorogeno rūgšties. Veikliosios medžiagos buvo išskirtos iš liofilizuoto 
nanopūslelių preparato jį ištirpinant metanolyje ir sonifikuojant 15 min.  

Pirminių kardiomiocitų išskyrimas ir ląstelių kultūros  
grynumo patikrinimas 

Visos procedūros buvo atliktos vadovaujantis Lietuvos Respublikos 

gyvūnų priežiūros, laikymo ir naudojimo įstatymais. Gyvūnai buvo auginami 
ir prižiūrimi Lietuvos sveikatos mokslų universiteto Veterinarijos akademijos 

vivariume laikantis ARRIVE gairių. Pirminių kardiomiocitų kultūros išskyri-
mui buvo pasirinktos Wistar veislės 4–5 dienų žiurkiukų širdys siekiant gauti 

eksperimentiniam darbui tinkamą pirminę kultūrą. Wistar tai yra albinosų 
žiurkių veislė. Žiurkės – pelinių (lot. Muridae) šeimos graužikų gentis. Pate-

lės lytiškai subręsta per 8, o patinėliai per 10 savaičių. Poruojami nuo 3 mė-
nesių. Veislei tinka iki 1 metų amžiaus; gyvena 1,5–3 metus. Laikas nuo 

apvaisinimo iki vaisiaus atvedimo trunka 21–23 dienas. Vados dydis nuo 8 
iki 18 jauniklių. Jaunikliai nujunkomi 3 savaičių amžiaus. 

Gyvūnai buvo perkami iš LSMU Veterinarijos akademijos vivariumo ir 
pervežti į laboratoriją specialioje gyvūnų transportavimo dėžutėje. Paruošus 

operacinį lauką, buvo atliekama greita dekapitacija nukerpant galvas žirklė-
mis ir stengiantis nesužaloti gyvūnėlio galūnių (procedūrą atliko laboratorijos 

darbuotojas, turintis leidimą dirbti su gyvūnais). Dekapituotų žiurkiukų kūnai 
buvo gausiai apipurškiami 70 proc. etanoliu ir perkeliami į ant ledo laikomą 

Petri lėkštelę sterilioje aplinkoje laminarinio srauto spintoje (MSC-Advan-
tage 1.8, Thermo Scientific, JAV). 

Vėliau darbas vyko sterilioje aplinkoje naudojant autoklavuotus instru-
mentus. Krūtinės ląstos vietoje, naudojant aštrų chirurginį pincetą, buvo nulu-

pama oda nuo krūtinės ląstos srities. Naudojant sterilias chirurgines žirkles, 
išilgai krūtinkaulio, labiau į kairę krūtinkaulio pusę, buvo perkerpama ir atve-

riama krūtinės ląsta. Lenktu pincetu buvo išimama širdis ir perkeliama į naują 
ant ledo laikomą Petri lėkštelę, kurioje širdis nuplaunama su šaltu (+4 C°) 

Pierce Hanks subalansuotu druskos tirpalu (HSDT, angl. Hanks Balanced 
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Salt Solution, HBSS), GIBCO®, Life Technologies Limited, Inchinnan, JK) 

be Ca2+ ir Mg2+. 
Naudojant chirurginį pincetą ir skalpelį, buvo pašalinamas širdį dengian-

tis jungiamasis audinys – perikardas ir kraujagyslių liekanos, atidalijami ir 
pašalinami prieširdžiai. Skalpeliu širdys perpjaunamos skersai ir išilgai, 

išplaunami skilveliuose likę kraujo krešuliai. Miokardo gabaliukai buvo 
perkeliami į naują Petri lėkštelę. 

Naujoje lėkštelėje chirurginėmis žirklėmis širdis sukarpoma į smulkius 
audinio gabaliukus (< 1 mm dydžio) iš kurių, naudojant lenktą pincetą ir 

HBSS be Ca2+ ir Mg2+ tirpalą, mechaniškai pašalinamos ir išplaunamos pas-
kutinės kraujo liekanos. Nuplauti širdies gabaliukai perkeliami į mėgintuvėlį, 

kuriame yra resuspenduojami 3 ml HSDT be Ca2+ ir Mg2+. Mėgintuvėlis su 
resuspenduotais širdies gabaliukais centrifuguojamas 100 rpm (angl. rates 
per minute/apsukos per minutę)) ´ g 3 min. (Heraeus Multifuge X3 FR, 
Thermo Scientific, JAV). 

Susidaręs supernatantas pašalinamas, o nuosėdos resuspenduojamos 

4,5 ml tripsino – EDTA (2,5 proc.) (GIBCO®, Life Technologies Limited, 
Inchinnan, JK) ir 0,5 ml papaino (10 veikimo vienetų vienai širdelei) (Sigma-

Aldrich, Vokietija) tirpale (5 širdelėms iš viso bendras tūris apie 5 ml tirpalo). 
Gautas tirpalas su miokardo gabaliukais inkubuojamas +4 °C šaldytuve per 

naktį. 
Kitą dieną po inkubacijos gauta ląstelių suspensija resuspenduojama su 

trimis skirtingo skersmens Pastero pipetėmis (Sigma-Aldrich, Vokietija). 

Gautas homogenatas centrifuguojamas 700 rpm ´ g 5 min. (Heraeus Multi-

fuge X3 FR, Thermo Scientific, JAV). Po centrifugavimo susidaręs superna-
tantas nupilamas, o nuosėdos resuspenduojamos 5 ml DMEM-GlutaMAX 

(GIBCO®, Life Technologies Limited, Inchinnan, JK) ląstelių auginimo ter-
pėje, kurioje papildomai įpilta 10 proc. filtruoto veršelio serumo (GIBCO®, 

Life Technologies Limited, Inchinnan, JK) ir penicilino-streptomicino tirpalo 
(10,000 VV/ml) (Sigma-Aldrich, Vokietija). 

Per 40 μm porų skersmens sietelį, įstatytą į naują mėgintuvėlį, buvo 
filtruojama gauta ląstelių suspensija. Mikromėgintuvėlyje 20 μl gauto filtrato 

santykiu 1:1 sumaišomas su tripano mėlynuoju (Sigma-Aldrich, Vokietija). 
Paėmus 20 μl gauto tirpalo ir naudojant hemocitometrą bei šviesinį mikro-

skopą, apskaičiuojamas ląstelių skaičius turimoje 5 ml ląstelių suspensijoje 
pagal proporciją. Gauta kultūra buvo pakankamai homogeniška – auginant 

ląstelių kultūrą nustatytas didelis kardiomiocitų kiekis bendroje ląstelių 
suspensijoje – iki 84 proc. (S5 pav.). 

Ląstelių kultūros grynumas buvo patikrintas šia procedūra. Į stiklinę 
kamerinę plokštelę („Lab-Tek II“, „Thermo Fisher Scientific“, JAV) pasėta 
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2 ́  105 ląstelių. Po inkubacijos ir kultivavimo iki 60–90 proc. susiliejimo visa 

terpė buvo pašalinta, o ląstelių kultūra 30 minučių fiksuota 4 proc. parafor-
maldehidu („Sigma-Aldrich“, JK), o po to praplauta fosfatiniu buferiniu 
tirpalu (PBS). Po fiksacijos ląstelių kultūra 3 minutes pralaidi 0,4 proc. Triton 

X-100 („Thermo Fisher Scientific“, Kembridžas, JK), o po to du kartus 
praplauta PBS. Kardiomiocitų vizualizavimui naudojome širdies troponino 

T antikūną, anti-h/m/r, Vio® R667, REAfinity ™ (Miltenyi Biotec, JAV), o 
po to naudojome imunofluorescencinį dažymą širdies troponinui T (cTnT) 

(praskiedimas 1:100; „Miltenyi Biotec“, JAV). Pirmiausia panaudojome 
širdies troponino T antikūną, anti-h/m/r, Vio® R 667, REAfinity ™ (pseudo-

raudonos spalvos), kuris buvo praskiestas su PBS santykiu 1:100. Ląstelių 
kultūra buvo inkubuojama su antikūnu 10 minučių tamsoje kambario tempe-

ratūroje ir vėliau du kartus plaunama su PBS. Tada uždėjome imunofluo-
rescencinį dažą širdies troponinui T praskiestą santykiu 1:100 naudojant PBS. 

Inkubuojamas 10 minučių tamsoje kambario temperatūroje ir du kartus plau-
namas PBS. Galiausiai branduoliai buvo nudažyti Hoechst dažais („Thermo 

Fisher Scientific“, Kembridžas, JK). Imunofluorescenciniam dažui vizuali-
zuoti naudojome raudonąjį lazerį, kurio sužadinimo bangos ilgio maksimu-

mas buvo ties 640 nm, emisijos maksimumas buvo aptiktas apie 668 nm. 
Fluorescenciniai vaizdai buvo užfiksuoti naudojant „Zeiss Axio Observer 

Z1“ vaizdavimo sistemą („Zeiss“, White Plains, NY, JAV) ir vėliau anali-
zuoti naudojant „ImageJ“ programinę įrangą (Nacionaliniai sveikatos insti-

tutai, Bethesda, MD, JAV). Kiekvienas matavimas buvo atliktas trimis 
egzemplioriais, kiekviename pakartojime padarant bent dešimt vaizdų. 

Kultūros ląstelės buvo suskaičiuotos kiekviename vaizde, o kiekviena ląstelių 

frakcija buvo išreikšta procentais. 

Eksperimentiniai in vitro kardiomiocitų pažaidos  
ir apsaugos modeliai 

Mūsų tyrime buvo imituojamas fiziologinės H/R pažaidos modelis 

sukeliant H/R ir ląstelių kultūroje naudojant „Baker Ruskin“ hipoksijos 
kamerą (Baker, JAV). Kruopščiai kontroliavome eksperimentines sąlygas 

nustatydami 37,0 °C temperatūrą (36,0 °C–37,0 °C diapazone), 70 proc. 
drėgmę (su apibrėžtu 64–76 proc. diapazonu), 2,0 proc. deguonies (O2) kiekį 

(nuo 1,0 proc. iki 3,0 proc.) ir 5,0 proc. anglies dioksido (CO2) kiekį (su 
priimtinu 4–6 proc. diapazonu). Didžiąją dalį dujų mišinio hipoksijos darbo 

stotyje sudarė azoto dujos, sudarančios 93 proc. visų aplinkos dujų mišinio. 
Siekdami užtikrinti kokybę, kultūros terpę darbo stotyje paruošėme dieną 

prieš eksperimentą.  
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Eksperimento dieną pakeitėme terpę ląstelių kultūros lėkštelėse naudo-

dami hipoksinę terpę H/R ląstelių grupei. Viena plokštelė buvo inkubuojama 
48 valandas normoksinėmis sąlygomis, vadinamomis normoksijos grupe 

(N grupe). Tuo pačiu metu kita grupė buvo 24 valandas veikiama hipoksijos, 
o po to 24 valandas reoksigenacijos normoksinėmis sąlygomis ir mūsų tyrime 

jie buvo priskirti išemijos/reoksigenacijos grupei (H/R grupė). Šis metodas 
leido mums efektyviai sukelti hipoksiją ir vėlesnę reoksigenaciją – modelinį 

H/R pažeidimą ląstelių kultūroje. Atlikę ląstelių gyvybingumo testą, įvertino-
me kelias tiriamų medžiagų grupes mūsų ląstelių kultūroje.  

Siekiant įvertinti sintetinių nanodalelių ir natūralių nanopūslelių kardio-
protekcinį efektyvumą, pirminė kardiomiocitų kultūra buvo suskirstyta į tiria-

mąsias ir kontrolines grupes. Visais atvejais ląstelių apdorojimas (paveiki-
mas) tiriamomis medžiagomis buvo pradedamas likus 24 val. iki hipoksijos 

etapo pradžios, o nustatytas poveikis išlaikomas viso H/R ciklo metu (hipok-
sijos ir reoksigenacijos etapais). Mūsų darbe tiriamosios grupės buvo: PLGA-

Cur ND: kurkuminu pakrautos PLGA nanodalelės (10 µg/ml darbinė 
koncentracija pagal veikliąją medžiagą) ir PLGA-vit. E ND: vitaminu E 

pakrautos PLGA nanodalelės (10 µg/ml darbinė koncentracija pagal veikliąją 
medžiagą). MO NP: vaistinės melisos nanopūslelės (pasirinkta 8 µg/ml 

koncentracija) pagal pūslelių baltymą remiantis preliminariais gyvybingumo 
atrankos tyrimais, aprašytais rezultatų skyriuje. Kontrolinės grupės. Laisvų 

medžiagų kontrolė: kardiomiocitai, veikiami DMSO ištirpintu kurkuminu 
arba vitaminu E (5 µg/ml koncentracija). Ši grupė naudota nanonešiklių 

efektyvumui palyginti su laisva vaisto forma. Tirpiklio kontrolė (0,1 % 
DMSO): naudota siekiant įvertinti tirpiklio, kuriame ruošiami laisvų medžia-

gų motininiai tirpalai, poveikį ląstelių bioenergijai ir gyvybingumui. Nešiklio 
kontrolė (tuščios PLGA ND): kardiomiocitai, veikiami vaistu nepakrautomis 

PLGA nanodalelėmis. Tuščių nanodalelių kiekis (masė) buvo tiksliai suvie-
nodintas su polimero kiekiu, naudotu gaminant PLGA-Cur ir PLGA-vit. E 

preparatus. H/R kontrolė: negydytos ląstelės, paveiktos tik hipoksijos-reoksi-
genacijos ciklu. 

Visų eksperimentų gauti duomenys lyginti su Normoksijos ir H/R 
kontrole (ląstelės, augintos standartinėmis sąlygomis be jokių papildomų 

intervencijų). 
Pirmame tyrimo etape, siekiant imituoti imunometabolinį stresą, pirmi-

nės kardiomiocitų kultūros buvo veikiamos rekombinantiniu SARS-CoV-2 
spyglio baltymo RBD epitopu (fragmentas 370–394; Sigma-Aldrich, Sent 

Luisas, MO, JAV). Remiantis preliminariais dozės-atsako tyrimais (pav.), 
poveikiui pasirinkta 100 ng/ml darbinė koncentracija. Ląstelės su RBD frag-

mentu buvo inkubuojamos 24 valandas prieš pradedant hipoksijos etapą, o šis 
poveikis išlaikomas per visą eksperimentą. 
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Eksperimento dieną pakeitėme terpę ląstelių kultūros lėkštelėse naudo-

dami hipoksinę terpę H/R ląstelių grupei. Viena plokštelė buvo inkubuojama 
48 valandas normoksinėmis sąlygomis, vadinamomis normoksijos grupe 

(N grupe). Tuo pačiu metu kita grupė buvo 24 valandas veikiama hipoksijos, 
o po to 24 valandas reoksigenacijos normoksinėmis sąlygomis ir mūsų tyrime 

jie buvo priskirti išemijos/reoksigenacijos grupei (H/R grupė). Šis metodas 
leido mums efektyviai sukelti hipoksiją ir vėlesnę reoksigenaciją – modelinį 

H/R pažeidimą ląstelių kultūroje. Atlikę ląstelių gyvybingumo testą, įvertino-
me kelias tiriamų medžiagų grupes mūsų ląstelių kultūroje.  

Siekiant įvertinti sintetinių nanodalelių ir natūralių nanopūslelių kardio-
protekcinį efektyvumą, pirminė kardiomiocitų kultūra buvo suskirstyta į tiria-

mąsias ir kontrolines grupes. Visais atvejais ląstelių apdorojimas (paveiki-
mas) tiriamomis medžiagomis buvo pradedamas likus 24 val. iki hipoksijos 

etapo pradžios, o nustatytas poveikis išlaikomas viso H/R ciklo metu (hipok-
sijos ir reoksigenacijos etapais). Mūsų darbe tiriamosios grupės buvo: PLGA-

Cur ND: kurkuminu pakrautos PLGA nanodalelės (10 µg/ml darbinė 
koncentracija pagal veikliąją medžiagą) ir PLGA-vit. E ND: vitaminu E 

pakrautos PLGA nanodalelės (10 µg/ml darbinė koncentracija pagal veikliąją 
medžiagą). MO NP: vaistinės melisos nanopūslelės (pasirinkta 8 µg/ml 

koncentracija) pagal pūslelių baltymą remiantis preliminariais gyvybingumo 
atrankos tyrimais, aprašytais rezultatų skyriuje. Kontrolinės grupės. Laisvų 

medžiagų kontrolė: kardiomiocitai, veikiami DMSO ištirpintu kurkuminu 
arba vitaminu E (5 µg/ml koncentracija). Ši grupė naudota nanonešiklių 

efektyvumui palyginti su laisva vaisto forma. Tirpiklio kontrolė (0,1 % 
DMSO): naudota siekiant įvertinti tirpiklio, kuriame ruošiami laisvų medžia-

gų motininiai tirpalai, poveikį ląstelių bioenergijai ir gyvybingumui. Nešiklio 
kontrolė (tuščios PLGA ND): kardiomiocitai, veikiami vaistu nepakrautomis 

PLGA nanodalelėmis. Tuščių nanodalelių kiekis (masė) buvo tiksliai suvie-
nodintas su polimero kiekiu, naudotu gaminant PLGA-Cur ir PLGA-vit. E 

preparatus. H/R kontrolė: negydytos ląstelės, paveiktos tik hipoksijos-reoksi-
genacijos ciklu. 

Visų eksperimentų gauti duomenys lyginti su Normoksijos ir H/R 
kontrole (ląstelės, augintos standartinėmis sąlygomis be jokių papildomų 

intervencijų). 
Pirmame tyrimo etape, siekiant imituoti imunometabolinį stresą, pirmi-

nės kardiomiocitų kultūros buvo veikiamos rekombinantiniu SARS-CoV-2 
spyglio baltymo RBD epitopu (fragmentas 370–394; Sigma-Aldrich, Sent 

Luisas, MO, JAV). Remiantis preliminariais dozės-atsako tyrimais (pav.), 
poveikiui pasirinkta 100 ng/ml darbinė koncentracija. Ląstelės su RBD frag-

mentu buvo inkubuojamos 24 valandas prieš pradedant hipoksijos etapą, o šis 
poveikis išlaikomas per visą eksperimentą. 
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Ląstelės su RBD fragmentu buvo inkubuojamos 24 valandas normoksi-

jos sąlygomis, o vėliau perkeltos į hipoksijos kamerą. Eksperimentinis H/R 
modelis (hipoksijos ir reoksigenacijos etapai, dujų mišinio sudėtis bei terpių 

keitimo tvarka) buvo realizuojamas laikantis detaliai aprašytų metodinių nu-
rodymų. Tyrimo metu kardiomiocitai buvo suskirstyti į keturias eksperimen-

tines grupes: Kontrolė (K) – ląstelės, augintos normoksijos sąlygomis; 
Spike (S): normoksijos sąlygomis augintos ląstelės, paveiktos 100 ng/ml RBD 

fragmentu. H/R Kontrolė: hipoksijos ir reoksigenacijos paveiktos ląstelės. 
H/R Spike: hipoksijos ir reoksigenacijos paveiktos ląstelės, papildomai 

stimuliuotos RBD fragmentu. 
Pasibaigus reoksigenacijos etapui, visose grupėse buvo vertinamas 

ląstelių metabolinis aktyvumas, kontraktilinė funkcija, uždegiminių citokinų 
raiška bei mitochondrijų bioenergijos parametrai naudojant Seahorse XFp 

analizatorių (Agilent Technologies, Santa Klara, CA, JAV). 

Nanodalelių internalizacijos analizė 

15 ´ 10³ ląstelės buvo dedamos į 35 mm konfokalines Petri lėkšteles 
stikliniu dugnu („Nunc“, „Thermo Fischer Scientific“, JAV) ir kultivuojamos 

standartinėmis sąlygomis, kad ląstelės galėtų prisitvirtinti. Po inkubacijos ir 
kultivavimo iki 60–90 proc. susiliejimo ląstelių kultūrą apdorojome paruoš-

tomis PLGA nanodalelėmis su 500 µl rodamino B, kurio koncentracija buvo: 
100 µg/ml, inkubuojamos 24 valandas, o tada neinternalizuotos ND buvo pa-

šalintos plaunant ląsteles PBS tirpalu. Branduoliai buvo nudažyti „Hoechst“ 
dažais („ThermoFisher Scientific“, Kembridžas, JK). ND pasisavinimo 

fluorescenciniai vaizdai buvo užfiksuoti naudojant „Zeiss Axio Observer Z1“ 
vaizdavimo sistemą, kurios sužadinimo maksimumas (emisijos maks.) buvo 

ties 545 nm ir emisijos maksimumas (emisijos maks.) – ties 566 nm („Zeiss“, 

Oberkochenas, Vokietija), o vėliau analizuoti naudojant „ImageJ“ programą. 

Uždegiminių citokinų genų raiškos ir baltymų sekrecijos analizė 

Ląstelės buvo sėjamos į 12 šulinėlių lėkšteles (2 × 105 ląstelių šulinėlyje) 
ir kultivuojamos iki 70–80 proc. susiliejimo. Eksperimentinis hipoksijos-

reoksigenacijos (H-R) ciklas bei kardiomiocitų apdorojimas tiriamosiomis 
medžiagomis buvo atliekami laikantis standartinio protokolo, detaliai aprašyto 

Metodikoje. Po inkubacijos visos RNR ekstrahavimo procedūra buvo atlikta 
naudojant PureLink RNR mini rinkinį (Thermo Fisher Scientific, Vilnius, 

Lietuva) pagal gamintojo vadovą, o vienos grandinės cDNR buvo susintetinta 
naudojant High-Capacity cDNA Reverse Transcription rinkinį (Thermo Fisher 

Scientific, Vilnius, Lietuva). Interleukino 6 (IL-6), C-X-C motyvo chemokino 
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ligando 1 (Cxcl1), interleukino 1 beta (IL-1β), naviko nekrozės faktoriaus 

(TNF), branduolio faktoriaus kappa B faktoriaus 1 (NF-kB1) genų raiškos 
pokyčiams įvertinti buvo atlikta realiojo laiko kiekybinė PGR naudojant Power 

SYBR žaliąją chemiją (Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lietuva). Gliceral-
dehido 3-fosfato dehidrogenazės (GAPDH) genas buvo naudojamas kaip 

endogeninė kontrolė. Santykinės genų ekspresijos pokyčiai buvo normalizuoti 
naudojant nepaveiktas ląsteles ir jų vertės pateikiamos kaip kartotiniai 

pokyčiai. 
Uždegiminių žymenų gamyba buvo vertinta surinkus ląstelių kultūrų su-

pernatantus. Citokinai IL-1β, IL-6, TNF-α, granulocitų-makrofagų kolonijas 
stimuliuojantis faktorius (GM-CSF) ir monocitų chemoatraktorius balty- 

mas-1 (CCL2) buvo kiekybiškai įvertinti naudojant „Rat Custom ProcartaPlex 
Mix&Match 5-Plex Kit“ („Thermo Fisher Scientific“, Vilnius, Lietuva), o 

IL8 buvo kiekybiškai įvertintas naudojant „Rat ELISA Kit“ („Abbexa Ltd.“, 
Kembridžas, JK). Visos procedūros buvo atliktos pagal gamintojų pateiktus 

protokolus. Atliekant daugybinį imunologinį tyrimą, ląstelių kultūrų super-
natantai buvo inkubuojami su specifiniais antikūnais, prijungtais prie 

skirtingų mikrogranulių, tada šie kompleksai buvo žymimi antrais antikūnais 
su skirtingais fluorescenciniais zondais, o atsiradę fluorescencijos signalai 

buvo matuojami naudojant „Luminex® 100/200 xMAP“ prietaisą („Luminex 
Corporation“, Ostinas, Teksasas, JAV). Rezultatai buvo analizuojami naudo-

jant „ProcartaPlex Analyst 1.0“ programinę įrangą („Affymetrix“, Santa 
Klara, Kalifornija, JAV). ELISA plokštelės optinis tankis esant 450 nm ban-

gos ilgiui buvo matuojamas daugiamodžiu plokštelių skaitytuvu „Infinite 200 

Pro M Nano Plex“ (Tecan, Männedorf, Šveicarija). 

Ląstelių metabolinio aktyvumo ir kontraktilinės funkcijos analizė 

Ląstelių gyvybingumas buvo įvertintas naudojant „PrestoBlueTM“ ląstelių 

gyvybingumo reagentą („InvitrogenTM“, „Life Technologies Limited“, JK). 
Tai membranai pralaidus, netoksiškas ir rezurino pagrindu pagamintas tirpa-

las, dėl kurio gyvos ląstelės redukuoja nefluorescencinį rezuriną į labai fluo-
rescencinį rezorufiną. Konversijos greitis yra tiesiogiai susijęs su ląstelių 

gyvybingumu; dėl to jis gali būti naudojamas kaip ląstelių sveikatos rodiklis 
siekiant tiksliai kiekybiškai įvertinti ląstelių gyvybingumą. Eksperimentas 

buvo atliktas pagal gamintojo protokolą. Pirmiausia ląstelės buvo pasėtos į 
dvi 96 šulinėlių plokšteles, kurių tankis buvo 8 × 104 ląstelių /šulinėlį. 

Plokštelės buvo suskirstytos į atskiras eksperimentines grupes pagal apdoro-
jimo terpę, įskaitant kontrolinę be jokių medžiagų poveikio, ir atskirai kont-

rolės su DMSO 0,1 proc. tirpalu ir tuščiom PLGA ND. Eksperimentinėse 
grupėse buvo įvairių medžiagų – DMSO+Cur 5 μg/ml, DMSO+Cur 10 μg/ml, 
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ligando 1 (Cxcl1), interleukino 1 beta (IL-1β), naviko nekrozės faktoriaus 

(TNF), branduolio faktoriaus kappa B faktoriaus 1 (NF-kB1) genų raiškos 
pokyčiams įvertinti buvo atlikta realiojo laiko kiekybinė PGR naudojant Power 

SYBR žaliąją chemiją (Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lietuva). Gliceral-
dehido 3-fosfato dehidrogenazės (GAPDH) genas buvo naudojamas kaip 

endogeninė kontrolė. Santykinės genų ekspresijos pokyčiai buvo normalizuoti 
naudojant nepaveiktas ląsteles ir jų vertės pateikiamos kaip kartotiniai 

pokyčiai. 
Uždegiminių žymenų gamyba buvo vertinta surinkus ląstelių kultūrų su-

pernatantus. Citokinai IL-1β, IL-6, TNF-α, granulocitų-makrofagų kolonijas 
stimuliuojantis faktorius (GM-CSF) ir monocitų chemoatraktorius balty- 

mas-1 (CCL2) buvo kiekybiškai įvertinti naudojant „Rat Custom ProcartaPlex 
Mix&Match 5-Plex Kit“ („Thermo Fisher Scientific“, Vilnius, Lietuva), o 

IL8 buvo kiekybiškai įvertintas naudojant „Rat ELISA Kit“ („Abbexa Ltd.“, 
Kembridžas, JK). Visos procedūros buvo atliktos pagal gamintojų pateiktus 

protokolus. Atliekant daugybinį imunologinį tyrimą, ląstelių kultūrų super-
natantai buvo inkubuojami su specifiniais antikūnais, prijungtais prie 

skirtingų mikrogranulių, tada šie kompleksai buvo žymimi antrais antikūnais 
su skirtingais fluorescenciniais zondais, o atsiradę fluorescencijos signalai 

buvo matuojami naudojant „Luminex® 100/200 xMAP“ prietaisą („Luminex 
Corporation“, Ostinas, Teksasas, JAV). Rezultatai buvo analizuojami naudo-

jant „ProcartaPlex Analyst 1.0“ programinę įrangą („Affymetrix“, Santa 
Klara, Kalifornija, JAV). ELISA plokštelės optinis tankis esant 450 nm ban-

gos ilgiui buvo matuojamas daugiamodžiu plokštelių skaitytuvu „Infinite 200 

Pro M Nano Plex“ (Tecan, Männedorf, Šveicarija). 

Ląstelių metabolinio aktyvumo ir kontraktilinės funkcijos analizė 

Ląstelių gyvybingumas buvo įvertintas naudojant „PrestoBlueTM“ ląstelių 

gyvybingumo reagentą („InvitrogenTM“, „Life Technologies Limited“, JK). 
Tai membranai pralaidus, netoksiškas ir rezurino pagrindu pagamintas tirpa-

las, dėl kurio gyvos ląstelės redukuoja nefluorescencinį rezuriną į labai fluo-
rescencinį rezorufiną. Konversijos greitis yra tiesiogiai susijęs su ląstelių 

gyvybingumu; dėl to jis gali būti naudojamas kaip ląstelių sveikatos rodiklis 
siekiant tiksliai kiekybiškai įvertinti ląstelių gyvybingumą. Eksperimentas 

buvo atliktas pagal gamintojo protokolą. Pirmiausia ląstelės buvo pasėtos į 
dvi 96 šulinėlių plokšteles, kurių tankis buvo 8 × 104 ląstelių /šulinėlį. 

Plokštelės buvo suskirstytos į atskiras eksperimentines grupes pagal apdoro-
jimo terpę, įskaitant kontrolinę be jokių medžiagų poveikio, ir atskirai kont-

rolės su DMSO 0,1 proc. tirpalu ir tuščiom PLGA ND. Eksperimentinėse 
grupėse buvo įvairių medžiagų – DMSO+Cur 5 μg/ml, DMSO+Cur 10 μg/ml, 
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PLGA-Cur ND 5 μg/ml, PLGA-Cur ND 10 μg/ml, PLGA-vit. E ND 5 μg/ml, 

PLGA-vit. E ND 10 μg/ml, SARS-CoV-2 RBD, Melisų NP 2, 4, 6, 8, 10, 12, 
16, 20 µg/ml. Viena plokštelė buvo laikoma normoksijos sąlygomis, kita 

perkelta į 24 val. hipoksiją, po kurios sekė 24 val. reoksigenacija (tyrime 
vadinama reoksigenacijos grupe). Terpė šulinėliuose buvo pakeista po hipok-

sijos ir po 24 val. normoksijos. Ląstelių gyvybingumas buvo įvertintas 
praėjus 48 val. po ląstelių pasėjimo. Į kiekvieną 96 šulinėlių plokštelės šuli-

nėlį buvo įpilta 10 µl „PrestoBlue ™“ reagento su 90 µl ląstelių kultūros 
terpės. Tada plokštelė 30 min. buvo laikoma tamsoje 37 °C temperatūroje. Po 

inkubacijos terpė buvo surinkta ir perkelta į nepermatomą juodą plokštelę 
fluorescencijos vertinimui daugiamodžiu plokštelių skaitytuvu „Infinite 200 

Pro M Nano Plex“ (Tecan, Šveicarija) esant 560 nm (maksimalus sužadi-
nimas) ir 590 nm (maksimalus emisijos) bangos ilgiams. 

Norėdami įvertinti kardiomiocitų funkcionalumą, analizavome jų susi-
traukimo parametrus. Pirminės ląstelių kultūros buvo laikomos 5–7 dienas iki 

buvo pastebėti pirmieji susitraukimai. Kultūros 24 valandas buvo veikiamos 
atrinktomis skirtingų medžiagų koncentracijomis. Prieš vertinimą ląstelės 

buvo stimuliuojamos 0,1 mM adrenalino tirpalu (Warszawskie Zaklady Far-
maceutyczne Polfa, Lenkija) augimo terpėje 10 minučių 37 °C temperatūroje. 

Po inkubacijos pirminės kardiomiocitų kultūros buvo tiriamos naudojant 
„Leica DMi1“ šviesos mikroskopą („Leica“, Vokietija) su 40 kartų didinimu 

siekiant užfiksuoti individualius kardiomiocitus. Susitraukimų vaizdo įrašai 
buvo įrašyti naudojant „Leica“ kamerų sistemą. Įrašyti vaizdo įrašai buvo 

analizuojami naudojant „MYOCYTER“ įskiepį „ImageJ“ programinei 
įrangai (1.52a versija), kaip aprašė Grune ir kt. [358]. Ląstelės, kuriose vyko 

susitraukimai, buvo pažymėtos, o jų amplitudės pokyčiai laikui bėgant buvo 
pavaizduoti grafike (2 pav.). Panašus kardiomiocitų funkcionalumo vertini-

mo metodas buvo naudojamas ankstesniame autoriaus tyrime [4]. 
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2 pav. Miocitų skaitinių rezultatų grafikas 

Amplitudė buvo dirbtinai padalyta slenksčiais ties 10, 20, 50 ir 90 proc., 
kiekvienam atpažintam susitraukimui. Jos rodo skirtumą tarp vietinių mini-

mumų ir sekančių maksimumų. Atstumas tarp dviejų sekančių maksimumų 
lemia susitraukimo laiką. Siekdami išvengti per didelių nukrypimų, pasirin-

kome susitraukimo laiką vertinti nuo 10 proc. iki 90 proc. amplitudės slenks-
čio (tiek sistolinės, tiek diastolinės). Be to, programa leidžia matuoti maksi-

malias amplitudes ir susitraukimų dažnį. Apibendrinti grafiniai vaizdai buvo 
sukurti naudojant „GraphPad Prism 9.0.0“ („Dotmatics“, JAV). 

Mitochondrijų reaktyviųjų deguonies molekulių gamybos  
ir kvėpavimo parametrų vertinimas 

Ląstelės buvo pasėtos į 24 šulinėlių plokšteles po 15 × 10⁴ ląstelių 
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DMSO+Cur 5 μg/ml, tada su tuščiom PLGA ND, PLGA-Cur 10 μg/ml – 

buvo nudažytos 2 μM koncentracijos dažais „MitoSox Red“ („Thermo Fisher 
Scientific“, Kembridžas, JK), kurie buvo laikomi 30 min. Vėliau skalaujami 

HBSS tirpale 37 °C temperatūroje 2 kartus ir po to vaizduojama „Olympus“ 
fluorescenciniu mikroskopu APX100 („Olympus“, Šveicarija). Antimici-
nas A (50 μM) buvo naudojamas 30 min. prieš ląstelių dažymą kaip teigiama 

kontrolė. Ląstelių fluorescencijos intensyvumas buvo matuojamas naudojant 
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„Olympus cellSens“ programinę įrangą ir pasirenkant ląstelių ploto segmen-

taciją iš fono funkcijos. Kiekvienas matavimas buvo atliktas tris kartus 
kiekvienam pakartojimui padarant bent 10 vaizdų, kurie vėliau buvo anali-

zuojami naudojant „ImageJ“ programinę įrangą (Nacionaliniai sveikatos 
institutai, Bethesda, MD, JAV). 

Kardiomiocitų mitochondrijų kvėpavimo parametrai buvo vertinami 
realiu laiku naudojant „Seahorse XFp“ analizatorių ir komercinį rinkinį 

„Seahorse XFp Cell Mito Stress Test Kit“ („Agilent Technologies“, JAV). 
Ląstelės buvo sėjamos į specializuotas plokšteles (5 × 104 ląst./šulinėlyje) ir 

kultivuojamos 4–5 dienas iki 60–90 proc. susiliejimo. Prieš tyrimą ląstelės 24 
valandas buvo apdorojamos tiriamosiomis medžiagomis (PLGA-Cur, PLGA-

vit. E, MO NP) bei atitinkamomis kontrolėmis laikantis aprašyto H/R 
protokolo. Mitochondrijų funkcijai charakterizuoti buvo atliekamas „Mito 

Stress Test“ protokolas, per kurį į šulinėlius nuosekliai įterpiami trys kvėpa-
vimo grandinės moduliatoriai. Galutinės šių medžiagų koncentracijos šuli-

nėlyje siekė: 1,5 μM oligomicino, 2 μM FCCP, 0,5 μM antimicino A ir 
0,5 μM rotenono. Šiais moduliatoriais buvo diferencijuotas deguonies suvar-

tojimo greitis (DSG, angl. oxygen consumption rate, OCR) pagal specifinius 
bioenergijos parametrus. Pirmiausia buvo suleidžiamas oligomicinas – blo-

kuodamas ATP sintazę, jis leido įvertinti mitochondrinę ATP produkciją bei 
nustatyti protonų nuotėkį per vidinę membraną. Toliau buvo leidžiamas 

FCCP, ši medžiaga išsklaidė mitochondrijų membranos potencialą ir leido 
nustatyti maksimalų mitochondrijų kvėpavimo pajėgumą bei įvertinti ląstelės 

energijos rezervą stresui įveikti (laisvąjį kvėpavimo pajėgumą). Galiausiai 
buvo panaudotas Antimicinas A ir rotenonas – šios medžiagos visiškai 

nuslopino I ir III kvėpavimo grandinės kompleksų veiklą ir leido įvertinti su 
mitochondrijomis nesusijusią (nemitochondrinę) deguonies suvartojimo 

frakciją. 
Gautos DSG vertės buvo normalizuotos pagal bendrą ląstelių baltymų 

kiekį, nustatytą Bradfordo metodu. Šis procesas apėmė ląstelių baltymų 
reakciją su Bradfordo reagentu („Sigma-Aldrich“, Hamburgas, Vokietija) ir 

vėlesnį optinio tankio matavimą 595 nm bangos ilgiu daugiamodžiu plokš-
telių skaitytuvu „Infinite 200 Pro M Nano Plex“ („Tecan“, Männedorfas, 

Šveicarija). 
Individualių tyrimų ataskaitos sugeneruotos naudojant „Wave 2.6.1“ 

programinę įrangą („Agilent Technologies“, Santa Klara, CA, JAV). Galuti-
niam duomenų apdorojimui, statistinei analizei ir grafiniam vaizdavimui 

naudota „GraphPad Prism 9.0.0“ („Dotmatics“, Bostonas, MA, JAV) prog-
rama. 
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Statistiniai metodai 

Kiekybiniai rezultatai pateikiami kaip 3–6 pakartojimų vidurkis ± stan-
dartinis nuokrypis. Statistinė duomenų analizė atlikta taikant dvifaktorinį 

Stjudento t-testą, ANOVA arba neparametrinį Mann-Whitney U testą. Skir-
umai laikyti statistiškai reikšmingais, kai p < 0,05. Duomenys apdoroti ir 

statistinė analizė apdorota naudojant „GraphPad Prism 9.0.0“ („Dotmatics“, 
Bostonas, Masačusetsas, JAV), „Excel 2021“ ir „Agilent Seahorse Analytics“ 

programinę įrangą. 
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REZULTATAI  

Sintetinių polimerinių nanodalelių fizikinių  
ir cheminių savybių vertinimas 

Šiam darbui Turkijos Acibadem universitete buvo pagamintos tuščios ir 
vaistais pakrautos PLGA ND. Nanodalelių dydis buvo pakankamai pastovus 

ir svyravo nuo 204,2 iki 231,4 nm. Visų nanodalelių polidispersiškumo 
indekso (PDI) vertės buvo mažesnės nei 0,188. Tai rodo gerą dalelių 

vienalytiškumą (monodispersiškumą), būtiną siekiant užtikrinti jų stabilią 
cirkuliaciją kraujotakoje. Tuščių ir vaistais pakrautų ND paviršiaus krūviai 

buvo neigiami: tarp –6,50 (± 0,239) ir –12,4 (± 0,31) mV. Taip pat nustatyta, 
kad PLGA-RhB ND paviršiaus krūvis buvo neigiamas. PLGA-Cur ND ir 

PLGA-vit. E ND vaisto IE (Inkapsuliacijos Efektyvumas) buvo atitinkamai 
51,2 proc. ir 78,1 proc. Galiausiai buvo išmatuota RhB koncentracija nano-

dalelėse, patvirtinanti, kad PLGA-RhB ND yra pakankamai RhB vizuali-
zavimui (1 lentelė). 

1 lentelė. ND charakterizavimo rezultatai 

ND Dalelių 
dydis (nm) PDI Paviršiaus 

krūvis (mV) 
Bendra vaisto 
koncentracija 

(µg/ml) 
Vaistų IE 

(proc.) 
RhB kon-
centracija 

(µg/ml) 
PLGA  219,5 ± 12,3 0,186 –7,11 ± 1,79 – – – 

PLGA-Cur  231,4 ± 11,2 0,176 –12,4 ± 0,31 128,0 51,2 ± 2,31 – 

PLGA-vit. E  223,7 ± 10,2 0,174 –9,94 ± 2,23 156,6 67,8 ± 3,68 – 

PLGA-RhB 291.0 ± 10,2 0,188 –24,3 ± 1,12 – – 682,8 

Lentelėje nurodyti sintetinių ND parametrai. Dydis nanometrais, PDI (polidispersiškumo 
indeksas), paviršiaus krūvis (mV), išmatuota pakrauto į ND vaisto koncentracija, IE – pakro-
vimo efektyvumas. 

Susintetintų ND paviršiaus morfologija buvo analizuojama naudojant 

skenuojančią elektroninę mikroskopiją (SEM) – visos ND pasižymėjo lygia 
ir apvalia struktūra (3 pav.). 
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3 pav. Pagamintų ND morfologinė analizė naudojant SEM 
(A) tuščios PLGA nanodalelės; (B) PLGA nanodalelės, pakrautos kurkuminu; (C) PLGA 
nanodalelės, pakrautos vitaminu E. Mastelis – 400 nm. 

ND stabilumas pavaizduotas (4 pav.). 

 

4 pav. Nanodalelių stabilumo analizė 
(A) Tuščios PLGA nanodalelės; (B) PLGA nanodalelės, pakrautos kurkuminu; (C) PLGA 
nanodalelės, pakrautos vitaminu E (n = 3). 
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3 pav. Pagamintų ND morfologinė analizė naudojant SEM 
(A) tuščios PLGA nanodalelės; (B) PLGA nanodalelės, pakrautos kurkuminu; (C) PLGA 
nanodalelės, pakrautos vitaminu E. Mastelis – 400 nm. 

ND stabilumas pavaizduotas (4 pav.). 
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(A) Tuščios PLGA nanodalelės; (B) PLGA nanodalelės, pakrautos kurkuminu; (C) PLGA 
nanodalelės, pakrautos vitaminu E (n = 3). 
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Statistinė duomenų analizė visais atvejais parodė statistiškai nereikš-

mingus skirtumus (p > 0,05); tai patvirtino didelį susintetintų nanodalelių 
stabilumą tyrimo laikotarpiu. Per pirmas inkubacijos minutes visoms ND 

buvo nustatyti tam tikri dydžio svyravimai dėl momentinio PBS tirpalo 
poveikio. Be to, buvo pasiekta, kad ND užpildymas hidrofobinėmis vaisti-

nėmis molekulėmis, kurkuminu arba αTCP padidino jų stabilumą, nes hidro-
filinėje aplinkoje ND struktūra tapo tvirtesnė lyginant su tuščiomis ND. 

Kurkumino išsiskyrimo iš PLGA-Cur ND ir vitamino E išsiskyrimo iš 
PLGA-vit. E ND greičiai buvo analizuojami ir pH 7,4 PBS, ir pH 5,5 acetato 

buferiniame tirpale. Mėginiai buvo renkami iš išsiskyrimo terpės nustatytais 
laiko intervalais, o vaisto išsiskyrimo (proc.) ir laiko (val.) grafikai buvo 

sudaryti nuo 0 iki 110 val. naudojant matavimus, gautus LC/MS-MS prietaisu 
(5 pav.). Po 110 valandų inkubacijos beveik 100 proc. kurkumino buvo 

išsiskyrę iš PLGA-Cur ND, kai pH buvo 5,5, bet pH esant 7,4, tik apie 45 
proc. vaisto buvo išsiskyrę iš ND apvalkalo. Be to, iš vitaminu E pripildytų 

ND beveik 75 proc. vaisto buvo išsiskyrę iš PLGA-vit. E ND, kai pH buvo 
5,5, o tik apie 25 proc. buvo išsiskyrę esant pH 7,4 po 110 valandų inkuba-

cijos. Gauti vaistų atpalaidavimo profiliai rodo, kad vaistų atpalaidavimas iš 
nanodalelių buvo greitesnis esant rūgštinei aplinkai, kurios pH buvo 5,5 

lyginant su normaliomis sąlygomis, kai pH buvo 7,4. 
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5 pav. ND išsiskyrimo profiliai po inkubacijos pH 7,4 PBS ir pH 5,5 acetato 
buferiniame tirpale tam tikrais laikotarpiais 0–110 val. intervale.  

(A) PLGA-Cur ND; (B) PLGA-vit. E ND (n = 3). 

Vaistinės melisos nanopūslelių morfologinė ir  
biofizikinė charakteristika 

MO NP fizikinių savybių analizė parodė, kad preparatas pasižymi nano-
pūslelėms būdingais parametrais. NTA analizės metu nustatytas dominuo-

jantis nanopūslelių hidrodinaminis skersmuo (moda) siekė 172 nm, o bendras 
vidurkis – 191,3 nm (6, 7 pav.). 

Siekiant užtikrinti tikslų medžiagos dozavimą ląstelių kultūroje, buvo 
nustatyta bendra MO NP preparato baltymų koncentracija. Eksperimentų 

metu ląstelių apdorojimui naudota 8 µg/ml MO NP koncentracija (skaičiuo-
jant pagal bendrą pūslelių baltymą); tas atitinka maždaug 2,77 × 1010 

(±3,25 × 108) dalelių/ml. Toks dvigubas charakterizavimas (pagal masę ir 
skaičių) leido moksliškai pagrįsti pastebimą dozės ir atsako ryšį bei palyginti 

gautus rezultatus su kitomis nanotransporto sistemomis. 
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5 pav. ND išsiskyrimo profiliai po inkubacijos pH 7,4 PBS ir pH 5,5 acetato 
buferiniame tirpale tam tikrais laikotarpiais 0–110 val. intervale.  

(A) PLGA-Cur ND; (B) PLGA-vit. E ND (n = 3). 

Vaistinės melisos nanopūslelių morfologinė ir  
biofizikinė charakteristika 

MO NP fizikinių savybių analizė parodė, kad preparatas pasižymi nano-
pūslelėms būdingais parametrais. NTA analizės metu nustatytas dominuo-

jantis nanopūslelių hidrodinaminis skersmuo (moda) siekė 172 nm, o bendras 
vidurkis – 191,3 nm (6, 7 pav.). 

Siekiant užtikrinti tikslų medžiagos dozavimą ląstelių kultūroje, buvo 
nustatyta bendra MO NP preparato baltymų koncentracija. Eksperimentų 

metu ląstelių apdorojimui naudota 8 µg/ml MO NP koncentracija (skaičiuo-
jant pagal bendrą pūslelių baltymą); tas atitinka maždaug 2,77 × 1010 

(±3,25 × 108) dalelių/ml. Toks dvigubas charakterizavimas (pagal masę ir 
skaičių) leido moksliškai pagrįsti pastebimą dozės ir atsako ryšį bei palyginti 

gautus rezultatus su kitomis nanotransporto sistemomis. 
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6 pav. Nanosekimo analize nustatytas melisų nanopūslelių dydžio 
pasiskirstymas mėginyje (n = 3) 

 

7 pav. Dinaminio šviesos išsklaidymo analize nustatytas  
melisų nanopūslelių dydis (n = 3) 

Skaičiai viršuje – nanopūslelių skaičius × 1010. 

2 lentelė. Melisų nanopūslelių charakteristika 
Parametras Rezultatas 

NP baltymo kiekis 372,28 ± 47,26 μg/ml 

NP dydis, NTA 191,3 ± 0,6 nm 

Baltymo kiekis nustatytas Bradford metodu. Nanopūslelių dydis vertintas panaudojant 

NTA – nanodalelių sekimo analize. 
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Melisų nanopūslelių cheminės sudėties analizė 

Standartiniai veikliųjų medžiagų tirpalai parodė, kad sulaikymo trukmė 
(ST) kofeino rūgščiai – 5,0 min., chlorogeninei rūgščiai – 4,5 min., p-kumaro 

rūgščiai – 6,1 min., rozmarino rūgščiai (RR) – 6,5 min. (8 pav. A). MO NP 
preparate buvo kokybiškai nustatyti pikai, atitinkantys chlorogeninės, kofei-

no bei rozmarino rūgščių sulaikymo laikus (8 pav. B). RR bei kofeino rūgštys 
taip pat buvo kiekybiškai įvertintos mėginyje, o chlorogeninės rūgšties kiekis 

preparatuose buvo mažesnis negu kiekybinio nustatymo riba (< 3 μg/ml). 
Remiantis gautais rezultatais galima teigti, kad iš MO išskirtose nanopūsle-

lėse yra 248,8 ± 35 μg RR bei 12,2 ± 6 μg kofeino rūgšties viename mg MO 
NP mėginio baltymo. Taip pat buvo aptikti chlorogeninės rūgšties pėdsakai. 

 

8 pav. Chromatogramos 
(A) Standartiniai tirpalai (0,1 mg/ml); (B) MO NP mėginys (200 μg/ml). 

Kardiomiocitų kultūros charakterizavimas ir  
nanodalelių internalizacija 

Norint sėkmingai vaistą perduoti, reikia, kad ND galėtų patekti į ląstelės 
vidų. Siekdami įvertinti PLGA ND patekimą į pirminės kardiomiocitų kultū-

ros ląsteles, kaip pavyzdį naudojome komerciškai prieinamas PLGA ND, 
kurios kovalentiškai konjuguotos su Rodaminu B (PLGA-RhB). Kalibravimo 
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Melisų nanopūslelių cheminės sudėties analizė 

Standartiniai veikliųjų medžiagų tirpalai parodė, kad sulaikymo trukmė 
(ST) kofeino rūgščiai – 5,0 min., chlorogeninei rūgščiai – 4,5 min., p-kumaro 

rūgščiai – 6,1 min., rozmarino rūgščiai (RR) – 6,5 min. (8 pav. A). MO NP 
preparate buvo kokybiškai nustatyti pikai, atitinkantys chlorogeninės, kofei-

no bei rozmarino rūgščių sulaikymo laikus (8 pav. B). RR bei kofeino rūgštys 
taip pat buvo kiekybiškai įvertintos mėginyje, o chlorogeninės rūgšties kiekis 

preparatuose buvo mažesnis negu kiekybinio nustatymo riba (< 3 μg/ml). 
Remiantis gautais rezultatais galima teigti, kad iš MO išskirtose nanopūsle-

lėse yra 248,8 ± 35 μg RR bei 12,2 ± 6 μg kofeino rūgšties viename mg MO 
NP mėginio baltymo. Taip pat buvo aptikti chlorogeninės rūgšties pėdsakai. 

 

8 pav. Chromatogramos 
(A) Standartiniai tirpalai (0,1 mg/ml); (B) MO NP mėginys (200 μg/ml). 

Kardiomiocitų kultūros charakterizavimas ir  
nanodalelių internalizacija 

Norint sėkmingai vaistą perduoti, reikia, kad ND galėtų patekti į ląstelės 
vidų. Siekdami įvertinti PLGA ND patekimą į pirminės kardiomiocitų kultū-

ros ląsteles, kaip pavyzdį naudojome komerciškai prieinamas PLGA ND, 
kurios kovalentiškai konjuguotos su Rodaminu B (PLGA-RhB). Kalibravimo 
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kreivė (S3 pav.). Plataus lauko fluorescencinės mikroskopijos metu gauti 

vaizdai patvirtino, kad po 24 valandų inkubacijos laikotarpio ši fluorescen-
cinė medžiaga pateko į ląsteles, daugiausia citoplazmoje ir perinukleariniuose 

regionuose (S4 pav.). Šie duomenys leido įvertinti galimą PLGA polimero 
pasisavinimo pajėgumą naudojant PLGA-Cur ND arba PLGA-vit. E ND. Po 

to patvirtinome savo ląstelių modelį. Imunofluorescencinė analizė patvirtino, 
kad pirminės kardiomiocitų kultūros dominuojančios ląstelės buvo kardio-

miocitai (84,3 ± 5,2 proc.) (S5 pav.), pasižymintys kardiomiocitams būdingo-
mis dryžuotomis sarkomerinėmis struktūromis, patvirtinančiomis kultūros 

tinkamumą mūsų ląsteliniam modeliui (9 pav.). 

 

9 pav. Pirminės kardiomiocitų kultūros patvirtinimas ir ląstelių nuotraukos, 
padarytos su plataus lauko fluorescenciniu mikroskopu 

(A) Ląstelių branduoliai, nudažyti Hoechst dažais (mėlyna spalva); (B) ląstelės, nudažytos 
širdies troponinu T (cTnT, raudona spalva); (C) sujungtos nuotraukos, patvirtinančios didelį 
kardiomiocitų kiekį kultūroje; (D) padidintas vaizdas, kuriame matyti kardiomiocitams 
būdingos dryžuotos sarkomerinės struktūros. Mastelio juostos: 100 µm (A–C); 20 µm (D). 

  

BA

C D

BA

C D
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Kardiomiocitų hipoksinės-reoksigenacinės pažaidos  
in vitro modelio įvertinimas 

Prieš pradedant vertinti apsauginių nanotransporto sistemų poveikį, buvo 

atlikta in vitro H/R modelio validacija. Šio etapo tikslas – nustatyti, ar pa-
rinktos eksperimentinės sąlygos sukelia kardiomiocitams būdingą funkcinę ir 

bioenerginę pažaidą, kuri taptų baziniu atskaitos tašku tolesniems tyrimams. 
Gauti duomenys patvirtino, kad modeliuojama H/R pažaida sukelia 

žymų kardiomiocitų funkcinį nepakankamumą. Nustatytas plakimo dažnio 
sumažėjimas ir sistolės bei diastolės trukmės prailgėjimas (10 pav. B) rodo 

sutrikusią kalcio jonų (Ca2+) homeostazę bei kontraktilinių skaidulų jautrumo 
sumažėjimą; tas tiesiogiai koreliuoja su ūminiu ląstelių kontraktiliniu nepa-

kankamumu. Šie funkciniai nuokrypiai sutapo su reikšmingu ląstelių metabo-
linio aktyvumo sumažėjimu (10 pav. A). 

Siekiant įvertinti kardiomiocitų bioenerginį stabilumą, buvo atlikta mito-
chondrijų kvėpavimo analizė realiu laiku. Nustatyta, kad H/R pažaida sukelia 

sisteminį mitochondrijų funkcijos slopinimą visuose matavimo etapuose 
(10 pav. D). 

Statistiškai reikšmingai sumažėjęs bazinis kvėpavimas rodo sumenkusį 
kardiomiocitų gebėjimą užtikrinti energijos poreikį net ir ramybės būsenoje. 

Dar ryškesnis nuosmukis pastebėtas vertinant maksimalų kvėpavimą (po 
FCCP priedo), rodantį didžiausią įmanomą mitochondrijų deguonies suvarto-

jimo pajėgumą esant metaboliniam stresui. Rezultatai atskleidė, kad H/R gru-
pėje kardiomiocitų laisvasis kvėpavimo pajėgumas (angl. spare respiratory 
capacity) yra beveik visiškai išeikvotas. Tai kritinis rodiklis, rodantis, kad 
ląstelės nebeturi energijos rezervo prisitaikyti prie padidėjusio krūvio ar 

tolesnio oksidacinio arba imunometabolinio streso.
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Kardiomiocitų hipoksinės-reoksigenacinės pažaidos  
in vitro modelio įvertinimas 

Prieš pradedant vertinti apsauginių nanotransporto sistemų poveikį, buvo 

atlikta in vitro H/R modelio validacija. Šio etapo tikslas – nustatyti, ar pa-
rinktos eksperimentinės sąlygos sukelia kardiomiocitams būdingą funkcinę ir 

bioenerginę pažaidą, kuri taptų baziniu atskaitos tašku tolesniems tyrimams. 
Gauti duomenys patvirtino, kad modeliuojama H/R pažaida sukelia 

žymų kardiomiocitų funkcinį nepakankamumą. Nustatytas plakimo dažnio 
sumažėjimas ir sistolės bei diastolės trukmės prailgėjimas (10 pav. B) rodo 

sutrikusią kalcio jonų (Ca2+) homeostazę bei kontraktilinių skaidulų jautrumo 
sumažėjimą; tas tiesiogiai koreliuoja su ūminiu ląstelių kontraktiliniu nepa-

kankamumu. Šie funkciniai nuokrypiai sutapo su reikšmingu ląstelių metabo-
linio aktyvumo sumažėjimu (10 pav. A). 

Siekiant įvertinti kardiomiocitų bioenerginį stabilumą, buvo atlikta mito-
chondrijų kvėpavimo analizė realiu laiku. Nustatyta, kad H/R pažaida sukelia 

sisteminį mitochondrijų funkcijos slopinimą visuose matavimo etapuose 
(10 pav. D). 

Statistiškai reikšmingai sumažėjęs bazinis kvėpavimas rodo sumenkusį 
kardiomiocitų gebėjimą užtikrinti energijos poreikį net ir ramybės būsenoje. 

Dar ryškesnis nuosmukis pastebėtas vertinant maksimalų kvėpavimą (po 
FCCP priedo), rodantį didžiausią įmanomą mitochondrijų deguonies suvarto-

jimo pajėgumą esant metaboliniam stresui. Rezultatai atskleidė, kad H/R gru-
pėje kardiomiocitų laisvasis kvėpavimo pajėgumas (angl. spare respiratory 
capacity) yra beveik visiškai išeikvotas. Tai kritinis rodiklis, rodantis, kad 
ląstelės nebeturi energijos rezervo prisitaikyti prie padidėjusio krūvio ar 

tolesnio oksidacinio arba imunometabolinio streso.
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SARS-CoV-2 fragmento įtaka kardiomiocitų gyvybingumui,  
funkcinei ir imunometabolinei būklei 

Nustačius bazinį H/R pažaidos mastą, kitame etape siekta įvertinti 
kardiomiocitų jautrumą H/R veikiant kartu su SARS-CoV-2 RBD fragmentu. 
Nustatyta, kad RBD fragmentų pažaida padidėja H/R sąlygomis. Nors 
normoksijoje taip pat pastebėtas RBD poveikis, bet H/R fone jis sukėlė 
didesnį mitochondrijų kvėpavimo slopinimą bei padidino prouždegiminių 
citokinų sekreciją. 

Tyrimai parodė, kad kardiomiocitų mitochondrijos yra kritinis taikinys, 
kurį pažeidžia H/R ir RBD sukeltas stresas. Tai pagrindžia tolesnių tyrimų 
kryptį – kurti nanodalelėmis ir nanopūslelėmis praturtintas terapines priemo-
nes, orientuotas ne tik į bendrą antioksidacinę apsaugą, bet ir į specifinį 
mitochondrijų bioenergijos stabilumo užtikrinimą. 

SARS-CoV-2 fragmento poveikis priešuždegiminių citokinų  
sekrecijai kardiomiocituose 

Siekiant nustatyti, ar kardiomiocitai tiesiogiai dalyvauja sukuriant „cito-
kinų audrai“ būdingą aplinką, buvo įvertinta prouždegiminių mediatorių genų 
raiška ir jų sekrecija į tarpląstelinę terpę. 

Pirmiausia nustatyta, kad H/R pažaida nesukelė statistiškai patikimo 
uždegiminių genų aktyvavimo: IL-6, Cxcl1, IL-1β, NF-κβ1 ir TNFmRNR 
kiekiai išliko artimi baziniam normoksijos lygiui (11 pav. A). Tai rodo, kad 
mūsų H/R modelis savaime nesuformuoja ryškaus uždegiminio fenotipo 
kardiomiocitų kultūroje. 

Tačiau situacija iš esmės pasikeitė ląsteles papildomai stimuliuojant 
SARS-CoV-2 RBD fragmentu. Derinant virusinį stresą su H/R pažaida, buvo 
nustatytas patikimas uždegiminio atsako sustiprinimas (11 pav. B). Lyginant 
su atitinkama normoksijos grupe, H/R sąlygomis nustatytas statistiškai 
reikšmingas IL-6 (2,5 karto, p < 0,05), Cxcl1 (2,6 karto, p < 0,05) ir IL-1β 
(daugiau nei 4 kartus, p < 0,01) mRNR kiekio padidėjimas. Nors NF-κβ1 ir 
TNF raiškos pokyčiai nepasiekė statistinio reikšmingumo ribos, visgi paste-
bėta jų didėjimo tendencija. Šie duomenys patvirtina jungtinį H/R ir RBD 
poveikį, sukeliantį uždegiminį atsaką kardiomiocituose. 
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SARS-CoV-2 fragmento įtaka kardiomiocitų gyvybingumui,  
funkcinei ir imunometabolinei būklei 

Nustačius bazinį H/R pažaidos mastą, kitame etape siekta įvertinti 
kardiomiocitų jautrumą H/R veikiant kartu su SARS-CoV-2 RBD fragmentu. 
Nustatyta, kad RBD fragmentų pažaida padidėja H/R sąlygomis. Nors 
normoksijoje taip pat pastebėtas RBD poveikis, bet H/R fone jis sukėlė 
didesnį mitochondrijų kvėpavimo slopinimą bei padidino prouždegiminių 
citokinų sekreciją. 

Tyrimai parodė, kad kardiomiocitų mitochondrijos yra kritinis taikinys, 
kurį pažeidžia H/R ir RBD sukeltas stresas. Tai pagrindžia tolesnių tyrimų 
kryptį – kurti nanodalelėmis ir nanopūslelėmis praturtintas terapines priemo-
nes, orientuotas ne tik į bendrą antioksidacinę apsaugą, bet ir į specifinį 
mitochondrijų bioenergijos stabilumo užtikrinimą. 

SARS-CoV-2 fragmento poveikis priešuždegiminių citokinų  
sekrecijai kardiomiocituose 

Siekiant nustatyti, ar kardiomiocitai tiesiogiai dalyvauja sukuriant „cito-
kinų audrai“ būdingą aplinką, buvo įvertinta prouždegiminių mediatorių genų 
raiška ir jų sekrecija į tarpląstelinę terpę. 

Pirmiausia nustatyta, kad H/R pažaida nesukelė statistiškai patikimo 
uždegiminių genų aktyvavimo: IL-6, Cxcl1, IL-1β, NF-κβ1 ir TNFmRNR 
kiekiai išliko artimi baziniam normoksijos lygiui (11 pav. A). Tai rodo, kad 
mūsų H/R modelis savaime nesuformuoja ryškaus uždegiminio fenotipo 
kardiomiocitų kultūroje. 

Tačiau situacija iš esmės pasikeitė ląsteles papildomai stimuliuojant 
SARS-CoV-2 RBD fragmentu. Derinant virusinį stresą su H/R pažaida, buvo 
nustatytas patikimas uždegiminio atsako sustiprinimas (11 pav. B). Lyginant 
su atitinkama normoksijos grupe, H/R sąlygomis nustatytas statistiškai 
reikšmingas IL-6 (2,5 karto, p < 0,05), Cxcl1 (2,6 karto, p < 0,05) ir IL-1β 
(daugiau nei 4 kartus, p < 0,01) mRNR kiekio padidėjimas. Nors NF-κβ1 ir 
TNF raiškos pokyčiai nepasiekė statistinio reikšmingumo ribos, visgi paste-
bėta jų didėjimo tendencija. Šie duomenys patvirtina jungtinį H/R ir RBD 
poveikį, sukeliantį uždegiminį atsaką kardiomiocituose. 
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Tyrimo duomenys parodė, kad H/R pažaida nesukelė ryškaus uždegimo 
mediatorių išsiskyrimo (12 pav. A). Nors buvo nustatytas statistiškai reikš-
mingas TNF-α koncentracijos padidėjimas (nuo 0,9 iki 1,4 pg/ml, p < 0,05), 
tačiau kitų tirtų citokinų (GM-CSF, IL-1β, IL-6, CCL2) kiekiai terpėje išliko 
stabilūs ir mažai skyrėsi nuo normoksijos lygio. 

Situacija pasikeitė ląsteles papildomai stimuliuojant SARS-CoV-2 RBD 
fragmentu (12 pav. B). Paveikus ląsteles H/R pažaida, RBD fragmentas 
išprovokavo stiprią kardiomiocitų reakciją – buvo nustatyti žymūs GM-CSF, 
IL-1β, IL-6 ir TNF-α koncentracijų padidėjimai (visais atvejais p < 0,001). 
Ypač ryškus poslinkis pastebėtas vertinant GM-CSF ir IL-6 kiekius, kurie 
H/R paveiktose ląstelėse padidėjo po kelis kartus lyginant su atitinkama 
normoksijos grupe. Šie duomenys patvirtina, kad virusinis stresorius ne tik 
aktyvuoja uždegiminių genų transkripciją, bet ir sukelia jų koduojamų funk-
cinių baltymų gamybą bei išskyrimą ir taip suformuoja lokalią uždegiminę 
mikroaplinką. 

SARS-CoV-2 RBD fragmento efektas kardiomiocitų  
gyvybingumui ir kontraktiliškumui 

Siekiant nustatyti, kaip kompleksinis (virusinis ir metabolinis) stresas 
modifikuoja kardiomiocitų funkcinį pajėgumą, buvo vertinamas ląstelių 
gyvybingumas bei mechaninio susitraukimo parametrai. 

Gyvybingumo tyrimas (13 pav. A) parodė jungtinį RBD fragmento ir 
H/R pažaidos poveikį. Nustatyta, kad izoliuotas H/R poveikis kardiomiocitų 
gyvybingumą sumažino iki 80 proc. (p < 0,01), tačiau H/R derinys su RBD 
fragmentu sukėlė dar didesnį nuosmukį – iki 70 proc. lyginant su normoksijos 
kontrole (p < 0,001). Tai patvirtina, kad virusinis stresorius kritiškai dekom-
pensuoja ląstelių atsparumą hipoksinei pažaidai. 

Kontraktilinės funkcijos vertinimas (13 pav. B–F) atskleidė ūminį kar-
diomiocitų mechaninį nepakankamumą. H/R sąlygomis RBD fragmentas 
statistiškai reikšmingai sulėtino ląstelių plakimo dažnį (13 pav. C) ir prailgino 
bendrą susitraukimo trukmę (p < 0,01, 13 pav. B). 

Svarbiausi pokyčiai buvo užfiksuoti vertinant sistolės (13 pav. D) ir 
diastolės (13 pav. E) trukmes. RBD poveikis H/R fone lėmė patikimą sisto-
linės fazės prailgėjimą. Tačiau prailgėjusi diastolės trukmė (p < 0,05, 
13 pav. E) bei piko laikas (p < 0,05, 13 pav. F) rodo galimai sutrikusią kalcio 
jonų (Ca2+) reabsorbciją į sarkoplazminį tinklą. Šie funkciniai nuokrypiai 
patvirtina, kad virusinis stresas sukelia kompleksinę kardiomiocitų disfunk-
ciją, klinikinėje praktikoje pasireiškiančią mažėjančiu miokardo kontrakti-
liniu pajėgumu. 
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13 pav. SARS-CoV-2 RBD fragmento ir hipoksijos-reoksigenacijos (H/R) 

įtaka kardiomiocitų gyvybingumui bei kontraktilinei funkcijai 
(A) Ląstelių gyvybingumas (PrestoBlue testas) lyginant su normoksijos kontrole (100 proc.); 
(B–F) kardiomiocitų kontraktiliniai rodikliai: bendras susitraukimo laikas (B), susitraukimų 
dažnis (C), sistolės trukmė (D), diastolės trukmė (E) ir piko laikas (F). Balti stulpeliai – 
Kontrolė, juodi stulpeliai – ląstelės, paveiktos 100 ng/ml RBD fragmentu. N – normoksija, 
H/R – hipoksija-reoksigenacija. Rezultatai pateikiami kaip vidurkis ± standartinis nuokrypis 
(n = 3). Statistiškai reikšmingi skirtumai: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 (ANOVA su 
LSD post-hoc testu). 
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13 pav. SARS-CoV-2 RBD fragmento ir hipoksijos-reoksigenacijos (H/R) 

įtaka kardiomiocitų gyvybingumui bei kontraktilinei funkcijai 
(A) Ląstelių gyvybingumas (PrestoBlue testas) lyginant su normoksijos kontrole (100 proc.); 
(B–F) kardiomiocitų kontraktiliniai rodikliai: bendras susitraukimo laikas (B), susitraukimų 
dažnis (C), sistolės trukmė (D), diastolės trukmė (E) ir piko laikas (F). Balti stulpeliai – 
Kontrolė, juodi stulpeliai – ląstelės, paveiktos 100 ng/ml RBD fragmentu. N – normoksija, 
H/R – hipoksija-reoksigenacija. Rezultatai pateikiami kaip vidurkis ± standartinis nuokrypis 
(n = 3). Statistiškai reikšmingi skirtumai: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 (ANOVA su 
LSD post-hoc testu). 
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Ūminis SARS-CoV-2 RBD fragmento poveikis  
kardiomiocitų bioenergijai 

Siekiant identifikuoti pirminius ląstelinės pažaidos mechanizmus, buvo 
vertinamas ūminis (3 val.) SARS-CoV-2 RBD fragmento poveikis kardio-
miocitų bioenerginiam funkcionalumui normoksijos sąlygomis. Šiuo tyrimo 
etapu siekta izoliuoti tiesioginį virusinio epitopo poveikį mitochondrijoms 
eliminuojant papildomą hipoksijos sukeliamą stresą. 

Seahorse Mito Stress testo duomenys parodė, kad trumpalaikis veikimas 
RBD fragmentu sukelia sisteminį mitochondrijų funkcijos slopinimą 
(14 pav. A). Lyginant su negydyta kontrole, RBD grupėje nustatytas statistiš-
kai reikšmingai sumažėjęs bazinio kvėpavimas, lemiantis maždaug 30 proc. 
mažesnę mitochondrinę ATP produkciją (p < 0,05, 14 pav. B). Tai rodo, kad 
virusinis stresorius sutrikdo ląstelės energijos homeostazę dar nesant deguo-
nies stygiaus. 

 
14 pav. Ūminis (3 val.) SARS-CoV-2 RBD fragmento poveikis  

kardiomiocitų bioenergetikai normoksijos sąlygomis 
(A) Mitochondrijų deguonies suvartojimo greičio kreivė realiu laiku, gauta naudojant 
Seahorse XFp analizatorių. Parodomas kardiomiocitų atsakas į nuoseklų moduliatorių (oligo-
micino, FCCP bei antimicino A/rotenono) įterpimą. (B) Apskaičiuoti bioenerginiai paramet-
rai: bazinis kvėpavimas (ramybės energija), maksimalus kvėpavimas (pajėgumas stresui), 
protonų nuotekis (membranos laidumas), laisvasis kvėpavimo pajėgumas (energijos rezervas) 
ir ATP gamyba. Balti stulpeliai – negydyta Kontrolė, juodi – ląstelės, paveiktos 100 ng/ml 
RBD fragmentu. Duomenys normalizuoti pagal ląstelių baltymų kiekį (pmol/min./mg 
baltymų). Rezultatai pateikiami kaip vidurkis ± standartinis nuokrypis (n = 3). Statistiškai 
reikšmingi skirtumai lyginant su kontrole: *p < 0,05, ***p < 0,001 (Stjudento t-testas). 
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Ypač ryškus nuosmukis nustatytas vertinant maksimalų mitochondrijų 
kvėpavimo pajėgumą ir laisvąjį kvėpavimo pajėgumą (p < 0,05). Laisvasis 
pajėgumas, rodantis mitochondrijų gebėjimą adaptuotis prie padidėjusio 
energijos poreikio, RBD grupėje sumažėjo beveik du kartus. Be to, buvo 
nustatytas itin ryškus protonų nuotekio sumažėjimas (p < 0,001), tiesiogiai 
indikuojantis bendrą elektronų pernašos grandinės aktyvumo sulėtėjimą ir 
mitochondrijų membranos funkcinio vientisumo praradimą. Šie rezultatai 
patvirtina, kad kardiomiocitai, veikiami RBD, praranda bioenerginį lankstu-
mą, todėl tampa kritiškai pažeidžiami bet kokiems papildomiems patolo-
giniams stimulams. 

Nanodalelėse inkapsuliuoto kurkumino poveikis  
hipoksijos-reoksigenacijos sukeliamam kardiomiocitų  

metaboliniam aktyvumui ir funkcijai 

Šiame tyrime vertinome kardiomiocitų kultūros gyvybingumą, funkciją 
ir mitochondrijų kvėpavimą normoksijos ir H/R sąlygomis paveikus skirtingų 
koncentracijų PLGA-Cur bei DMSO+Cur medžiagomis. 

Įvertinome kardiomiocitų gyvybingumą skirtingose grupėse normoksi-
jos sąlygomis (15 pav. A) siekdami patikrinti naudojamų medžiagų ir jungi-
nių saugumą ir įrodyti, kad jie netoksiški kardiomiocitų kultūrai. Kontrolinės 
grupės gyvybingumas buvo laikomas 100 proc. Kontrolinė DMSO 0,1 proc. 
tirpiklio grupė neparodė reikšmingo neigiamo šio junginio poveikio normok-
sijos sąlygomis, kaip ir grupė, paveikta tuščiomis PLGA ND (p > 0,05). 
Grupė, paveikta 5 μg/ml koncentracijos DMSO+Cur, parodė panašų gyvy-
bingumą lyginant su normoksijos kontroline grupe (p > 0,05), tačiau grupė, 
gydyta 10 μg/ml koncentracijos DMSO+Cur, parodė reikšmingai sumažėjusį 
gyvybingumą (p < 0,001); tai rodo neigiamą šios medžiagos poveikį naudo-
jant dideles dozes normoksijos sąlygomis.  
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Ypač ryškus nuosmukis nustatytas vertinant maksimalų mitochondrijų 
kvėpavimo pajėgumą ir laisvąjį kvėpavimo pajėgumą (p < 0,05). Laisvasis 
pajėgumas, rodantis mitochondrijų gebėjimą adaptuotis prie padidėjusio 
energijos poreikio, RBD grupėje sumažėjo beveik du kartus. Be to, buvo 
nustatytas itin ryškus protonų nuotekio sumažėjimas (p < 0,001), tiesiogiai 
indikuojantis bendrą elektronų pernašos grandinės aktyvumo sulėtėjimą ir 
mitochondrijų membranos funkcinio vientisumo praradimą. Šie rezultatai 
patvirtina, kad kardiomiocitai, veikiami RBD, praranda bioenerginį lankstu-
mą, todėl tampa kritiškai pažeidžiami bet kokiems papildomiems patolo-
giniams stimulams. 

Nanodalelėse inkapsuliuoto kurkumino poveikis  
hipoksijos-reoksigenacijos sukeliamam kardiomiocitų  

metaboliniam aktyvumui ir funkcijai 

Šiame tyrime vertinome kardiomiocitų kultūros gyvybingumą, funkciją 
ir mitochondrijų kvėpavimą normoksijos ir H/R sąlygomis paveikus skirtingų 
koncentracijų PLGA-Cur bei DMSO+Cur medžiagomis. 

Įvertinome kardiomiocitų gyvybingumą skirtingose grupėse normoksi-
jos sąlygomis (15 pav. A) siekdami patikrinti naudojamų medžiagų ir jungi-
nių saugumą ir įrodyti, kad jie netoksiški kardiomiocitų kultūrai. Kontrolinės 
grupės gyvybingumas buvo laikomas 100 proc. Kontrolinė DMSO 0,1 proc. 
tirpiklio grupė neparodė reikšmingo neigiamo šio junginio poveikio normok-
sijos sąlygomis, kaip ir grupė, paveikta tuščiomis PLGA ND (p > 0,05). 
Grupė, paveikta 5 μg/ml koncentracijos DMSO+Cur, parodė panašų gyvy-
bingumą lyginant su normoksijos kontroline grupe (p > 0,05), tačiau grupė, 
gydyta 10 μg/ml koncentracijos DMSO+Cur, parodė reikšmingai sumažėjusį 
gyvybingumą (p < 0,001); tai rodo neigiamą šios medžiagos poveikį naudo-
jant dideles dozes normoksijos sąlygomis.  
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15 pav. Sintetinių nanodalelių ir laisvų medžiagų poveikis kardiomiocitų 

gyvybingumui bei kontraktilinei funkcijai normoksijos sąlygomis 
(A) Ląstelių metabolinis aktyvumas (PrestoBlue testas), išreikštas fluorescencijos intensy-
vumo procentais lyginant su negydyta kontrole; (B–F) kardiomiocitų kontraktiliniai para-
metrai: bendras susitraukimo laikas (B), susitraukimų dažnis (C), sistolės trukmė (D), 
diastolės trukmė (E) ir piko laikas (F). Balti stulpeliai – negydyta Kontrolė, juodi stulpeliai – 
tiriamieji preparatai (laisvas kurkuminas DMSO tirpale bei į PLGA nanodaleles inkapsuliuo-
tas kurkuminas). Rezultatai pateikiami kaip vidurkis ± standartinis nuokrypis (n = 3). 
Statistiškai reikšmingi skirtumai lyginant su kontrole: *p < 0,05, ***p < 0,001 p < 0,001, 
****p < 0,0001 (ANOVA su LSD post-hoc testu). 
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16 pav. Į PLGA nanodaleles inkapsuliuoto kurkumino (PLGA-Cur) 

apsauginis poveikis kardiomiocitų gyvybingumui ir kontraktilinei funkcijai 
hipoksijos-reoksigenacijos (H-R) sąlygomis 

(A) Ląstelių metabolinis aktyvumas (PrestoBlue testas); (B–F) kardiomiocitų kontraktiliniai 
rodikliai: bendras susitraukimo laikas (B), susitraukimų dažnis (C), sistolės trukmė (D), 
diastolės trukmė (E) ir piko laikas (F). Balti stulpeliai – negydyta H-R kontrolė, juodi stul-
peliai – tiriamieji preparatai (laisvas kurkuminas bei nanodalelės). Rezultatai pateikiami kaip 
vidurkis ± standartinis nuokrypis (n = 3). Statistiškai reikšmingi skirtumai lyginant su kontro-
le: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001. Juodi apskritimai (●) rodo statistiš-
kai patikimą skirtumą lyginant PLGA-Cur su atitinkama laisvos medžiagos (DMSO+Cur) 
grupe. 

Lyginant su H/R kontroline grupe, kontrolinė DMSO grupė neparodė 
statistiškai reikšmingo gyvybingumo skirtumo (p > 0,05, 16 pav. A). Pavei-
kus su 5 μg/ml koncentracijos DMSO+Cur, buvo gautas statistiškai reikšmin-
gas gyvybingumo padidėjimas – 20 proc. lyginant su H/R kontroline grupe 
(p < 0,01); tai rodo apsauginį poveikį nuo H/R sukeltos ląstelių pažaidos. 
Paveikus kardiomiocitų kultūrą PLGA-Cur, kurio koncentracija buvo 
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10 μg/ml, taip pat pavyko išlaikyti didesnį gyvybingumą – iki 20 proc., o 
skirtumas lyginant su H/R kontroline grupe, taip pat buvo reikšmingas 
(p < 0,01). Kaip ir normoksijos grupėje poveikis 10 μg/ml koncentracijos 
kurkuminu lėmė žymų gyvybingumo sumažėjimą – daugiau nei du kartus 
(p < 0,001) – ir vėl įrodė neigiamą laisvo kurkumino boliusinės dozės poveikį 
net ir esant H/R pažaidai. Panaudojus tuščias PLGA ND, nebuvo statistiškai 
reikšmingo gyvybingumo išsaugojimo kardiomiocitų kultūroje, o PLGA-Cur 
5 μg/ml turėjo statistiškai reikšmingą (p < 0,05), bet mažesnį teigiamą povei-
kį nei PLGA-Cur 10 μg/ml kardiomiocitų gyvybingumui. Gydymas PLGA 
kurkuminu 10 μg/ml padidino gyvybingumą lyginant su H/R kontroline 
grupe. Skirtumas buvo statistiškai reikšmingas (p < 0,001) ir rodantis apsau-
ginį poveikį nuo H/R sukeltos ląstelių mirties. Nagrinėdami šiuos rezultatus 
tolesniuose eksperimentuose, ląstelių kultūroms paveikti naudojome 
DMSO+Cur 5 μg/ml ir PLGA-Cur 10 μg/ml koncentracijų dozes, kurios su-
veikė efektyviausiai. Eksperimentuose naudotų tuščių PLGA ND kiekis buvo 
apskaičiuotas, kad atitiktų PLGA svorį, naudotą kurkuminui kapsuliuoti.  

Vertinant kardiomiocitų susitraukimų laiką ir dažnį, PLGA-Cur grupėje 
buvo pastebėti didžiausi pokyčiai (16 pav. B, C), kai susitraukimų laikas buvo 
žymiai trumpesnis (p < 0,0001) ir dažnis didesnis (p < 0,001) lyginant su H/R 
kontroline grupe. Panašiai ir DMSO+Cur grupėje: H/R sąlygomis buvo paste-
bėtas reikšmingas susitraukimų laiko sumažėjimas (p < 0,01) ir dažnio padi-
dėjimas (p < 0,01) lyginant su kontroline grupe. Naudojant šias medžiagas 
normoksijos sąlygomis, žalingo poveikio nebuvo (p > 0,05). 

Tuščių PLGA ND medžiagų poveikis H/R sąlygomis nulėmė reikšmin-
gai trumpesnį susitraukimo laiką (p < 0,001), t. y. rodė greitesnį susitraukimą 
šioje grupėje, tačiau normoksijos grupėje dažnis reikšmingai sumažėjo 
(p < 0,001) (16 pav. C). H/R sąlygomis statistiškai reikšmingo dažnio poky-
čio nenustatyta (p > 0,05). 

Vertinant piko laiko, sistolės ir diastolės parametrus, visose grupėse H/R 
sąlygomis nustatyti reikšmingi skirtumai lyginant su kontroline grupe. 
PLGA-Cur grupė reikšmingai skyrėsi ne tik nuo H/R kontrolinės grupės, bet 
ir nuo DMSO-Cur grupės (pažymėta ●) diastolės ir piko laikuose (p < 0,05) 
ir (p < 0,01). PLGA-Cur rezultatai buvo artimiausi normoksijos kontrolinės 
grupės rezultatams lyginant su visų kitų gydymo grupių (16 pav. D–F). 

Reaktyviųjų deguonies formų generacija mitochondrijose po 
hipoksijos–reoksigenacijos pažaidos veikiant inkapsuliuotu kurkuminu 

Vertinant mitochondrijų ROS gamybos intensyvumą, metodo jautrumui 
ir patikimumui patvirtinti buvo naudota teigiama kontrolė – III kvėpavimo 
grandinės komplekso inhibitorius AA. Kaip ir tikėtasi, AA sukėlė ryškų 
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(50 proc.) mitochondrijų ROS produkcijos padidėjimą (p < 0,001) lyginant 
su kontroline grupe ir taip patvirtino MitoSOX matavimo sistemos gebėjimą 
fiksuoti aukštą oksidacinio streso lygį. Siekiant įsitikinti nešiklio bioinertiš-
kumu, buvo tirtas tuščių PLGA nanodalelių poveikis, kuris statistiškai 
reikšmingų ROS generavimo pokyčių nesukėlė (p > 0,05). H/R sąlygomis 
(17 pav. A) ir DMSO+Cur, ir PLGA-Cur patikimai sumažino mitochondrijų 
ROS produkciją (p < 0,01) lyginant su nepaveiktomis H/R grupės ląstelėmis. 
Svarbu pabrėžti, kad PLGA-Cur nanonešiklių grupėje nustatytas statistiškai 
reikšmingai stipresnis apsauginis efektas nei naudojant laisvos formos kur-
kuminą (p < 0,05). Tai pagrindžia nanotechnologinio sprendimo pranašumą, 
t. y. inkapsuliacija į PLGA ne tik apsaugo antioksidantą, bet ir užtikrina 
efektyvesnį jo funkcinį poveikį mitochondrijų lygmeniu. 

Normoksijos sąlygomis (17 pav. B) medžiagų grupės, įskaitant tuščias 
PLGA ND, DMSO+Cur ir PLGA-Cur, neparodė reikšmingų ROS pokyčių 
lyginant su kontroline grupe. Statistinė analizė parodė reikšmingą fluore-
scencijos intensyvumo padidėjimą AA grupėje lyginant su kontroline grupe 
(p < 0,001). Tai rodo, kad šios medžiagos reikšmingai nepakeitė mitochon-
drijų ROS gamybos normoksinėmis sąlygomis. 

 
17 pav. PLGA-Cur ir DMSO-Cur poveikis kardiomiocitų kultūros ROS 

gamybai po H/R pažaidos (A) ir normoksijos sąlygomis (B) 
Žvaigždutės rodo statistiškai reikšmingus skirtumus tarp gydymo grupių ir normoksijos 
kontrolinės grupės, nustatytus naudojant ANOVA testą: **p < 0,01, ***p < 0,001 ir 
****p < 0,0001. ●p < 0,05 rodo statistiškai reikšmingą skirtumą tarp DMSO+Cur ir PLGA-
Cur grupių lyginant ROS kiekius. AA – teigiama kontrolė, PLGA – nešiklio kontrolė. 
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Mitochondrijų kvėpavimo funkcijos dinamika taikant inkapsuliuotą 
kurkuminą po hipoksijos–reoksigenacijos pažaidos  

Siekiant įsitikinti sukurtų nanotransporto sistemų bioinertiškumu bei 
saugumu, buvo atlikta išsami kardiomiocitų mitochondrijų bioenergijos ana-
lizė normoksijos sąlygomis. Vertinti trys esminiai komponentai: kurkuminu 
pakrautos nanodalelės (PLGA-Cur ND), laisvas kurkuminas (DMSO+Cur) ir 
vaistu nepakrautas polimerinis nešiklis (PLGA). 

Seahorse Mito Stress testo duomenys parodė, kad kardiomiocitų DSG 
profiliai visose tirtose grupėse išliko stabilūs ir tapatūs kontrolinei grupei 
(18 pav. A–C). Detali bioenerginių parametrų analizė (18 pav. D–F) patvir-
tino, kad nei nanodalelės, nei laisvas kurkuminas (5 µg/ml) nekeičia esminių 
mitochondrijų funkcijų: bazinis kvėpavimas (atspindintis ramybės energijos 
poreikį) ir ATP gamyba išliko nepakitę lyginant su negydyta kontrole 
(p > 0,05). 

Taip pat nustatyta, kad preparatai nedaro įtakos maksimaliam mitochon-
drijų kvėpavimo pajėgumui bei laisvajam kvėpavimo pajėgumui (angl. spare 
respiratory capacity). Tai įrodo, kad nanodalelės fiziologinėmis sąlygomis 
nesumažina kardiomiocitų energijos rezervo ir netrikdo elektronų pernašos 
grandinės vientisumo. Statistiškai patikimų protonų nuotekio pokyčių nebuvo 
užfiksuota; tas papildomai pagrindžia nešiklių saugumą mitochondrijų mem-
branų stabilumui.
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Mitochondrijų kvėpavimo analizė Seahorse XFp metodu atskleidė, kad 
PLGA-Cur nanodalelės pasižymi stipriu kardioprotekciniu poveikiu H/R 
sąlygomis. Pirminiai modelio validacijos tyrimai patvirtino, kad modeliuo-
jama hipoksija-reoksigenacija sukelia žymų kardiomiocitų bioenergijos sutri-
kimą: nustatytas statistiškai patikimas bazinio ir maksimalaus kvėpavimo bei 
ATP gamybos nuosmukis lyginant su Kontrole (p < 0,05, 10 pav. D). PLGA-
Cur (10 µg/ml) panaudojimas H/R paveiktose ląstelėse užtikrino geriausią 
mitochondrijų funkcijos atkūrimą. Lyginant su negydyta H/R grupe, PLGA-
Cur grupėje nustatytas statistiškai reikšmingas bazinio ir maksimalaus kvėpa-
vimo padidėjimas bei pagerėjęs laisvasis kvėpavimo pajėgumas ir ATP 
gamyba (p < 0,05, 19 pav. A, D). Vertinant kontrolinių grupių poveikį, nusta-
tyta, kad laisvas kurkuminas (DMSO+Cur, 5 µg/ml) turėjo tik teigiamą 
tendenciją gerinti mitochondrijų bioenergiją, tačiau statistiškai patikimo skir-
tumo nepasiekė (p > 0,05). Tai rodo, kad inkapsuliacija į PLGA nešiklį padi-
dina kurkumino terapinį efektyvumą mitochondrijų lygmeniu. Tačiau tuščios 
nanodalelės (PLGA) jokios įtakos mitochondrijų kvėpavimui neturėjo nei 
normoksijos, nei H/R sąlygomis (p > 0,05). Tas patvirtina nešiklio bioinertiš-
kumą ir įrodo, kad nustatytas apsauginis efektas yra nulemtas būtent atpalai-
duojamos veikliosios medžiagos.
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Kardiomiocitų gyvybingumo ir kontraktiliškumo pokyčiai po 
hipoksijos-reoksigenacijos sąlygų taikant inkapsuliuotą vitaminą E 

Šiame eksperimente įvertinome kardiomiocitų gyvybingumą ir funkciją 
naudodami įvairias vitamino E koncentracijas normoksijos ir H/R sąlygomis 
(20 pav., 21 pav.). Tai atlikome siekdami patikrinti naudojamų junginių sau-
gumą ir galimą toksišką poveikį kardiomiocitams. Kontrolinės grupės gyvy-
bingumas buvo laikomas 100 proc. etalonu (20 pav. A). Kontrolinė DMSO 
grupė vėl neparodė reikšmingo neigiamo šio junginio poveikio normoksinė-
mis sąlygomis, kaip ir poveikis tuščiomis PLGA ND (p > 0,05). Grupės, 
paveiktos DMSO+vit. E 5 μg/ml, PLGA-Cur 5 ir 10 μg/ml, neparodė geresnio 
gyvybingumo lyginant su normoksijos kontroline grupe (p > 0,05), tačiau 
grupė, paveikta DMSO+vit. E 10 μg/ml, parodė daug mažesnį gyvybingumą 
(p < 0,001). Tas rodo neigiamą šio gydymo poveikį didesnėmis dozėmis ir 
normoksijos, ir H/R sąlygomis – rezultatai panašūs kaip ir kurkumino 
grupėje. 

Tyrimo metu nustatyta, kad PLGA-vit. E efektyviai apsaugo kardio-
miocitus nuo H/R sukeltos pažaidos. Nustatytas ryškus nuo dozės priklau-
somas poveikis: naudojant 5 µg/ml PLGA-vit. E koncentraciją, ląstelių gyvy-
bingumas padidėjo 13 proc., o padidinus dozę iki 10 µg/ml – išgyvenamumas 
padidėjo 26 proc. (p < 0,001) lyginant su negydyta H/R kontrolės grupe 
(21 pav. A). Lyginant laisvos formos ir ND esančio vitamino E poveikį, 
išryškėjo esminis pranašumas. Nustatyta, kad DMSO+Cur 10 µg/ml dozė 
kardiomiocitams yra stipriai citotoksiška ir reikšmingai sumažina jų gyvy-
bingumą (p < 0,001). Tačiau tokia pati dozė, inkapsuliuota į PLGA nešiklį, 
ne tik nesukėlė neigiamo poveikio, bet užtikrino geriausią apsauginį efektą 
visoje tyrimo grupėje. Tai rodo, kad polimerinis nešiklis leidžia saugiai 
naudoti didesnes terapines antioksidantų dozes ir taip apsaugo ląsteles nuo 
neigiamo staigaus boliusinio poveikio. 

Kontroliniai bandymai patvirtino, kad nei tirpiklis (0,1 proc. DMSO), nei 
tuščios PLGA nanodalelės statistiškai reikšmingos įtakos kardiomiocitų 
gyvybingumui neturėjo (p > 0,05). 
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20 pav. Sintetinių nanodalelių ir laisvų medžiagų poveikis kardiomiocitų 

gyvybingumui bei kontraktilinei funkcijai normoksijos sąlygomis 
(A) Ląstelių metabolinis aktyvumas (PrestoBlue testas), išreikštas fluorescencijos intensy-
vumo procentais lyginant su negydyta kontrole; (B–F) kardiomiocitų kontraktiliniai para-
metrai: bendras susitraukimo laikas (B), susitraukimų dažnis (C), sistolės trukmė (D), 
diastolės trukmė (E) ir piko laikas (F). Balti stulpeliai – negydyta Kontrolė, juodi stulpeliai – 
tiriami preparatai (laisvas vitaminas E DMSO tirpale bei į PLGA nanodaleles inkapsuliuotas 
vitaminas E). Rezultatai pateikiami kaip vidurkis ± standartinis nuokrypis (n = 3). Statistiškai 
reikšmingi skirtumai lyginant su kontrole: ****p < 0,0001 (ANOVA su LSD post-hoc testu). 
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20 pav. Sintetinių nanodalelių ir laisvų medžiagų poveikis kardiomiocitų 

gyvybingumui bei kontraktilinei funkcijai normoksijos sąlygomis 
(A) Ląstelių metabolinis aktyvumas (PrestoBlue testas), išreikštas fluorescencijos intensy-
vumo procentais lyginant su negydyta kontrole; (B–F) kardiomiocitų kontraktiliniai para-
metrai: bendras susitraukimo laikas (B), susitraukimų dažnis (C), sistolės trukmė (D), 
diastolės trukmė (E) ir piko laikas (F). Balti stulpeliai – negydyta Kontrolė, juodi stulpeliai – 
tiriami preparatai (laisvas vitaminas E DMSO tirpale bei į PLGA nanodaleles inkapsuliuotas 
vitaminas E). Rezultatai pateikiami kaip vidurkis ± standartinis nuokrypis (n = 3). Statistiškai 
reikšmingi skirtumai lyginant su kontrole: ****p < 0,0001 (ANOVA su LSD post-hoc testu). 
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21 pav. Į PLGA nanodaleles inkapsuliuoto vitamino E (PLGA-vit. E) 

apsauginis poveikis kardiomiocitų gyvybingumui ir kontraktilinei funkcijai 
paveikus ląsteles hipoksijos-reoksigenacijos (H/R) sąlygomis 

(A) Ląstelių metabolinis aktyvumas (PrestoBlue testas); (B–F) kardiomiocitų kontraktiliniai 
parametrai: bendras susitraukimo laikas (B), susitraukimų dažnis (C), sistolės trukmė (D), 
diastolės trukmė (E) ir piko laikas (F). Balti stulpeliai – negydyta H/R kontrolė, juodi stulpe-
liai – tiriami preparatai (laisvos medžiagos ir nanodalelės). Rezultatai pateikiami kaip vidur-
kis ± standartinis nuokrypis (n = 3). Statistiškai reikšmingi skirtumai lyginant su kontrole: 
*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001. Juodi apskritimai (●) nurodo statistiškai 
patikimą skirtumą lyginant PLGA-vit. E su atitinkama laisvos medžiagos (DMSO+vit. E) 
grupe. 

Atsižvelgdami į šiuos rezultatus, tolesniuose eksperimentuose ląstelių 
kultūroms paveikti naudojome DMSO+vit. E 5 μg/ml ir PLGA- vit. E 
10 μg/ml dozes. Eksperimentuose naudoto PLGA kiekis buvo apskaičiuotas 
taikant proporcinę formulę, kad atitiktų tikslų PLGA svorį, panaudotą vita-
minui E inkapsuliuoti. 

Tiriant kardiomiocitų susitraukimo laiką ir dažnį, H/R sąlygomis PLGA- 
vit. E grupėje buvo ryškiausi pokyčiai (21 pav. B–F), o susitraukimo laikas 
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buvo beveik du kartus trumpesnis lyginant su kontroline grupe (nuo 0,2 s iki 
0,1 s) (21 pav. B) (p < 0,01) ir reikšmingai didesnis (p < 0,05) lyginant su I/R 
kontroline grupe (21 pav. C). DMSO+vit. E grupėje H/R sąlygomis taip pat 
buvo nustatytas reikšmingas susitraukimų laiko sutrumpėjimas (p < 0,05), 
tačiau reikšmingo dažnio pokyčio (p > 0,05) nebuvo. Abiejose grupėse nor-
moksijos sąlygomis žalingo poveikio nebuvo nustatyta (p > 0,05). PLGA H/R 
grupėje lyginant su kontroline grupe buvo panašus plakimo laikas (p > 0,05) 
ir dažnis (p > 0,05). Normoksijos sąlygomis statistiškai reikšmingų pokyčių 
nenustatyta (20 pav. B–F). 

Lyginant susitraukimo piko trukmę, sistolės ir diastolės parametrus esant 
H/R sąlygoms, daugelyje medžiagų grupių buvo pastebėti reikšmingi skirtu-
mai lyginant su kontroline grupe. PLGA-vit. E grupė reikšmingai skyrėsi ne 
tik nuo H/R kontrolinės grupės, bet ir jos rezultatai buvo artimiausi normok-
sijos kontrolinės grupės rezultatams tarp visų kitų gydymo grupių (21 pav. 
B–F). PLGA-vit. E poveikis geriausiai sumažino sistolės (p < 0,0001), 
diastolės (p < 0,001) ir piko laikus (p < 0,001). Taip pat PLGA-vit. E poveikis 
kontrakcijų laikui buvo geresnis nei DMSO+vit. E grupės ir sistolės (p < 
0,01), ir piko metu (p < 0,05). 

Reaktyviųjų deguonies formų susidarymo ištyrimas  
mitochondrijose po hipoksinės-reoksigenacinės pažaidos  

paveikus inkapsuliuotu vitaminu E 

Vertinant mitochondrijų ROS produkciją, ląstelių fluorescencijos inten-
syvumo rezultatai buvo normalizuoti pagal kontrolinę (normoksijos) grupę, 
kurios vidurkis priimtas kaip bazinis lygmuo (100 proc.) (22 pav.). Toks 
skaičiavimo metodas buvo pasirinktas siekiant vizualizuoti santykinį ROS 
generavimo padidėjimą sukeltos pažaidos metu bei įvertinti antioksidacinio 
poveikio efektyvumą. 

Metodo jautrumui ir matavimo sistemos dinaminiam diapazonui patvir-
tinti naudota teigiama kontrolė AA. Blokuodamas mitochondrijų kvėpavimo 
grandinės III kompleksą, AA indukuoja intensyvų superoksido anijonų išsi-
skyrimą. Paveikus H/R sąlygomis, AA grupėje pastebėtas 70 proc. didesnis 
ROS lygis nei kontrolinėje grupėje (p < 0,0001); tai patvirtina, kad naudota 
matavimo metodika yra jautri mitochondrijų bioenergijos pokyčiams 
(22 pav. A). H/R pažaidos fone ir laisvas, ir į nanodaleles inkapsuliuotas 
vitaminas E reikšmingai slopino ROS gamybą, tačiau PLGA-vit. E grupėje 
apsauginis efektas buvo statistiškai patikimesnis (p < 0,0001). Lyginant šias 
dvi gydymo grupes tarpusavyje, buvo nustatytas esminis PLGA-vit. E prana-
šumas (p < 0,05), rodantis, kad ND užtikrina efektyvesnę antioksidanto 
skvarbą arba didesnį jo stabilumą mitochondrijų lygmeniu. Normoksijos 
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buvo beveik du kartus trumpesnis lyginant su kontroline grupe (nuo 0,2 s iki 
0,1 s) (21 pav. B) (p < 0,01) ir reikšmingai didesnis (p < 0,05) lyginant su I/R 
kontroline grupe (21 pav. C). DMSO+vit. E grupėje H/R sąlygomis taip pat 
buvo nustatytas reikšmingas susitraukimų laiko sutrumpėjimas (p < 0,05), 
tačiau reikšmingo dažnio pokyčio (p > 0,05) nebuvo. Abiejose grupėse nor-
moksijos sąlygomis žalingo poveikio nebuvo nustatyta (p > 0,05). PLGA H/R 
grupėje lyginant su kontroline grupe buvo panašus plakimo laikas (p > 0,05) 
ir dažnis (p > 0,05). Normoksijos sąlygomis statistiškai reikšmingų pokyčių 
nenustatyta (20 pav. B–F). 

Lyginant susitraukimo piko trukmę, sistolės ir diastolės parametrus esant 
H/R sąlygoms, daugelyje medžiagų grupių buvo pastebėti reikšmingi skirtu-
mai lyginant su kontroline grupe. PLGA-vit. E grupė reikšmingai skyrėsi ne 
tik nuo H/R kontrolinės grupės, bet ir jos rezultatai buvo artimiausi normok-
sijos kontrolinės grupės rezultatams tarp visų kitų gydymo grupių (21 pav. 
B–F). PLGA-vit. E poveikis geriausiai sumažino sistolės (p < 0,0001), 
diastolės (p < 0,001) ir piko laikus (p < 0,001). Taip pat PLGA-vit. E poveikis 
kontrakcijų laikui buvo geresnis nei DMSO+vit. E grupės ir sistolės (p < 
0,01), ir piko metu (p < 0,05). 

Reaktyviųjų deguonies formų susidarymo ištyrimas  
mitochondrijose po hipoksinės-reoksigenacinės pažaidos  

paveikus inkapsuliuotu vitaminu E 

Vertinant mitochondrijų ROS produkciją, ląstelių fluorescencijos inten-
syvumo rezultatai buvo normalizuoti pagal kontrolinę (normoksijos) grupę, 
kurios vidurkis priimtas kaip bazinis lygmuo (100 proc.) (22 pav.). Toks 
skaičiavimo metodas buvo pasirinktas siekiant vizualizuoti santykinį ROS 
generavimo padidėjimą sukeltos pažaidos metu bei įvertinti antioksidacinio 
poveikio efektyvumą. 

Metodo jautrumui ir matavimo sistemos dinaminiam diapazonui patvir-
tinti naudota teigiama kontrolė AA. Blokuodamas mitochondrijų kvėpavimo 
grandinės III kompleksą, AA indukuoja intensyvų superoksido anijonų išsi-
skyrimą. Paveikus H/R sąlygomis, AA grupėje pastebėtas 70 proc. didesnis 
ROS lygis nei kontrolinėje grupėje (p < 0,0001); tai patvirtina, kad naudota 
matavimo metodika yra jautri mitochondrijų bioenergijos pokyčiams 
(22 pav. A). H/R pažaidos fone ir laisvas, ir į nanodaleles inkapsuliuotas 
vitaminas E reikšmingai slopino ROS gamybą, tačiau PLGA-vit. E grupėje 
apsauginis efektas buvo statistiškai patikimesnis (p < 0,0001). Lyginant šias 
dvi gydymo grupes tarpusavyje, buvo nustatytas esminis PLGA-vit. E prana-
šumas (p < 0,05), rodantis, kad ND užtikrina efektyvesnę antioksidanto 
skvarbą arba didesnį jo stabilumą mitochondrijų lygmeniu. Normoksijos 
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sąlygomis tirtos medžiagos (PLGA-vit. E, DMSO+vit. E bei tuščios ND) 
bazinės ROS produkcijos nekeitė; tas pagrindžia jų saugumą vartojant 
fiziologinėmis sąlygomis (22 pav. B). 

 
22 pav. Į polimerines nanodaleles inkapsuliuoto vitamino E  
poveikis kardiomiocitų mitochondrijų reaktyviųjų deguonies  

molekulių (ROS) produkcijai 
(A) Hipoksijos-reoksigenacijos (H/R) sąlygomis; (B) normoksijos sąlygomis. Mitochondrijų 
ROS lygis vertintas matuojant MitoSOX zondo fluorescencijos intensyvumą. Rezultatai 
normalizuoti pagal atitinkamos būklės negydytą kontrolinę grupę (100 proc.). Antimicinas A 
(AA) naudotas kaip teigiama metodo kontrolė matavimo sistemos jautrumui patvirtinti. 
PLGA stulpelis atspindi vaistu nepakrautų nanodalelių (nešiklio kontrolės) poveikį. Duome-
nys pateikiami kaip vidurkis ± standartinis nuokrypis (n = 3). Statistiškai reikšmingi skirtu-
mai lyginant su kontrole: *p < 0,05, ****p < 0,0001. Juodas apskritimas (●) nurodo statistiš-
kai patikimą skirtumą (p < 0,05) lyginant PLGA-vit. E 10 poveikį su laisvo vitamino E 
(DMSO+vit. E 5) grupe. 

Mitochondrijų kvėpavimo funkcijos pokyčiai  
po hipoksinės-reoksigenacinės pažaidos skiriant  

inkapsuliuotą vitaminą E 

Siekiant įvertinti PLGA-vit. E nanotransporto sistemos saugumą, buvo 
atlikta kardiomiocitų mitochondrijų bioenerginė analizė normoksijos sąlygo-
mis. Vertintas į nanodaleles inkapsuliuoto vitamino E (PLGA-vit. E ND), 
laisvos formos vitamino E (DMSO+vit. E) bei tuščio nešiklio (PLGA) 
poveikis. 
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Tyrimo duomenys parodė, kad visose grupėse mitochondrijų kvėpavimo 
kreivės beveik identiškai sutapo su kontrolinės grupės DSG profiliu (23 pav. 
A–C). Detali bioenerginių parametrų analizė (23 pav. D–F) patvirtino visišką 
tiriamų medžiagų saugumą ląstelių energiniam vientisumui: nustatytas ba-
zinis kvėpavimas ir su juo susijusi ATP produkcija išliko nepakitę lyginant 
su negydyta kontrole (p > 0,05). Tai rodo, kad pasirinktos koncentracijos 
(10 µg/ml) medžiagos nesukelia mitochondrijų funkcijų pokyčių. 

Svarbu pabrėžti, kad nešikliai ir antioksidantas nedarė neigiamos įtakos 
kardiomiocitų maksimaliam kvėpavimo pajėgumui bei laisvajam kvėpavimo 
pajėgumui (p > 0,05). Kadangi laisvasis pajėgumas atspindi ląstelės energijos 
rezervą stresui įveikti, tai jo stabilumas įrodo, kad nanodalelės normoksijos 
sąlygomis nesumažina ląstelių adaptacinio potencialo. Taip pat neužfiksuota 
protonų nuotekio pokyčių; tas patvirtina mitochondrijų vidinės membranos 
funkcinį stabilumą. 

Apdorojimas DMSO+vit. E turėjo teigiamą tendenciją gerinant mito-
chondrijų kvėpavimą, tačiau statistiškai reikšmingos mitochondrijų funkcijos 
apsaugos neužtikrino (p > 0,05). Vis dėlto naudojant PLGA-vit. E nanodale-
les, buvo pasiekti geriausi bioenerginio stabilumo rodikliai: bazinis ir maksi-
malus kvėpavimas padidėjo apie 30 proc. lyginant su negydyta H/R grupe 
(p < 0,05) (24 pav. A, D). Padidėjusi ATP gamyba PLGA-vit. E grupėje 
patvirtina, kad nanodalelėse esantis antioksidantas efektyviau apsaugo mito-
chondrijų elektronų pernašos grandinę nuo oksidacinio pažeidimo ir palaiko 
ląstelės energinį vientisumą. Pažymėtina, kad tuščias PLGA nešiklis įtakos 
mitochondrijų kvėpavimui neturėjo – tai patvirtino jo bioinertiškumą. 
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Melisų nanopūslelių poveikis hipoksija-reoksigenacija  
paveiktų kardiomiocitų gyvybingumui ir kontrakcijai 

Analogiškai tyrimams su PLGA-Cur ir PLGA-vit. E ND toliau vertino-
me MO NP poveikį kardiomiocitų gyvybingumui normoksijos sąlygomis. 
Taip pat siekėme nustatyti, ar MO preparatas padeda išsaugoti ląstelių gyvy-
bingumą po sukeltos H/R pažaidos. Eksperimento metu normoksijos sąlygo-
mis augintos ir H/R sąlygomis paveiktos ląstelės buvo veikiamos aštuonių 
skirtingų koncentracijų mėginiais: 2, 4, 8, 6, 10, 12, 16, 20 μg/ml. 

 
25 pav. Vaistinės melisos nanopūslelių (MO NP) dozės-atsako tyrimas  

ir poveikis kardiomiocitų funkcijai normoksijos sąlygomis 
(A) Kardiomiocitų gyvybingumo (PrestoBlue testas) priklausomybė nuo MO NP koncent-
racijos (2–20 µg/ml pagal nanopūslelių baltymą). Rezultatai normalizuoti pagal kontrolę 
(100 proc.). (B–F) Kardiomiocitų kontraktiliniai rodikliai veikiant parinkta optimalia 
8 µg/ml MO NP koncentracija: bendras susitraukimo laikas (B), susitraukimų dažnis (C), 
sistolės trukmė (D), diastolės trukmė (E) ir piko laikas (F). Balti stulpeliai – Kontrolė, juodi 
stulpeliai – ląstelės, apdorotos MO NP. Rezultatai pateikiami kaip vidurkis ± standartinis 
nuokrypis (n = 3). Statistiškai reikšmingi skirtumai lyginant su kontrole: *p < 0,05, 
**p < 0,01, ***p < 0,001 (ANOVA su LSD post-hoc testu). 
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Eksperimentas normoksijos sąlygomis ir paveikus MO NP, parodė, jog 
ląstelių metabolinis aktyvumas padidėjo beveik 20 proc. ir 15 proc. esant ati-
tinkamai 8 ir 10 μg/ml koncentracijos nanopūslelėms. Mažesnės dozės sta-
tistiškai reikšmingo poveikio neturėjo, tačiau 20 μg/ml koncentracija sukėlė 
reikšmingą neigiamą pokytį – dėl toksinio poveikio ląstelių metabolinis 
aktyvumas sumažėjo iki 60 proc. (25 pav. A). 

Paveikus kardiomiocitus MO NP, pakito jų kontraktiliškumas: susitrauk-
imo laikas padidėjo dvigubai (p < 0,001), o dažnis beveik 3 kartus (p < 0,001) 
(25 pav. B, C). Tai įvyko prailgėjus ir sistolei, ir diastolei; tas lėmė ir bendro 
piko laiko prailgėjimą (25 pav. D–F). 

26 pav. A matyti, jog MO NP turėjo reikšmingą poveikį ląstelių kultūrai 
lyginant su kontroline grupe. Reikšmingą poveikį ląstelių metaboliniam 
aktyvumui turėjo paveikimas 8 ir 10 μg/ml MO NP koncentracijomis; tas 
padidino metabolinį aktyvumą 30 proc. ir 18 proc., atitinkamai (p < 0,001) ir 
(p < 0,05). Ir 8 μg/ml, ir 10 μg/ml MO NP koncentracijų panaudojimas page-
rino H/R pažeistų kardiomiocitų metabolinį aktyvumą. Atlikus šį etapą, buvo 
atrinkta koncentracija, kuri veikė geriausiai ir pagal rezultatus tolesniems 
tyrimams buvo pasirinkta 8 μg/ml MO NP koncentracija. 

H/R pažaidos paveiktoje kardiomiocitų kultūroje MO NP sukėlė ryškius 
kontraktilinės funkcijos pokyčius. Lyginant su negydyta H/R kontrolės gru-
pe, MO NP sutrumpino bendrą ląstelių susitraukimo trukmę beveik tris kartus 
(nuo 0,3 s iki 0,1 s, p < 0,001) (26 pav. B) ir padvigubino susitraukimų dažnį – 
nuo 5 iki 10 k./s (p < 0,001) (26 pav. C). Taip pat buvo nustatytas statistiškai 
patikimas sistolės trukmės bei piko laiko sutrumpėjimas (p < 0,05) (26 pav. 
D, F). Šie funkciniai pokyčiai rodo, kad MO NP aktyvuoja kardiomiocitų 
kontraktilinį atsaką po patirtos H/R pažaidos. 
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Eksperimentas normoksijos sąlygomis ir paveikus MO NP, parodė, jog 
ląstelių metabolinis aktyvumas padidėjo beveik 20 proc. ir 15 proc. esant ati-
tinkamai 8 ir 10 μg/ml koncentracijos nanopūslelėms. Mažesnės dozės sta-
tistiškai reikšmingo poveikio neturėjo, tačiau 20 μg/ml koncentracija sukėlė 
reikšmingą neigiamą pokytį – dėl toksinio poveikio ląstelių metabolinis 
aktyvumas sumažėjo iki 60 proc. (25 pav. A). 

Paveikus kardiomiocitus MO NP, pakito jų kontraktiliškumas: susitrauk-
imo laikas padidėjo dvigubai (p < 0,001), o dažnis beveik 3 kartus (p < 0,001) 
(25 pav. B, C). Tai įvyko prailgėjus ir sistolei, ir diastolei; tas lėmė ir bendro 
piko laiko prailgėjimą (25 pav. D–F). 

26 pav. A matyti, jog MO NP turėjo reikšmingą poveikį ląstelių kultūrai 
lyginant su kontroline grupe. Reikšmingą poveikį ląstelių metaboliniam 
aktyvumui turėjo paveikimas 8 ir 10 μg/ml MO NP koncentracijomis; tas 
padidino metabolinį aktyvumą 30 proc. ir 18 proc., atitinkamai (p < 0,001) ir 
(p < 0,05). Ir 8 μg/ml, ir 10 μg/ml MO NP koncentracijų panaudojimas page-
rino H/R pažeistų kardiomiocitų metabolinį aktyvumą. Atlikus šį etapą, buvo 
atrinkta koncentracija, kuri veikė geriausiai ir pagal rezultatus tolesniems 
tyrimams buvo pasirinkta 8 μg/ml MO NP koncentracija. 

H/R pažaidos paveiktoje kardiomiocitų kultūroje MO NP sukėlė ryškius 
kontraktilinės funkcijos pokyčius. Lyginant su negydyta H/R kontrolės gru-
pe, MO NP sutrumpino bendrą ląstelių susitraukimo trukmę beveik tris kartus 
(nuo 0,3 s iki 0,1 s, p < 0,001) (26 pav. B) ir padvigubino susitraukimų dažnį – 
nuo 5 iki 10 k./s (p < 0,001) (26 pav. C). Taip pat buvo nustatytas statistiškai 
patikimas sistolės trukmės bei piko laiko sutrumpėjimas (p < 0,05) (26 pav. 
D, F). Šie funkciniai pokyčiai rodo, kad MO NP aktyvuoja kardiomiocitų 
kontraktilinį atsaką po patirtos H/R pažaidos. 
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26 pav. Vaistinės melisos nanopūslelių (MO NP) poveikis kardiomiocitų 
gyvybingumui ir kontraktilinei funkcijai hipoksijos-reoksigenacijos (H/R) 

sąlygomis 
(A) Kardiomiocitų metabolinis aktyvumas (PrestoBlue testas) veikiant skirtingoms MO NP 
koncentracijoms (2–20 µg/ml pagal pūslelių baltymą) H/R sąlygomis. Rezultatai normali-
zuoti pagal negydytą H/R kontrolę (100 proc.). (B–F) Kardiomiocitų kontraktiliniai rodikliai 
po H/R pažaidos veikiant optimalia 8 µg/ml MO NP koncentracija: bendras susitraukimo 
laikas (B), susitraukimų dažnis (C), sistolės trukmė (D), diastolės trukmė (E) ir piko laikas 
(F). Balti stulpeliai – negydyta H/R kontrolė, juodi stulpeliai – ląstelės, apdorotos MO NP. 
Rezultatai pateikiami kaip vidurkis ± standartinis nuokrypis (n = 3). Statistiškai reikšmingi 
skirtumai lyginant su negydyta H/R kontrole: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 (Stjudento 
t-testas). 

  

Kontro
lė

Kontro
lė

20 μg/m
l

16 μg/m
l

12 μg/m
l

10 μg/m
l

8 μg/m
l

6 μg/m
l

4 μg/m
l

2 μg/m
l

Kontro
lė

MO NP

MO NP

A B

Se
ku

nd
ės

Gyvybingumas Susitraukimo laikas

**

C

1/
se

ku
nd

ę

15

10

5

0

0,4

0,3

0,2

0,1

0,0

E

Se
ku

nd
ės

Diastolinis laikas

Kontro
lė

MO NP

0,08

0,06

0,04

0,02

0,00

D

Se
ku

nd
ės

Sistolinis laikas

*

Kontro
lė

MO NP

0,15

0,10

0,05

0,00

Dažnis

*

Kontro
lė

MO NP

F

Se
ku

nd
ės

0,20

0,15

0,10

0,05

0,00

Piko laikas

Fl
uo

re
sc

en
ci

jo
s 

in
te

ns
yv

um
as

 (p
ro

c.
) 150

100

50

0

***
***

***

*

Kontro
lė

Kontro
lė

20 μg/m
l

16 μg/m
l

12 μg/m
l

10 μg/m
l

8 μg/m
l

6 μg/m
l

4 μg/m
l

2 μg/m
l

Kontro
lė

MO NP

MO NP

A B

Se
ku

nd
ės

Gyvybingumas Susitraukimo laikas

**

C

1/
se

ku
nd

ę

15

10

5

0

0,4

0,3

0,2

0,1

0,0

E

Se
ku

nd
ės

Diastolinis laikas

Kontro
lė

MO NP

0,08

0,06

0,04

0,02

0,00

D

Se
ku

nd
ės

Sistolinis laikas

*

Kontro
lė

MO NP

0,15

0,10

0,05

0,00

Dažnis

*

Kontro
lė

MO NP

F

Se
ku

nd
ės

0,20

0,15

0,10

0,05

0,00

Piko laikas

Fl
uo

re
sc

en
ci

jo
s 

in
te

ns
yv

um
as

 (p
ro

c.
) 150

100

50

0

***
***

***

*



8282 

Melisų nanopūslelių įtaka hipoksijos–reoksigenacijos paveiktų 
kardiomiocitų mitochondrijų kvėpavimo pokyčiams 

Normoksijos sąlygomis (27 pav. C), lyginant su negydyta kontrole, MO 
NP grupėje nustatytas statistiškai reikšmingas maksimalaus kvėpavimo 
(p < 0,05) ir su kvėpavimu susietos ATP gamybos (p < 0,05) sumažėjimas. 
Ypač ryškiai sumenko laisvasis kvėpavimo pajėgumas (angl. spare respira-
tory capacity); tas rodo, kad nanopūslelės apriboja mitochondrijų energijos 
rezervą jau fiziologinėmis sąlygomis. 

  
27 pav. Vaistinės melisos nanopūslelių poveikis mitochondrijų bioenergijai 

Pateikiamas kardiomiocitų deguonies suvartojimo greitis (DSG) matuotas Seahorse XFp 
analizatoriumi. (A–B) Mitochondrijų kvėpavimo kreivės realiu laiku atitinkamai normok-
sijos ir hipoksijos-reoksigenacijos (H/R) sąlygomis; (C–D) susumuoti bioenerginiai para-
metrai (bazinis ir maksimalus kvėpavimas, protonų nuotekis, laisvasis kvėpavimo pajėgumas 
bei ATP gamyba). Balti stulpeliai – negydyta kontrolinė grupė, juodi stulpeliai – ląstelės, 
apdorotos 8 µg/ml MO NP. Visi duomenys normalizuoti pagal bendrą ląstelių baltymų kiekį 
(Bradfordo metodas). Rezultatai pateikiami kaip vidurkis ± standartinis nuokrypis (n = 3). 
Žvaigždutė (*) nurodo statistiškai reikšmingą skirtumą lyginant MO NP grupę su tos pačios 
būklės kontroline grupe (p < 0,05, Stjudento t-testas). Duomenys pateikti kaip vidurkis ± SD 
(proc.). 
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H/R sąlygomis (27 pav. D) nustatytas analogiškas dėsningumas. MO NP 
grupėje, lyginant su H/R kontroline grupe, maksimalus kvėpavimas buvo 
reikšmingai mažesnis (p < 0,05). Taip pat nustatytas patikimas laisvojo 
kvėpavimo pajėgumo ir su kvėpavimu susietos ATP gamybos nuosmukis 
(p < 0,05). Bazinis kvėpavimas ir protonų nuotekis abiem atvejais turėjo 
mažėjimo tendenciją, tačiau statistiškai patikimo skirtumo nepasiekė (p > 
0,05). Šie duomenys patvirtina, kad MO NP selektyviai slopina aktyviausią 
mitochondrijų veiklos fazę. 

Svarbu pažymėti, kad šis efektas nebuvo lydimas ląstelių žūties (ką 
patvirtino gyvybingumo testai) ir rodo, kad MO NP indukuoja kontroliuo-
jamą bioenergijos poslinkį. 

Melisų nanopūslelių įtaka hipoksijos-reoksigenacijos paveiktų 
kardiomiocitų glikolizės intensyvumui 

Siekiant nustatyti, kaip ląstelės kompensuoja energijos poreikį esant MO 
NP nuslopintam mitochondrijų kvėpavimui, buvo įvertintas užląstelinio 
rūgštėjimo greitis (URG). 28 pav. pateikiami URG matavimo rezultatai. Nu-
statyta, kad normoksijos sąlygomis MO NP statistiškai reikšmingai padidina 
URG (p < 0,05) lyginant su kontroline grupe maksimalaus kvėpavimo metu. 
Tai rodo, kad ląstelėse suintensyvėja glikolizė – energijos gamybos būdas, 
kuriam nereikalingas deguonis. 

Nustatyta, kad padidėjęs rūgštėjimas (intensyvesnė glikolizė) buvo gero-
kai didesnis ir paveikus H/R sąlygomis MO NP paveiktoje grupėje, o ypač 
maksimalaus kvėpavimo fazėje (p < 0,01). Šie rezultatai kartu su mitochon-
drijų kvėpavimo duomenimis patvirtina, kad MO NP sukelia metabolinį 
perjungimą, t. y. mažina priklausomybę nuo oksidacinio fosforilinimo ir 
kompensuoja tai suintensyvinta glikolize. 
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28 pav. Vaistinės melisos nanopūslelių (MO NP) įtaka  

kardiomiocitų glikolizės intensyvumui 
Pateikiamas užląstelinio rūgštėjimo greitis (URG), matuotas Seahorse XFp analizatoriumi. 
(A) Glikolizės intensyvumas normoksijos sąlygomis; (B) glikolizės intensyvumas hipok-
sijos-reoksigenacijos (H/R) sąlygomis. Balti stulpeliai – negydyta Kontrolė, juodi stulpeliai – 
ląstelės, apdorotos 8 µg/ml MO NP. Duomenys normalizuoti pagal ląstelių baltymų kiekį 
(mpH/min./0,02 mg baltymo). Rezultatai pateikiami kaip vidurkis ± standartinis nuokrypis 
(n = 3). Statistiškai reikšmingi skirtumai lyginant su atitinkama kontrole: *p < 0,05, 
**p < 0,01 (Stjudento t-testas). 
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28 pav. Vaistinės melisos nanopūslelių (MO NP) įtaka  

kardiomiocitų glikolizės intensyvumui 
Pateikiamas užląstelinio rūgštėjimo greitis (URG), matuotas Seahorse XFp analizatoriumi. 
(A) Glikolizės intensyvumas normoksijos sąlygomis; (B) glikolizės intensyvumas hipok-
sijos-reoksigenacijos (H/R) sąlygomis. Balti stulpeliai – negydyta Kontrolė, juodi stulpeliai – 
ląstelės, apdorotos 8 µg/ml MO NP. Duomenys normalizuoti pagal ląstelių baltymų kiekį 
(mpH/min./0,02 mg baltymo). Rezultatai pateikiami kaip vidurkis ± standartinis nuokrypis 
(n = 3). Statistiškai reikšmingi skirtumai lyginant su atitinkama kontrole: *p < 0,05, 
**p < 0,01 (Stjudento t-testas). 
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DISKUSIJA 

Šios disertacijos tikslas buvo įvertinti ir palyginti dviejų skirtingų strate-
gijų efektyvumą apsaugant kardiomiocitus nuo H/R sukeliamos pažaidos. 
Pirmoji strategija rėmėsi tiksliniu klasikinių antioksidantų (kurkumino ir 
vitamino E) pristatymu į kardiomiocitus naudojant sintetines polimerines pH 
jautrias nanodaleles. Antroji strategija tyrė natūralių vaistinės melisos (lot. 
Melissa officinalis) nanopūslelių kardioprotekcinį poveikį. Gauti rezultatai ne 
tik patvirtino PLGA nanodalelėse inkapsuliuotų kurkumino ir vitamino E 
pranašumą prieš laisvas šių vaistinių medžiagų formas tiesiogiai apsaugant 
mitochondrijų bioenergiją, bet ir atskleidė alternatyvų melisų nanopūslelių 
veikimo mechanizmą, pagrįstą kardiomiocitų metaboliniu perprogramavimu 
iš oksidacinio fosforilinimo į glikolizę. Siekiant objektyviai ir tiksliai išma-
tuoti šių skirtingų nanotransporto sistemų sukeliamą apsauginį efektą, visų 
pirma reikėjo sukurti, standartizuoti ir patvirtinti patikimą ląstelių kultūros 
pažaidos modelį. 

SARS-CoV-2 RBD fragmentas tiesiogiai pažeidžia kardiomiocitų 
bioenergiją ir sustiprina hipoksinę-reoksigenacinę pažaidą 

Prieš vertinant terapinį nanotransporto sistemų ir nanopūslelių poveikį, 
šiame darbe buvo įdiegtas ir validuotas in vitro H/R modelis naudojant pirmi-
nes neonatalinių žiurkių kardiomiocitų kultūras. Literatūroje nurodoma, kad 
pirminės kultūros, skirtingai nei linijinės ląstelės (pvz., H9c2), išlaiko auten-
tišką kontraktilinį aparatą ir oksidacinio fosforilinimo mechanizmus, todėl 
geriausiai atspindi in vivo miokardo atsaką į išemiją [350, 351, 353]. Mūsų 
gauti rezultatai atitiko klasikinę ląstelinės pažaidos eigą: nustatytas kardio-
miocitų sumažėjęs gyvybingumas, mitochondrijų disfunkcija (reikšmingai 
sumažėjusi ATP produkcija bei išnykęs laisvasis kvėpavimo pajėgumas) ir 
padidėjusi ROS gamyba. Nustatytas kardiomiocitų susitraukimų dažnio ir 
greičio sumažėjimas tiesiogiai atspindi po H/R atsirandantį ūminį kontrakti-
linį nepakankamumą, klinikinėje praktikoje žinomą kaip miokardo „pribloš-
kimas“ [354]. 

Svarbu pažymėti, kad mūsų tyrime taikytas H/R modelis pasižymėjo 
dideliu jautrumu papildomiems išoriniams stresoriams. Pasaulinė COVID-19 
pandemija atskleidė, kad virusinės kvėpavimo takų infekcijos kritiškai pablo-
gina ŠKL sergančių pacientų prognozę ir neretai sukelia ūminį miokardo 
pažeidimą [88–90]. Nors pirminis COVID-19 taikinys yra plaučiai, tačiau, 
esant sunkiai ligos eigai, dėl viremijos ir audinių barjerų pažeidimo kraujota-
koje atsiranda cirkuliuojančių viruso dalelių bei atsiskyrusių jų paviršiaus 
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baltymų, kurie tiesiogiai pasiekia širdies raumenį [91, 92]. Siekdami ištirti šio 
reiškinio ląstelinius mechanizmus ir eliminuoti sisteminių veiksnių (pvz., 
sisteminės hipoksijos ar imuniteto ląstelių infiltracijos) įtaką, pirmame tyrimo 
etape (Keturakis ir kt.) sukūrėme specifinio molekulinio streso modelį – 
kardiomiocitus paveikėme SARS-CoV-2 spyglio baltymo RBD [4]. 

Toks pasirinkimas leido izoliuotai įvertinti pačią pirminę patologinę 
grandį – tiesioginį viruso RBD epitopo kontaktą su kardiomiocitų paviršiuje 
esančiais AKF2 receptoriais atmetant viruso replikacijos ląstelėje kintamuo-
sius [91, 93]. Gauti rezultatai vienareikšmiškai parodė, kad net ir neturėdamas 
galimybės replikuotis, vien tik cirkuliuojantį viruso fragmentą imituojantis 
RBD epitopas veikia kaip stiprus pažaidos katalizatorius [4]. Nustatyta, kad 
RBD fragmentas reikšmingai sustiprina H/R sukeliamą imunometabolinę 
pažaidą [4]. Nors normoksijos sąlygomis RBD poveikis ląstelių gyvybingu-
mui buvo minimalus, tačiau H/R fone jis sukėlė didesnį ląstelių metabolinio 
aktyvumo nuosmukį ir kontraktilinės funkcijos paralyžių [4]. 

Šis kombinuotas efektas išryškėjo vertinant kardiomiocitų imuninio atsa-
ko aktyvavimą. Mūsų duomenys parodė, kad izoliuota H/R pažaida pati 
savaime nesukelia žymaus uždegimo mediatorių generavimo. Tačiau situaci-
ja iš esmės pasikeičia kardiomiocitus iš anksto paveikiant RBD fragmentu. 
Tai lėmė drastišką uždegiminių genų (IL-6, Cxcl1, IL-1β) mRNR raiškos 
padidėjimą ir masinę prouždegiminių citokinų sekreciją į tarpląstelinę terpę. 
Ypač reikšmingas buvo GM-CSF ir IL-6 koncentracijos padidėjimas. 

Gauti duomenys parodė, kad SARS-CoV-2 RBD fragmentas ne tik 
tiesiogiai slopina kardiomiocitų metabolinį aktyvumą, bet ir indukuoja stiprų 
prouždegiminį atsaką. Luminex analizės rezultatai patvirtino, kad kardio-
miocitai, paveikti RBD fragmento ir H/R sąlygų, reikšmingai padidina IL-6, 
IL-1β, GM-CSF ir TNF-α sekreciją [4]. Tai rodo, kad paveikti šio specifinio 
virusinio epitopo kardiomiocitai aktyviai dalyvauja formuojant lokalią užde-
giminę mikroaplinką išskirdami chemotaktinius faktorius, pritraukiančius 
mieloidinės kilmės ląsteles [98, 119]. 

Šių prouždegiminių mediatorių transkripcija ir sekrecija yra didelių ATP 
sąnaudų reikalaujantis procesas. Seahorse analizė atskleidė, kad H/R ir RBD 
paveiktoje grupėje oksidacinis fosforilinimas yra stipriai slopinamas, o su 
kvėpavimu susieta ATP gamyba reikšmingai sumažėjusi [4]. Papildomas 
metabolinis krūvis, tenkantis citokinų sintezei H/R fone, dar labiau padidina 
viduląstelinį ATP deficitą. Nors šiame tyrime mPTP porų atsivėrimas ir 
kalcio jonų homeostazė nebuvo tiesiogiai vertinami, tačiau buvo nustatytas 
ūminis kardiomiocitų kontraktilinis nepakankamumas (sumažėjęs susitrauki-
mų dažnis, prailgėjusi sistolė ir diastolė) atspindi žymų bioenergijos trūkumą. 
Sumažėjusi ATP produkcija tiesiogiai apriboja nuo energijos priklausomų 
jonų siurblių (pvz., Na⁺/K⁺-ATPazės ir sarkoplazminio tinklo Ca2+-ATPazės) 
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veiklą, kuri kritiškai svarbi normaliam kardiomiocitų elektromechaniniam 
ryšiui ir susitraukimo funkcijai palaikyti [40, 41]. 

Šiame darbe buvo nustatytas ūminis (3 val. poveikio) mitochondrijų kvė-
pavimo sumažėjimas normoksijos sąlygomis. Tradiciškai miokardo pažaida 
COVID-19 infekcijos metu siejama su antriniais veiksniais (sistemine hipok-
sija dėl plaučių pažeidimo ar sisteminiu uždegimu). 

Mūsų rezultatai atskleidė ūminį SARS-CoV-2 RBD fragmento poveikį 
kardiomiocitų bioenergijai. Seahorse analizė parodė, kad jau po 3 valandų 
inkubacijos su RBD epitopu normoksijos sąlygomis, dar neprasidėjus hipok-
sijai, reikšmingai sumažėjo ląstelių bazinis DSG bei su kvėpavimu susieta 
ATP gamyba [4]. Nors šiame tyrime tiesioginė RBD sąveika su kardiomio-
citų AKF2 receptoriais ir jų molekulinė dinamika nebuvo tiesiogiai vertinta, 
tačiau nustatyti funkciniai pokyčiai leidžia daryti prielaidą apie receptorių 
nulemtą patologinę kaskadą. Remiantis literatūros duomenimis, RBD prisi-
jungimas prie AKF2 sukelia šių receptorių internalizaciją ir degradaciją. Dėl 
to ląstelės aplinkoje kaupiasi angiotenzinas II ir per AT1 receptorius akty-
vuoja NADPH oksidazę bei sukelia pirminį oksidacinį stresą [97, 360]. Mūsų 
užfiksuotas greitas ir reikšmingas maksimalaus kvėpavimo bei laisvojo 
kvėpavimo pajėgumo praradimas po ūmaus RBD poveikio [4] atitinka šį 
teorinį modelį ir parodo, kad ankstyvasis oksidacinis stresas galimai pažei-
džia mitochondrijų elektronų pernašos grandinės kompleksus dar iki išeminio 
streso pradžios. 

Nustatytas ankstyvas mitochondrijų pažeidžiamumas ir greitas energijos 
rezervo išeikvojimas tapo esminiu argumentu antrame tyrimo etape taikyti 
tikslines nanotransporto sistemas. Matydami, kad virusinis stresorius drastiš-
kai sumažina kardiomiocitų adaptacinį potencialą prieš artėjančią hipoksiją, 
iškėlėme prielaidą, jog sėkminga ląstelių apsauga, esant H/R, įmanoma tik 
greitai ir tikslingai stabilizuojant mitochondrijų membranas. Kadangi laisvos 
formos antioksidantų didelės dozės gali sukelti papildomą toksiškumą ir 
nepasižymi specifiniu tropizmu pažaidų zonoms, dėl to pH jautrių polimeri-
nių nanodalelių bei augalinių nanopūslelių panaudojimas buvo pasirinktas 
kaip strategija, leidžianti saugiai ir be citotoksiškumo pristatyti apsaugines 
molekules bei atkurti ląstelių bioenergijos balansą kritiniu pažaidos mo-
mentu. 
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PLGA nanodalelių pranašumas prieš laisvas antioksidantų formas: 
tolygus vaistų atpalaidavimas 

Siekiant įveikti tradicinių antioksidantų farmakokinetinius apribojimus, 
šiame darbe buvo panaudotos polimerinės PLGA nanodalelės. PLGA kopoli-
meras buvo pasirinktas dėl dviejų esminių priežasčių: jo patvirtinto saugumo 
profilio (FDA ir EMA leidimai parenteriniam vartojimui) bei unikalių degra-
dacijos savybių. 

Sintezės metu parinkti technologiniai parametrai (PVA koncentracija, 
maišymo greitis) leido gauti stabilias monodispersines nanodaleles, kurių 
fizikinės ir cheminės savybės yra suderinamos su kardiomiocitų internali-
zacijos reikalavimais. Nustatytas 200–230 nm hidrodinaminis skersmuo bei 
neigiamas paviršiaus krūvis (nuo –6,5 iki –12,4 mV) [4] laikomi tinkamais 
ląsteliniam pasisavinimui per klatrino medijuojamą endocitozę bei makropi-
nocitozę [338, 343]. Nors šiame tyrime skirtingų matmenų nanodalelių įtaka 
pasisavinimo efektyvumui nebuvo lyginama, vis dėlto gautos dalelės visiškai 
atitiko literatūroje aprašytą dydžio diapazoną, užtikrinantį stabilią koloidinę 
sistemą ir pakankamą internalizaciją į ląsteles; tą patvirtino ir mūsų atlikti 
vaizdinimo eksperimentai su PLGA-RhB konjugatais [4]. Mažas polidisper-
siškumo indeksas (PDI < 0,188) papildomai pagrindžia sintezės protokolo 
stabilumą ir suspensijos vienalytiškumą, būtiną siekiant išvengti nanodalelių 
agregacijos in vitro eksperimentų metu. Gauti nanonešiklių parametrai leido 
užtikrinti reprodukuojamą antioksidantų pernašą į kardiomiocitus nekuriant 
papildomų metodologinių kintamųjų dėl dalelių matmenų heterogeniškumo. 

Vienas svarbiausių šio tyrimo inovacinių sumanymų buvo išnaudoti 
išemijos/acidozės sukeliamą pH pokytį kaip išorinį trigerį selektyviam vaistų 
atpalaidavimui. Išemijos metu miokarde dominuojantis anaerobinis metabo-
lizmas lemia intensyvią laktato gamybą. Dėl to tarpląstelinės ir viduląstelinės 
terpės pH nukrenta nuo 7,4 iki 6,0–5,5. PLGA yra žinomas kaip biologiškai 
skaidus polimeras, tačiau jo esterinių ryšių hidrolizės greitis tiesiogiai 
priklauso nuo aplinkos rūgštingumo. Rūgštinėje terpėje padidėjusi protonų 
(H⁺) koncentracija sukelia autokatalitinį efektą, ypač paspartinantį polime-
rinės medžiagos skilimą [309]. 

Mūsų atlikti in vitro atpalaidavimo kinetikos tyrimai patvirtino šią hipo-
tezę: esant pH 5,5 (imituojant išeminę acidozę), inkapsuliuotas kurkuminas 
ir vitaminas E išsiskyrė 2–3 kartus sparčiau ir didesniais kiekiais nei esant 
fiziologiniam pH (7,4). Tai reiškia, kad sukurtos nanodalelės veikia kaip 
išmanioji mikroaplinkos moduliuojama transporto sistema. Galima teigti, kad 
sisteminėje kraujotakoje tokios dalelės turėtų išlikti stabilios ir apsaugoti 
hidrofobinį krovinį nuo priešlaikinės degradacijos bei nesukelti sisteminio 



8988 

PLGA nanodalelių pranašumas prieš laisvas antioksidantų formas: 
tolygus vaistų atpalaidavimas 

Siekiant įveikti tradicinių antioksidantų farmakokinetinius apribojimus, 
šiame darbe buvo panaudotos polimerinės PLGA nanodalelės. PLGA kopoli-
meras buvo pasirinktas dėl dviejų esminių priežasčių: jo patvirtinto saugumo 
profilio (FDA ir EMA leidimai parenteriniam vartojimui) bei unikalių degra-
dacijos savybių. 

Sintezės metu parinkti technologiniai parametrai (PVA koncentracija, 
maišymo greitis) leido gauti stabilias monodispersines nanodaleles, kurių 
fizikinės ir cheminės savybės yra suderinamos su kardiomiocitų internali-
zacijos reikalavimais. Nustatytas 200–230 nm hidrodinaminis skersmuo bei 
neigiamas paviršiaus krūvis (nuo –6,5 iki –12,4 mV) [4] laikomi tinkamais 
ląsteliniam pasisavinimui per klatrino medijuojamą endocitozę bei makropi-
nocitozę [338, 343]. Nors šiame tyrime skirtingų matmenų nanodalelių įtaka 
pasisavinimo efektyvumui nebuvo lyginama, vis dėlto gautos dalelės visiškai 
atitiko literatūroje aprašytą dydžio diapazoną, užtikrinantį stabilią koloidinę 
sistemą ir pakankamą internalizaciją į ląsteles; tą patvirtino ir mūsų atlikti 
vaizdinimo eksperimentai su PLGA-RhB konjugatais [4]. Mažas polidisper-
siškumo indeksas (PDI < 0,188) papildomai pagrindžia sintezės protokolo 
stabilumą ir suspensijos vienalytiškumą, būtiną siekiant išvengti nanodalelių 
agregacijos in vitro eksperimentų metu. Gauti nanonešiklių parametrai leido 
užtikrinti reprodukuojamą antioksidantų pernašą į kardiomiocitus nekuriant 
papildomų metodologinių kintamųjų dėl dalelių matmenų heterogeniškumo. 

Vienas svarbiausių šio tyrimo inovacinių sumanymų buvo išnaudoti 
išemijos/acidozės sukeliamą pH pokytį kaip išorinį trigerį selektyviam vaistų 
atpalaidavimui. Išemijos metu miokarde dominuojantis anaerobinis metabo-
lizmas lemia intensyvią laktato gamybą. Dėl to tarpląstelinės ir viduląstelinės 
terpės pH nukrenta nuo 7,4 iki 6,0–5,5. PLGA yra žinomas kaip biologiškai 
skaidus polimeras, tačiau jo esterinių ryšių hidrolizės greitis tiesiogiai 
priklauso nuo aplinkos rūgštingumo. Rūgštinėje terpėje padidėjusi protonų 
(H⁺) koncentracija sukelia autokatalitinį efektą, ypač paspartinantį polime-
rinės medžiagos skilimą [309]. 

Mūsų atlikti in vitro atpalaidavimo kinetikos tyrimai patvirtino šią hipo-
tezę: esant pH 5,5 (imituojant išeminę acidozę), inkapsuliuotas kurkuminas 
ir vitaminas E išsiskyrė 2–3 kartus sparčiau ir didesniais kiekiais nei esant 
fiziologiniam pH (7,4). Tai reiškia, kad sukurtos nanodalelės veikia kaip 
išmanioji mikroaplinkos moduliuojama transporto sistema. Galima teigti, kad 
sisteminėje kraujotakoje tokios dalelės turėtų išlikti stabilios ir apsaugoti 
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poveikio sveikiems audiniams. Maksimali terapinė koncentracija būtų pasie-
kiama tiksliai toje zonoje, kurioje pH yra sumažėjęs, t. y. pažeistame 
miokarde. Be to, patekusi į ląstelę per endocitozę, nanodalelė atsiduria 
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Inkapsuliuoti antioksidantai pasižymi geresniu kardioprotekciniu 
poveikiu kardiomiocitams po hipoksijos-reoksigenacijos pažaidos 
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sumažino ląstelių gyvybingumą. 
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(askorbatas) arba glutationas. Tačiau kai į ląstelę staiga patenka didelė laisvo 
vitamin E dozė (boliusas), ląstelės endogeninių ko-antioksidantų nepakanka 
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dacijos“ (angl. Tocopherol-Mediated Peroxidation, TMP) reakcija: pats 
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minėje membranoje veikdamas kaip prooksidantas ir sukeldamas ląstelės žūtį 
[277, 359]. Tai galimai paaiškina, kodėl daugelis didelės apimties klinikinių 
tyrimų (pvz., CHAOS, GISSI) [272, 273], kai pacientams buvo skiriamos 
didelės laisvo vitamino E dozės, nesukėlė laukto kardioprotekcinio efekto ar 
net padidino mirtingumą. Laisvo vitamino E didelės koncentracijos pažeidžia 
ląstelės membranas ir sukelia toksinį šoką. 

Būtent čia ir praverčia nanodalelių inkapsuliavimas. Kai tos pačios 
(10 µg/ml) koncentracijos kurkuminas ir vitaminas E buvo inkapsuliuoti į 
PLGA nanodaleles, buvo pastebėtas ne tik visiškai išnykęs toksiškumas, bet 
ir stipriausias kardioprotekcinis poveikis H/R sąlygomis – ląstelių gyvybin-
gumas reikšmingai padidėjo, susitraukimų parametrai normalizavosi, o ROS 
lygis sumažėjo. Nanonešiklis, laipsniškai ir kontroliuojamai atpalaiduodamas 
antioksidantą ląstelės viduje, neleidžia susidaryti staigiam antioksidanto 
koncentracijos pikui. 

Vertinant specifinį šių medžiagų poveikį, kurkuminas literatūroje daž-
niausiai minimas kaip sisteminis priešuždegiminis agentas (NF-κB, TNF-α 
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slopiklis). Kadangi mūsų naudotame ląsteliniame in vitro modelyje cirkuliuo-
jančių imuninių ląstelių (kurios būtų pagrindinis citokinų šaltinis) nebuvo, 
todėl PLGA-Cur sukeltas efektas įrodė tiesioginį kurkumino poveikį 
kardiomiocitams. Seahorse analizė patvirtino, kad PLGA-Cur reikšmingai 
pagerino mitochondrijų funkciją – padidino bazinį ir maksimalų kvėpavimą. 

Mūsų tyrime gauti Seahorse analizės rezultatai parodė, kad PLGA-Cur 
po H/R pažaidos reikšmingai išsaugojo mitochondrijų bazinį ir maksimalų 
kvėpavimą bei su ATP gamyba susijusį deguonies suvartojimą, o MitoSOX 
duomenys patvirtino sumažėjusią ROS gamybą. Nors šiame darbe tiesio-
giniai molekuliniai kurkumino taikiniai (pvz., baltymų raiška ar lipidų perok-
sidacijos laipsnis) nebuvo vertinami, visgi mūsų stebimas funkcinis bioener-
gijos išsaugojimas koreliuoja su kitų tyrėjų aprašytais kardioprotekciniais 
mechanizmais. Pavyzdžiui, Ashrafizadeh ir kt. (2020) bei Wu ir kt. (2020) in 
vitro modeliuose įrodė, kad kurkuminas aktyvuoja Nrf2/HO-1 ašį padidin-
damas ląstelės endogeninį antioksidacinį pajėgumą ir atsparumą oksidaci-
niam stresui [8, 164]. Tikėtina, kad mūsų modelyje nustatytas ROS sumažėji-
mas ir gyvybingumo padidėjimas yra nulemtas panašių viduląstelinių 
adaptacinių procesų. Kadangi H/R sukeltas mPTP porų atsivėrimas klasiškai 
lemia visišką mitochondrijų membranos potencialo išnykimą ir oksidacinio 
fosforilinimo sustabdymą [5], todėl mūsų užfiksuotas ATP gamybos para-
metrų atsistatymas PLGA-Cur grupėje netiesiogiai rodo, jog kritinis slenkstis 
mPTP atsivėrimui nebuvo pasiektas. Norint galutinai patvirtinti šiuos specifi-
nius apsaugos mechanizmus (Nrf2 aktyvaciją ir mPTP slopinimą) nanoda-
lelių fone, būtini tolesni tiksliniai molekuliniai tyrimai. 

Mūsų tyrime PLGA-vit. E nanodalelės pademonstravo stipriausią 
kardioprotekcinį efektą: buvo nustatytas ne tik didžiausias kardiomiocitų 
gyvybingumas po H/R pažaidos, bet ir reikšmingas mitochondrijų bioener-
gijos atsistatymas. Seahorse analizė parodė, kad PLGA-vit. E grupėje su ATP 
gamyba susietas deguonies suvartojimo greitis (DSG) ir laisvasis kvėpavimo 
pajėgumas buvo vidutiniškai 30 proc. didesni lyginant su negydyta H/R grupe 
[4]. 

Šis bioenergijos stabilumas yra tiesiogiai susijęs su specifiniu vitamino E 
lokalizavimusi mitochondrijų vidinėje membranoje (MVM). MVM pasižymi 
unikalia sudėtimi, kurioje gausu kardiolipino – fosfolipido, būtino elektronų 
pernašos grandinės superkompleksams formuotis ir stabilizuoti [247, 248]. 
Reoksigenacijos fazėje susidarantis didesnis ROS kiekis sukelia grandinines 
lipidų peroksidacijos reakcijas, kurioms kardiolipinas yra itin jautrus dėl savo 
polinesočiųjų riebalų rūgščių liekanų. Kardiolipino oksidacija sukelia elekt-
ronų pernašos grandinės superkompleksų destabilizaciją. Dėl to sutrinka 
efektyvus elektronų perdavimas tarp I, III ir IV kompleksų, didėja elektronų 
nuotekis bei generuojamas papildomas ROS kiekis [249]. 
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Tikėtina, kad dėl PLGA-vit. E nanotransporto sistemos užtikrinta ir 
kontroliuojama vitamino E koncentracija efektyviai nutraukia peroksidacijos 
kaskadą būtent MVM lygmenyje. Neutralizuodamas lipidų peroksilo radika-
lus, vitaminas E apsaugo kardiolipino molekulinį vientisumą ir taip išsaugo 
elektronų pernašos grandinės superkompleksų struktūrinę integraciją. Tai 
tiesiogiai paaiškina mūsų užfiksuotą 30 proc. didesnį laisvąjį kvėpavimo 
pajėgumą: struktūriškai stabilizuoti EPG kompleksai leidžia mitochondri-
joms išlaikyti didesnį funkcinį rezervą ir efektyviau reaguoti į metabolinį 
stresą (FCCP stimuliaciją) [4]. Be to, mitochondrijų vidinės membranos 
vientisumo išsaugojimas užkerta kelią nespecifiniam protonų nuotekiui atgal 
į mitochondrijų matricą ir leidžia palaikyti optimalų elektrocheminį gradientą 
(Δψm) bei užtikrina maksimalų ATP sintazės (V komplekso) našumą. Vadi-
nasi, PLGA-vit. E poveikis kardiomiocitų išgyvenamumui nulemtas ne tik 
bendros antioksidacinės apsaugos, bet ir specifinio mitochondrijų stabiliza-
vimo. 

Vaistinės melisos nanopūslelių sukeltas metabolinis  
perprogramavimas – apsauginis mitochondrijų slopinimas  

ir glikolizės aktyvinimas 

Antra šio tyrimo dalis buvo skirta natūralių vaistinės melisos nanopūsle-
lių poveikio analizei. Skirtingai nei sintetinės PLGA nanodalelės, veikiančios 
kaip tikslinio poveikio nešikliai skirti konkrečiai veikliajai medžiagai, MO 
NP pasižymi kompleksine sudėtimi. Mūsų atlikta UPLC analizė patvirtino, 
kad šiose pūslelėse yra sukoncentruoti polifenoliniai junginiai, pvz., 
rozmarino ir kofeino rūgštys (8 pav.). Nors pradinė hipotezė rėmėsi prielaida, 
kad MO NP veiks kaip tiesioginiai antioksidantų nešikliai (analogiškai PLGA 
sistemoms), tačiau gauti bioenerginiai rodikliai atskleidė kitokį kardiomio-
citų atsako profilį. 

Eksperimentų duomenys parodė, kad MO NP moduliuoja kardiomiocitų 
energijos metabolizmą ne tik per oksidacinio streso slopinimą, bet ir per 
tiesioginį poveikį bioenerginiams parametrams. Seahorse analizė atskleidė, 
kad ir normoksijos, ir H/R sąlygomis MO NP reikšmingai sumažina mito-
chondrijų DSG, maksimalų kvėpavimą bei su kvėpavimu susietą ATP gamy-
bą [4]. Kartu buvo užfiksuotas neigiamas chronotropinis efektas – kardiomio-
citų susitraukimų dažnio sumažėjimas. Nepaisant šio sisteminio bioenergijos 
slopinimo, ląstelių gyvybingumas po H/R pažaidos MO NP grupėje buvo 
maždaug 30 proc. didesnis nei kontrolinėje grupėje [4]. 

Šis dėsningumas (sumažėjęs mitochondrijų kvėpavimas esant didesniam 
išgyvenamumui) buvo detaliau paaiškintas vertinant URG. Statistiškai reikš-
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mingas URG padidėjimas MO NP grupėje rodo suaktyvėjusią laktato produk-
ciją; tas indikuoja kardiomiocitų energijos profilio poslinkį link anaerobinės 
glikolizės. Toks metabolinis perprogramavimas (metabolic reprogramming) 
primena embrioniniam miokardui būdingą energinę adaptaciją arba vėžinėse 
ląstelėse vykstantį Varburgo efektą, kai energijos gamyba perorientuojama į 
glikolizę net ir esant pakankamai deguonies sklaidai [39]. 

H/R pažaidos kontekste šis metabolinis perėjimas vertintinas kaip apsau-
ginė strategija. Žinoma, kad intensyvios reoksigenacijos momentu pažeista 
mitochondrijų elektronų pernašos grandinė (ypač I ir III kompleksai) nesu-
geba efektyviai perduoti elektronų, todėl jie tiesiogiai redukuoja molekulinį 
deguonį generuodami masinį ROS kiekį [37]. MO NP sukeltas DSG suma-
žėjimas rodo apribotą elektronų srautą per mitochondrijas. Tai leidžia daryti 
prielaidą, kad mitochondrijų aktyvumo sumažinimas prieš reoksigenaciją 
prevenciškai apriboja ROS pliūpsnio tikimybę; tą patvirtino ir mūsų atlikti 
matavimai MitoSOX zondu [4]. Tuo metu suaktyvinta glikolizė užtikrina 
minimalų ATP kiekį, būtiną jonų homeostazei (Na⁺/K⁺-ATPazei) palaikyti ir 
taip išvengti negrįžtamos ląstelių pažaidos [39]. 

Mechanizmas, kuriuo MO NP sukelia šį perprogramavimą, galimai yra 
kompleksinis. Nustatyta didelė rozmarino rūgšties koncentracija pūslelėse 
gali tiesiogiai moduliuoti mitochondrijų fermentų veiklą. Tačiau remiantis 
naujausia literatūra, galima kelti hipotezę dėl tarparalystinės genų raiškos 
reguliacijos, medijuojamos augalinių miRNR. Augalinės miRNR (pvz., 
miR156, miR168) pasižymi 2′-O-metilinimu, apsaugančiu jas nuo degrada-
cijos žinduolių ląstelėse [318]. Nors šiame tyrime miRNR poveikis nebuvo 
tiesiogiai matuojamas, tačiau literatūroje aprašytas jų gebėjimas slopinti 
mTOR kelią ar mitochondrijų biogenezės genus sutampa su mūsų pastebėtu 
bioenerginiu fenotipu [310, 317]. Todėl galima daryti pagrįstą prielaidą, kad 
MO NP veikia ne tik kaip polifenolių šaltinis, bet ir kaip bioaktyvi sistema, 
laikinai pakeičianti kardiomiocitų energijos režimą saugesniu glikolitiniu 
modeliu. 

Tyrimo klinikinio ir praktinio pritaikymo perspektyvos 

Šios disertacijos rezultatai atveria naujas, klinikinei praktikai ypač aktua-
lias perspektyvas sprendžiant miokardo reperfuzinės pažaidos problemą. 
Nors PTVAA yra ŪMI gydymo „auksinis standartas“, vis dėlto dar neturime 
vaisto, kuris efektyviai užkirstų kelią ląstelių pažeidimui reperfuzijos 
momentu. Mūsų tyrimas siūlo dvi labai aiškias kryptis. 

PLGA yra vienas iš nedaugelio nanopolimerų, jau turinčių FDA ir EMA 
patvirtinimą vartoti žmonėms, todėl kelias į klinikinius tyrimus atviras. 
Praktiškai šios nanodalelės galėtų būti suleidžiamos intrakoronariškai (tiesiai 
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į vainikinę arteriją) per kateterį PTVAA procedūros metu likus kelioms minu-
tėms iki stento išplėtimo ir kraujotakos atkūrimo. Dėl PLGA pH jautrumo 
nanodalelės kraujotakoje išliktų stabilios, tačiau atsidūrusios išemijos pažeis-
toje zonoje, kur audinių pH yra stipriai sumažėjęs dėl laktato sankaupos, imtų 
greitai skaidytis [341]. Tai užtikrintų masinį antioksidanto atpalaidavimą 
būtent toje vietoje ir tuo laiku, kai susidaro ROS pliūpsnis, ir taip užkirstų 
kelią mitochondrijų membranų peroksidacijai [342]. Be to, šios nanodalelės 
galėtų būti įmaišomos į kardiopleginius tirpalus atliekant atviras širdies 
operacijas (aortos vainikinių jungčių suformavimą), kur miokardas taip pat 
patiria kontroliuojamą išemiją ir reperfuziją. 

Vaistinės melisos nanopūslelių pademonstruotas gebėjimas sukelti 
ląstelių oksidacinio fosforilinimo slopinimą ir perėjimą prie glikolizės yra 
perspektyvus transplantologijai. Viena didžiausių širdies persodinimo prob-
lemų yra saugus donoro organo išlaikymas transportavimo metu. Pridėjus 
MO NP į organų konservavimo tirpalus, donoro širdies metabolinis greitis 
galėtų būti laikinai sumažintas ir apsaugotų audinius nuo išemijos-reperfuzi-
jos smūgio tausojant ATP rezervus ir slopinant oksidacinį stresą transplanta-
cijos metu. 

Kadangi augalinės kilmės nanopūslelės pasižymi stabilumu rūgštinėje 
skrandžio terpėje bei atsparumu virškinimo fermentų poveikiui [112, 114, 
117], jos gali sėkmingai pasiekti žarnyną ir būti pasisavinamos per žarnyno 
epitelio ląsteles [113, 120]. Atsižvelgiant į tai, kad daugelis augalų nanopūs-
lelių yra išskiriamos iš valgomųjų augalų ir pasižymi minimaliu imunogeniš-
kumu bei geru biosuderinamumu, todėl vertinamos kaip saugi platforma 
terapinių molekulių peroraliam pristatymui [114, 120]. Ateityje šios nanopūs-
lelės galėtų būti tiriamos kaip peroraliniai papildai ar funkcinis maistas lėtinei 
miokardo apsaugai siekiant per ilgalaikę tarparalystinę genų raiškos modulia-
ciją padidinti kardiomiocitų atsparumą oksidaciniam stresui bei išeminei 
pažaidai [112, 317]. 

Tyrimo ribotumai ir ateities perspektyvos 

Nors šiame darbe gauti originalūs ir inovatyvūs rezultatai reikšmingai 
praplečia supratimą apie nanomedicinos pritaikymą kardiologijai, visgi būti-
na atsižvelgti į tyrimo ribotumus, kurie nurodo kelius tolesniems moksli-
niams ieškojimams. 

Pagrindinis tyrimo objektas buvo išskirti pirminiai žiurkės kardiomio-
citai in vitro modelyje. Nors šis modelis leidžia tirti molekulinius, mito-
chondrinius ir bioenerginius mechanizmus, vis dėlto jis negali visiškai 
atspindėti sudėtingos viso organizmo in vivo sistemos. Mūsų modelyje nebu-
vo vertinamas sisteminis imuniteto (cirkuliuojančių makrofagų, T-limfocitų, 
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neutrofilų infiltracijos) indėlis į H/R pažaidą, neurohormoninės sistemos 
įtaka bei hemodinaminiai kraujospūdžio pakitimai. Klinikinėje praktikoje 
reperfuzinės pažaidos apimtis stipriai priklauso nuo uždegiminių ląstelių, 
atkeliaujančių su atsikuriančia kraujotaka sukeliamo antrinio pažeidimo. 
Nors nustatėme, kad kardiomiocitai patys išskiria chemotaktinius citokinus 
(GM-CSF, IL-6), tačiau tikra šio reiškinio patologinė prasmė galėtų būti 
patvirtinta tik atlikus tyrimus su bendra kultūra kartu su imuninėmis 
ląstelėmis arba taikant in vivo miokardo infarkto (LAD arterijos perrišimo) 
modelius gyvūnams ir vertinant infarkto zonos dydį (TTC dažymu) bei 
širdies funkcinio pajėgumo pakitimus echokardiografijos metodu. 

Nors šiame darbe užfiksavome specifinį kardiomiocitų metabolinio 
profilio poslinkį link glikolitinės energijos gamybos veikiant MO NP, tačiau 
tikslus šio reiškinio molekulinis mechanizmas reikalauja tolesnių detalių 
tyrimų. Prielaida, kad šis perprogramavimas gali būti tarparalystinės genų 
raiškos reguliacijos rezultatas, daroma remiantis mūsų nustatytu bioenergijos 
fenotipu (DSG slopinimu ir URG didėjimu) bei publikuotais duomenimis 
apie augalinių nanopūslelių miRNR stabilumą ir jų gebėjimą tiesiogiai 
taikytis į žinduolių metabolinius kelius [112, 317, 318]. 

Siekiant šią hipotezę pagrįsti empiriškai, ateities tyrimuose būtina atlikti 
MO NP RNR-sekvenavimą (angl. RNA-seq) tiksliai identifikuojant esamas 
miRNR sekas ir pritaikyti proteominę bei transkriptominę kardiomiocitų 
analizę. Tai leistų nustatyti, ar pastebėtas mitochondrijų funkcijos slopinimas 
yra susijęs su specifinių genų, koduojančių elektronų pernašos grandinės 
kompleksus ar pagrindinius metabolinius reguliatorius (pvz., mTOR, AMPK 
signalinius kelius ar PGC-1α ekspresiją), nutildymu. Be to, tyrimo išplėtimas 
naudojant žmogaus indukuotų pliuripotencinių kamieninių ląstelių kilmės 
kardiomiocitus (hiPSC-CMs), suteiktų esminių žinių apie šių mechanizmų 
relevantiškumą žmogaus organizmo biologijai ir padėtų pagrindą klinikiniam 
MO NP taikymui. Nepaisant minėtų ribotumų, atliktas darbas pagrindžia 
inovatyvių nanotransporto sistemų perspektyvas gerinti kardiomiocitų 
atsparumą stresui ir suformuoja pagrindą tolesniam jų taikymui praktinėje 
medicinoje. 
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neutrofilų infiltracijos) indėlis į H/R pažaidą, neurohormoninės sistemos 
įtaka bei hemodinaminiai kraujospūdžio pakitimai. Klinikinėje praktikoje 
reperfuzinės pažaidos apimtis stipriai priklauso nuo uždegiminių ląstelių, 
atkeliaujančių su atsikuriančia kraujotaka sukeliamo antrinio pažeidimo. 
Nors nustatėme, kad kardiomiocitai patys išskiria chemotaktinius citokinus 
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ląstelėmis arba taikant in vivo miokardo infarkto (LAD arterijos perrišimo) 
modelius gyvūnams ir vertinant infarkto zonos dydį (TTC dažymu) bei 
širdies funkcinio pajėgumo pakitimus echokardiografijos metodu. 

Nors šiame darbe užfiksavome specifinį kardiomiocitų metabolinio 
profilio poslinkį link glikolitinės energijos gamybos veikiant MO NP, tačiau 
tikslus šio reiškinio molekulinis mechanizmas reikalauja tolesnių detalių 
tyrimų. Prielaida, kad šis perprogramavimas gali būti tarparalystinės genų 
raiškos reguliacijos rezultatas, daroma remiantis mūsų nustatytu bioenergijos 
fenotipu (DSG slopinimu ir URG didėjimu) bei publikuotais duomenimis 
apie augalinių nanopūslelių miRNR stabilumą ir jų gebėjimą tiesiogiai 
taikytis į žinduolių metabolinius kelius [112, 317, 318]. 

Siekiant šią hipotezę pagrįsti empiriškai, ateities tyrimuose būtina atlikti 
MO NP RNR-sekvenavimą (angl. RNA-seq) tiksliai identifikuojant esamas 
miRNR sekas ir pritaikyti proteominę bei transkriptominę kardiomiocitų 
analizę. Tai leistų nustatyti, ar pastebėtas mitochondrijų funkcijos slopinimas 
yra susijęs su specifinių genų, koduojančių elektronų pernašos grandinės 
kompleksus ar pagrindinius metabolinius reguliatorius (pvz., mTOR, AMPK 
signalinius kelius ar PGC-1α ekspresiją), nutildymu. Be to, tyrimo išplėtimas 
naudojant žmogaus indukuotų pliuripotencinių kamieninių ląstelių kilmės 
kardiomiocitus (hiPSC-CMs), suteiktų esminių žinių apie šių mechanizmų 
relevantiškumą žmogaus organizmo biologijai ir padėtų pagrindą klinikiniam 
MO NP taikymui. Nepaisant minėtų ribotumų, atliktas darbas pagrindžia 
inovatyvių nanotransporto sistemų perspektyvas gerinti kardiomiocitų 
atsparumą stresui ir suformuoja pagrindą tolesniam jų taikymui praktinėje 
medicinoje. 
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IŠVADOS 

1. In vitro H/R modelis, kartu veikiant SARS-CoV-2 RBD fragmentui 
(100 ng/ml), sukėlė bioenergetinį nepakankamumą kardiomiocitų kultū-
roje: ląstelių gyvybingumo sumažėjimą iki 70 proc. (papildomas 10 proc. 
nuosmukis lyginant su izoliuota H/R pažaida), mitochondrinės ATP 
gamybos normoksijos sąlygomis sumažėjimą 30 proc., bei laisvojo kvė-
pavimo pajėgumo sumažėjimą 50 proc. Taip pat sutrikdė kontraktilinę 
funkciją: susitraukimų dažnis sumažėjo iki 3 k./s (lyginant su 4,2 k./s 
izoliuoto H/R atveju ir 6,6 k./s normoksijoje), sistolės trukmė prailgėjo 
iki 0,33 s (izoliuoto H/R atveju – 0,27 s, normoksijoje – 0,15 s), o diasto-
lės trukmė pailgėjo iki 0,085 s (izoliuoto H/R atveju – 0,08 s, normok-
sijoje – 0,06 s). 
Be to, SARS-CoV-2 RBD fragmentas veikė kaip uždegimą sukeliantis 
stresorius: H/R sąlygomis jis padidino IL-6 genų raišką 2,5 karto, 
Cxcl1 – 2,6 karto, o IL-1β – daugiau nei 4 kartus. Baltymų sekrecijos 
lygmenyje tai išprovokavo statistiškai patikimą (p < 0,001) citokinų 
gamybos šuolį: GM-CSF koncentracija išaugo nuo 0,25 iki 2,0 pg/ml, 
IL-1β – nuo 0,5 iki 1,5 pg/ml, IL-6 – nuo 1,0 iki 7,0 pg/ml, o TNF-α – 
nuo 0,01 iki 0,2 pg/ml (palyginimui, izoliuoto H/R atveju bazinė TNF-α 
koncentracija padidėjo tik nuo 0,9 iki 1,4 pg/ml). 

2. PLGA nešiklis leido į ląstelių vidų saugiai pernešti 10 µg/ml antioksi-
dantų koncentraciją, kuri laisvoje formoje (ištirpinta DMSO) buvo cito-
toksiška: laisvas vitaminas E kardiomiocitų metabolinį aktyvumą normok-
sijos sąlygomis sumažino 32 proc. (gyvybingumas nukrito iki 68 proc.). 
Dėl pH priklausomo skilimo, antioksidantai rūgštinėje aplinkoje (pH 5,5) 
buvo atpalaiduojami 2,5 karto sparčiau nei esant pH 7,4 (per 110 val. 
išsiskyrė 100 proc. kurkumino ir 75 proc. vitamino E). Toks laipsniškas 
atpalaidavimas H/R sąlygomis PLGA-vit. E grupėje gyvybingumą padi-
dino 26 proc., susitraukimo laiką sutrumpino nuo 0,2 s į 0,1 s ir padidino 
susitraukimų dažnį iki 14 k./s.  
Priešingai, vaistinės melisos nanopūslelės (8 µg/ml dozė) normoksijos 
sąlygomis slopino gyvybingumą bei kontrakcijas: susitraukimo laiką 
prailgino 2 kartus, o dažnį suretino 3 kartus (nuo 18 iki 6 k./s). Tačiau po 
H/R pažeidimo ši dozė gyvybingumą padidino 30 proc., sutrumpino 
bendrą susitraukimo trukmę 2,5 karto (nuo 0,3 s iki 0,12 s) ir padidino 
susitraukimų dažnį 2,5 karto (nuo 4 iki 10 k./s). 
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3. PLGA nanodalelės (užpildytos kurkuminu ir vitaminu E) stabilizavo 
mitochondrijų kvėpavimo funkciją H/R sąlygomis. PLGA-vit. E grupėje 
bazinis kvėpavimas padidėjo nuo 125 iki 185 pmol/min./mg baltymo, 
maksimalus kvėpavimas išaugo nuo 290 iki 450 pmol/min./mg, laisvasis 
kvėpavimo pajėgumas pakilo nuo 165 iki 265 pmol/min./mg, o su kvėpa-
vimu susijusi ATP gamyba padidėjo nuo 60 iki 90 pmol/min./mg.  
Tuo tarpu vaistinės melisos nanopūslelės (esant 8 µg/ml dozei) H/R 
sąlygomis statistiškai reikšmingai (p < 0,05) slopino maksimalų mito-
chondrijų kvėpavimą (sumažino nuo 250 iki 150 pmol/min./mg baltymo) 
bei su juo susietą ATP gamybą (nuo 55 iki 15 pmol/min./mg baltymo), 
kas apribojo ROS gamybą. Tuo pat metu aktyvėjo glikolizė: užląstelinio 
rūgštėjimo greitis (URG) padidėjo 2 kartus – nuo 50 iki 100 mpH/min./ 
0,02 mg baltymo (p < 0,01). 
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3. PLGA nanodalelės (užpildytos kurkuminu ir vitaminu E) stabilizavo 
mitochondrijų kvėpavimo funkciją H/R sąlygomis. PLGA-vit. E grupėje 
bazinis kvėpavimas padidėjo nuo 125 iki 185 pmol/min./mg baltymo, 
maksimalus kvėpavimas išaugo nuo 290 iki 450 pmol/min./mg, laisvasis 
kvėpavimo pajėgumas pakilo nuo 165 iki 265 pmol/min./mg, o su kvėpa-
vimu susijusi ATP gamyba padidėjo nuo 60 iki 90 pmol/min./mg.  
Tuo tarpu vaistinės melisos nanopūslelės (esant 8 µg/ml dozei) H/R 
sąlygomis statistiškai reikšmingai (p < 0,05) slopino maksimalų mito-
chondrijų kvėpavimą (sumažino nuo 250 iki 150 pmol/min./mg baltymo) 
bei su juo susietą ATP gamybą (nuo 55 iki 15 pmol/min./mg baltymo), 
kas apribojo ROS gamybą. Tuo pat metu aktyvėjo glikolizė: užląstelinio 
rūgštėjimo greitis (URG) padidėjo 2 kartus – nuo 50 iki 100 mpH/min./ 
0,02 mg baltymo (p < 0,01). 
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PRAKTINĖS REKOMENDACIJOS 

Remiantis atlikto tyrimo rezultatais, teikiamos šios rekomendacijos: 
1. Siekiant apsaugoti miokardą nuo reoksigenacijos sukelto oksidacinio 

streso, rekomenduojama lipofilinius antioksidantus (vitaminą E, kurku-
miną) vartoti inkapsuliuotus į polimerinius nešiklius (pvz., PLGA). Tai 
leidžia kardiomiocituose saugiai pasiekti iki 10 µg/ml terapinę koncent-
raciją, kuri, šio tyrimo duomenimis, būdama laisvos formos, sukelia 
stiprų citotoksinį poveikį (> 40 proc. sumažėjusį ląstelių metabolinį 
aktyvumą). 

2. Kuriant vaistų pristatymo sistemas kardiologijai, tikslinga naudoti pH 
jautrius polimerus, kurių degradacija paspartėja esant pH 5,5. Tai leidžia 
užtikrinti selektyvų antioksidantų atpalaidavimą būtent išemijos/hipok-
sijos pažeistose zonose – kur vystosi metabolinė acidozė – ir taip mini-
mizuoti sisteminį poveikį fiziologinio pH (7,4) audiniams. 

3. Vertinant kardiomiocitų apsaugos strategijas, rekomenduojama tirti MO 
NP kaip priemonę, sukeliančią laikiną kardiomiocitų bioenergijos slopi-
nimą. Šis metodas gali būti taikomas kaip prevencinė priemonė, lei-
džianti sumažinti deguonies poreikį ir mitochondrijų ROS produkciją 
kritiniu reoksigenacijos momentu. 

4. Remiantis nustatytu MO NP poveikiu kardiomiocitų bioenergetikai 
(oksidacinio fosforilinimo slopinimu ir neigiamu chronotropiniu efektu), 
siūloma tirti šių nanopūslelių integraciją į kardiopleginius bei organų 
konservavimo tirpalus transplantologijoje. Tai galėtų padėti apsaugoti 
donorinį miokardą nuo energijos išsekimo ir oksidacinės pažaidos 
transportavimo bei operacijos metu. 

5. Eksperimentiniuose ir ikiklinikiniuose tyrimuose su MO NP būtina 
griežtai kontroliuoti dozavimą ir neviršyti 20 µg/ml (skaičiuojant pagal 
pūslelių baltymą) koncentracijos, nes didesnės dozės pasižymi citotok-
siškumu ir negrįžtamai sutrikdo bazinį kardiomiocitų metabolinį akty-
vumą. 

6. Planuojant ikiklinikinius tyrimus in vivo, rekomenduojama prioritetą 
teikti PLGA-vit. E nanodalelių intrakoronariniam skyrimui (pvz., prieš 
atkuriant kraujotaką vainikinėje arterijoje). Mūsų tyrime būtent šis 
derinys pademonstravo didžiausią potencialą stabilizuojant kardiomio-
citų bioenergiją (ATP gamybą ir laisvąjį kvėpavimo pajėgumą) po 
hipoksijos-reoksigenacijos pažaidos. 
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REZULTATŲ APIBENDRINIMAS 

Charakteristika PLGA-Cur PLGA-vit. E MO NP 
Medžiaga Hidrofobinis 

polifenolis iš 
ciberžolės 

Hidrofobinis vitaminas 
(antioksidantas) 

Natūralios augalinės 
kilmės vezikulės su 
polifenoliais (rozmarino 
r. ir kt.) bei miRNR 

Nešiklio tipas Sintetinis kopoli-
meras (PLGA) 

Sintetinis kopolimeras 
(PLGA) 

Nėra (pati nanopūslelė 
yra natūralus lipidinis 
nešiklis) 

Optimali 
koncentracija 

10 µg/ml (PLGA 
formoje) 

10 µg/ml (PLGA 
formoje) 

8 µg/ml (pagal pūslelių 
baltymą) 

Poveikis gyvy-
bingumui (H/R) 

Reikšmingai padi-
dino (~20 proc.), 
efektyviau nei 
laisva forma 

Didžiausias efektas 
(~26 proc. padidėji-
mas), visiškai neutra-
lizuotas laisvos formos 
toksiškumas 

Reikšmingai padidino 
(~30 proc.), tačiau 
pasižymi siauru 
terapiniu langu 

Poveikis 
mitochondrijų 
kvėpavimui 

Padidino bazinį ir 
maksimalų kvėpa-
vimą, atkūrė bio-
energijos funkciją 

Stipriausiai atkūrė 
ATP gamybą ir laisvąjį 
kvėpavimo pajėgumą 

Sumažino O₂ suvartoji-
mą (DSG), bet kompen-
saciškai suaktyvino gli-
kolizę (padidėjo URG) 

Poveikis ROS 
gamybai 

Reikšmingai 
sumažino 

Efektyviausiai neutra-
lizavo ROS produkciją 
(lipidų peroksidacijos 
prevencija) 

Sumažino (dėl tikslingo 
oksidacinio fosforilini-
mo slopinimo) 

Funkcinis povei-
kis (kontrakcijos) 

Atkūrė susitrauki-
mo parametrus 

Stipriai pagerino, 
reikšmingai sutrumpi-
no sistolės ir diastolės 
trukmę 

Neigiamas chronotro-
pinis efektas – stipriai 
sulėtino susitraukimų 
dažnį 

Sąsajos su 
literatūra 

Atitinka [216, 344] 
tyrimus (inkapsu-
liacija į polimerus 
reikšmingai didina 
efektyvumą) 

Papildo ir praplečia 
[317] tyrimus įrodant 
nanonešiklio būtinybę 
toksiniam pikui (TMP) 
išvengti 

Apsauginis mechaniz-
mas pagrįstas metaboli-
niu perprogramavimu, 
panašiu į Varburgo 
efektą 

Pagrindinis veiki-
mo mechanizmas 

Antioksidacinis, 
mitochondrijų 
membranos poten-
cialo palaikymas 

Membranų stabilizavi-
mas, tiesioginė lipidų 
peroksidacijos preven-
cija 

Mitochondrijų kvėpa-
vimo slopinimas ir 
perėjimas prie glikolizės 

Galimas kliniki-
nis potencialas 

Tikslinė terapija 
esant dideliam 
oksidaciniam 
stresui 

Ūminė reperfuzijos 
terapija mitochondrijų 
membranų apsaugai 
(pvz., PTVAA metu) 

Organų apsauga per 
metabolinį perprogra-
mavimą (deguonies 
poreikio sumažinimą) 
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REZULTATŲ APIBENDRINIMAS 

Charakteristika PLGA-Cur PLGA-vit. E MO NP 
Medžiaga Hidrofobinis 

polifenolis iš 
ciberžolės 

Hidrofobinis vitaminas 
(antioksidantas) 

Natūralios augalinės 
kilmės vezikulės su 
polifenoliais (rozmarino 
r. ir kt.) bei miRNR 

Nešiklio tipas Sintetinis kopoli-
meras (PLGA) 

Sintetinis kopolimeras 
(PLGA) 

Nėra (pati nanopūslelė 
yra natūralus lipidinis 
nešiklis) 

Optimali 
koncentracija 

10 µg/ml (PLGA 
formoje) 

10 µg/ml (PLGA 
formoje) 

8 µg/ml (pagal pūslelių 
baltymą) 

Poveikis gyvy-
bingumui (H/R) 

Reikšmingai padi-
dino (~20 proc.), 
efektyviau nei 
laisva forma 

Didžiausias efektas 
(~26 proc. padidėji-
mas), visiškai neutra-
lizuotas laisvos formos 
toksiškumas 

Reikšmingai padidino 
(~30 proc.), tačiau 
pasižymi siauru 
terapiniu langu 

Poveikis 
mitochondrijų 
kvėpavimui 

Padidino bazinį ir 
maksimalų kvėpa-
vimą, atkūrė bio-
energijos funkciją 

Stipriausiai atkūrė 
ATP gamybą ir laisvąjį 
kvėpavimo pajėgumą 

Sumažino O₂ suvartoji-
mą (DSG), bet kompen-
saciškai suaktyvino gli-
kolizę (padidėjo URG) 

Poveikis ROS 
gamybai 

Reikšmingai 
sumažino 

Efektyviausiai neutra-
lizavo ROS produkciją 
(lipidų peroksidacijos 
prevencija) 

Sumažino (dėl tikslingo 
oksidacinio fosforilini-
mo slopinimo) 

Funkcinis povei-
kis (kontrakcijos) 

Atkūrė susitrauki-
mo parametrus 

Stipriai pagerino, 
reikšmingai sutrumpi-
no sistolės ir diastolės 
trukmę 

Neigiamas chronotro-
pinis efektas – stipriai 
sulėtino susitraukimų 
dažnį 

Sąsajos su 
literatūra 

Atitinka [216, 344] 
tyrimus (inkapsu-
liacija į polimerus 
reikšmingai didina 
efektyvumą) 

Papildo ir praplečia 
[317] tyrimus įrodant 
nanonešiklio būtinybę 
toksiniam pikui (TMP) 
išvengti 

Apsauginis mechaniz-
mas pagrįstas metaboli-
niu perprogramavimu, 
panašiu į Varburgo 
efektą 

Pagrindinis veiki-
mo mechanizmas 

Antioksidacinis, 
mitochondrijų 
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SUMMARY 

ABBREVIATIONS 

ACE2 – angiotensin-converting enzyme 2 
AMI – acute myocardial infarction 
ANOVA – analysis of variance 
ARRIVE – Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments 
ATP – adenosine triphosphate 
cTnT – cardiac troponin T 
Cur – curcumin 
CVD – cardiovascular diseases 
DLS – dynamic light scattering 
DMEM – Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DMSO – dimethyl sulfoxide 
ECAR – extracellular acidification rate (indicates glycolysis) 
EE – encapsulation efficiency 
FCCP – carbonyl cyanide-4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone 
GM-CSF – granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 
H/R – hypoxia-reoxygenation 
IL – interleukin (e.g., IL-1β, IL-6) 
I/R – ischaemia-reperfusion 
LC/MS-MS – liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
miRNA – microRNA 
MO NV – Melissa officinalis (latin) nanovesicles 
mPTP – mitochondrial permeability transition pore 
mRNA – messenger ribonucleic acid 
MWCO – molecular weight cut-off 
N – normoxia 
ND – nanoparticles (typically referring to synthetic PLGA) 
NTA – nanoparticle tracking analysis 
OCR – oxygen consumption rate (indicates mitochondrial respiration) 
PDI – polydispersity index 
PDNV – plant-derived nanovesicles 
PLGA – poly(lactic-co-glycolic acid) 
RBD – receptor-binding domain (of the SARS-CoV-2 spike protein) 
ROS – reactive oxygen species 
SARS-CoV-2 – severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 
SEM – scanning electron microscopy 
TNF-α – tumor necrosis factor-alpha 
vit. E – vitamin E (alpha-tocopherol) 
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INTRODUCTION 

Relevance of the research 
Preventing tissue damage during blood flow restoration after a myocar-

dial infarction is still a major clinical challenge. Cardiovascular diseases 
(CVD) are the primary cause of global mortality [1], with acute myocardial 
infarction (AMI) representing the most severe form. The standard treatment 
for AMI is rapid reperfusion. While necessary, this process triggers ischemia-
reperfusion (I/R) injury [2]. At the cellular level, I/R is simulated as hypoxia-
reoxygenation (H/R). This stress causes a massive release of reactive oxygen 
species (ROS), intracellular calcium overload, and the opening of the mito-
chondrial permeability transition pore (mPTP), leading to irreversible cardio-
myocyte death [3, 5]. 

Our study results suggest that cardiomyocyte injury is further exacer-
bated by external factors, including systemic inflammatory signals and viral 
components. In this study, we used an in vitro model, where the SARS-CoV-2 
spike protein RBD interacted with ACE2 on cardiomyocytes, contributing to 
impaired mitochondrial bioenergetics and increased secretion of pro-
inflammatory cytokines. This engagement appears to intensify the baseline 
ischemia/reperfusion injury, highlighting the role of immunometabolic stress 
in amplifying cellular dysfunction [4]. 

Antioxidants like curcumin [6] and vitamin E [7] have the theoretical 
potential to reduce this damage. Curcumin activates the Nrf2 pathway to 
neutralize free radicals [8], while vitamin E protects membranes against lipid 
peroxidation [9]. However, their clinical application is heavily limited by 
poor water solubility, low bioavailability, and non-specific tissue distribution 
[7, 10]. 

Targeted administration systems are required to bypass these pharmaco-
kinetic limits [11]. Synthetic poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) nanopar-
ticles are able to encapsulate hydrophobic drugs, preventing their degradation 
and providing controlled release[12]. Alternatively, plant-derived nanove-
sicles (PDNVs) offer another effective platform [13]. Compared to standard 
plant extracts, these nanovesicles penetrate tissues better, enter cells more 
easily, and provoke less immune response. Melissa officinalis nanovesicles 
(MO NVs) are particularly relevant due to their high content of polyphenols 
(e.g., rosmarinic acid) and small RNAs, which can regulate mammalian 
cellular processes across kingdoms [14, 15]. 
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Scientific novelty of the work 
1. The study describes a “double-hit” in vitro model combining H/R 

stress with viral exposure (SARS-CoV-2 RBD fragment). This 
approach stresses mitochondrial bioenergetics as a primary target in 
multifactorial cardiomyocyte injury [4]. 

2. We utilized a pH-sensitive PLGA nanoparticle system (developed at 
Acıbadem University, Turkey) designed to release therapeutic 
agents rapidly in acidic environments (pH 5.5), which are typical of 
ischemic tissues [341, 342]. This design decreases the cytotoxicity 
usually associated with high doses of free antioxidants [359]. 

3. The research uncovers the specific mechanism by which Melissa 
officinalis nanovesicles provide cardioprotection. MO NVs trigger 
metabolic reprogramming, shifting cellular energy production from 
oxidative phosphorylation to glycolysis to limit ROS-induced 
damage [4, 39]. 

4. Results suggest that plant extracellular vesicles (EVs) act as 
epigenetic modulators of mammalian mitochondria during stress via 
cross-kingdom regulatory pathways [318, 319]. 

The aim of the study 
This study attempts to evaluate changes in cardiomyocyte functional 

states under replicated hypoxia-reoxygenation and SARS-CoV-2 RBD 
exposure, and to determine the cardioprotective efficacy of curcumin- and 
vitamin E-loaded PLGA nanoparticles versus natural Melissa officinalis 
nanovesicles. 

Objectives of the study 
1. To evaluate the impact of the SARS-CoV-2 RBD fragment on the 

magnitude of hypoxia-reoxygenation injury in cultured cardiomyo-
cytes. 

2. To assess how curcumin- and vitamin E-loaded nanoparticles and 
Melissa officinalis nanovesicles affect cell viability and contractility 
during H/R stress. 

3. To determine the extent to which these synthetic and natural 
nanocarriers preserve mitochondrial function following H/R injury. 

 

  



102102 

MATERIALS AND METHODS 

Primary cardiomyocyte isolation and cultivation  
The main experimental model in this study was a primary culture of 

cardiomyocytes obtained from 4–6-day-old neonatal Wistar rat pups. All 
procedures were carried out in strict compliance with the Republic of Lithua-
nia Law on the Care, Keeping, and Use of Animals and followed ARRIVE 
guidelines. 

Neonatal rats were euthanized using the decapitation method and 
dissected using sterile instruments. After that the hearts were quickly 
removed and immediately placed in cold, calcium- and magnesium-free 
Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, GIBCO®, UK). The ventricles were 
dissected, finely minced into fragments smaller than 1 mm3, and subjected to 
enzymatic digestion overnight at 4 °C in a solution of 2.5% trypsin-EDTA 
supplemented with papain (10 U per heart; Sigma-Aldrich, Germany). 

Following incubation, the tissue was mechanically homogenized using 
Pasteur pipettes of decreasing diameters. The resulting cell suspension was 
centrifuged twice at 700 g for 5 minutes. Cells were resuspended in a high-
glucose DMEM medium (GlutaMAX™, GIBCO®) containing 10% fetal 
bovine serum (FBS) and 1% penicillin-streptomycin. The suspension was 
passed through a 40 µm cell strainer to guarantee homogeneity and seeded 
onto gelatin-coated (0.1%) culture dishes. 

The purity of the isolated culture was assessed using immunofluore-
scence staining. Cardiomyocytes were identified by staining for cardiac 
Troponin T (cTnT) using Alexa Fluor™ 568 Phalloidin. Morphological 
assessment and cell counting via ImageJ software confirmed that the culture 
consisted of 84.3 ± 5.2% cardiomyocytes, with the remaining population 
comprising fibroblasts and endothelial cells. Only cultures meeting this 
threshold were used for subsequent bioenergetic assays. 

Synthesis and loading of synthetic PLGA nanoparticles 
All nanoparticle systems used in this study were developed and made by 

Acibadem university in Turkey. Synthetic nanocarriers were developed using 
poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA, 50:50, MM 100 000–125 000 g/mol; 
Corbion, Netherlands). The synthesis was carried out using the oil-in-water 
(o/w) emulsion-solvent evaporation technique. PLGA (25 mg) was dissolved 
in 1 mL of acetone. For drug-loaded particles, 2.5 mg of either curcumin 
(Cur) or alpha-tocopherol (vit. E) was added to this phase. The organic phase 
was added dropwise to 4 mL of a 1.5% (w/v) aqueous solution of polyvinyl 
alcohol (PVA) containing 10 µL of Tween80, while stirring at 1500 rpm. 
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Acetone was evaporated during continuous stirring for 24 hours. The 
resulting nanoparticles were purified by three cycles of centrifugation at 
10 000 g for 10 minutes at 4 °C. To secure exact comparisons, “empty” 
PLGA nanoparticles were synthesized using the same polymer mass as used 
for the drug-loaded groups. Main reagents used are mentioned in Table 1. 

Table 1. Key reagents and manufacturers 

Material / Reagent Source / 
Manufacturer Location 

PLGA (50:50, MM 100–125 kDa) Corbion Netherlands 

Curcumin (Cur) Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA 

Vitamin E (α-tocopherol, ≥ 96%) Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA 

SARS-CoV-2 Spike protein RBD (370–394) Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA 

DMEM with GlutaMAX™ Gibco, Life 
Technologies 

Paisley, UK 

Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco, Life 
Technologies 

Paisley, UK 

Trypsin-EDTA (2.5%) Gibco, Life 
Technologies 

Paisley, UK 

HBSS (without Ca2+/Mg2+) Gibco, Life 
Technologies 

Paisley, UK 

ExoPLANT Lo Nanovesicle Isolation Kit Exolitus Kaunas, Lithuania 

MitoSOX Red Superoxide Indicator Thermo Fisher 
Scientific 

Waltham, MA, 
USA 

Seahorse XFp Cell Mito Stress Test Kit Agilent 
Technologies 

Santa Clara, CA, 
USA 

Power SYBR™ Green PCR Master Mix Thermo Fisher 
Scientific 

Vilnius, Lithuania 

High-Capacity cDNA Reverse Transcription 
Kit 

Thermo Fisher 
Scientific 

Vilnius, Lithuania 

Isolation of natural Melissa officinalis nanovesicles 
Nanovesicles were prepared from Melissa officinalis leaves, and then 

using differential centrifugation together with a commercial isolation kit. The 
dried leaves were ground in liquid nitrogen to maintain molecular integrity, 
and the ExoPLANT Lo Nanovesicle Isolation Kit (Exolitus, Lithuania) was 
used following the manufacturer’s instructions. The resulting suspension was 
passed through a 0.22 µm syringe filter to remove large debris and aggre-
gates, followed by a maturation incubation (16 h at 4 °C). The final MO EV 
preparation was resuspended in PBS and stored at –20 °C. 
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Analytical characterization of nanocarriers 
The concentration (nanovesicles/mL) and size distribution of MO NVs 

were determined using a NanoSight NS300 (Malvern, USA) after diluting 
samples 20–50 times in PBS to achieve optimal detection levels. Dynamic 
Light Scattering (DLS) was used to measure the hydrodynamic diameter and 
polydispersity index (PDI) of synthetic PLGA nanoparticles with a Wyatt 
Technologies Dynapro Nanostar. The zeta potential and surface charge of the 
nanovesicles were measured in a 0.001 M NaCl solution using a Zetasizer 
Nano ZS (Malvern, UK). The morphology of the samples was examined by 
scanning electron microscopy (SEM) after coating with a thin layer of gold, 
and images were captured at 20 kV using a Quattro ESEM (Thermo Fisher 
Scientific). Encapsulation efficiency (IE%) and loading capacity were 
determined via liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-
MS/MS) using an Agilent system in Multiple Reaction Monitoring (MRM) 
mode. Main reagents used are mentioned in Table 1. 

Experimental design  
In order to analyze a myocardial injury, we used in vitro H/R model that 

we established using a specialized hypoxia chamber (Baker Ruskinn, USA). 
In selected groups, cardiomyocytes were pretreated with 100 ng/mL of the 
SARS-CoV-2 spike protein RBD fragment (epitope 370–394; Sigma-
Aldrich) for 24 hours. Cells were then subjected to hypoxia (2% O2, 5% CO2, 
93% N2) at 37 °C for 24 hours. To achieve rapid oxygen deprivation, the 
culture medium was replaced with pre-equilibrated hypoxic medium. Fol-
lowing the hypoxia period, the medium was replaced with standard normoxic 
medium, and the cells were returned to a 21% O2 incubator for an additional 
24 hours. Treatments – PLGA-curcumin (10 µg/mL), PLGA-vitamin E 
(10 µg/mL), or Melissa officinalis extracellular vesicles (8 µg/mL) – were 
applied 24 hours before hypoxia and maintained throughout the H/R cycle. 
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Fig. 1. Comprehensive Experimental Design and Workflow 

The study utilized primary cardiomyocyte cultures isolated from neonatal rat hearts. The 
experimental framework involved a “double-hit” injury model, where cells were subjected 
to either standard Normoxia (48 h) or simulated Hypoxia-Reoxygenation (H/R; 24 h hypoxia 
at 2% O2 followed by 24 h reoxygenation). Experimental groups were pre-treated with free 
pharmacological agents (curcumin, vitamin E), synthetic pH-responsive nanocarriers 
(PLGA-Cur, PLGA-vit. E), and natural Melissa officinalis nanovesicles (MO EV), alongside 
the SARS-CoV-2 RBD epitope for stress modulation. Post-treatment assessments included: 
1) Functional analysis of contractility using the Myocyter plugin; 2) Metabolic activity and 
immunometabolic profiling (PrestoBlue, Luminex); 3) Mitochondrial ROS quantification via 
MitoSOX; and 4) Real-time bioenergetic assessment of mitochondrial respiration using the 
Agilent Seahorse XFp Analyser. 

Real-time bioenergetic analysis  
Mitochondrial respiration was assessed using the Seahorse XFp Cell Mito 

Stress Test. This method permits dynamic measurement of Oxygen 
Consumption Rate (OCR) and Extracellular Acidification Rate (ECAR). Main 
reagents used are mentioned in Table 1. Standard injections used in our test: 

• Oligomycin (1.5 µM): Inhibits ATP synthase, allowing the calcu-
lation of ATP-linked respiration. 
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• FCCP (2.0 µM): An uncoupling agent used to reach maximal respi-
ratory capacity and calculate the spare respiratory capacity. 

• Antimycin A / Rotenone (0.5 µM): Inhibitors of complexes I and III, 
used to determine non-mitochondrial oxygen consumption. 

All Seahorse data were normalized to the total cellular protein content in 
each well, determined by the Bradford assay using a Tecan Infinite 200 Pro 
M Nano Plex reader at 595 nm. 

Contractility and molecular assays 
We filmed cardiomyocyte contractility using a light microscope (Leica 

DMi1). Then the videos were processed using the Myocyter plugin (ImageJ 
software) to extract beating frequency, amplitude, and the durations of the 
systolic and diastolic phases. Adrenaline (0.1 mM) was used as a functional 
stimulant. 

For the gene expression (qRT-PCR) test, total RNA was extracted using 
the PureLink RNA mini kit, and cDNA was synthesized. Real-time PCR was 
performed using Power SYBR Green to evaluate the expression of inflam-
matory markers (IL-6, CXCL1, IL-1β, NF-κB1). Primers showed in Table 2. 
Pro-inflammatory cytokine concentrations (IL-6, TNF-α, GM-CSF, CCL2) 
in the cell culture medium were quantified using a Luminex 100/200 xMAP 
multiplex system. 

Table 2. Primers used for quantitative real-time PCR (qRT-PCR) 
Gene 

symbol Gene name Biological function 

IL-6 Interleukin 6 Pro-inflammatory cytokine, acute phase 
response 

CCL1 C-X-C motif chemokine ligand 1 Neutrophil chemoattractant (rat IL-8 
analog) 

IL-1β Interleukin 1 beta Potent pro-inflammatory mediator, 
inflammasome marker 

TNF Tumor necrosis factor alpha Primary inflammatory response initiator 

NF-κB1 Nuclear factor kappa B subunit 1 Master transcription factor for immune 
response 

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase 

Endogenous control (housekeeping gene) 
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RESULTS  

Validation of the in vitro hypoxia-reoxygenation model 
Before testing the efficacy of the nanotherapeutic interventions, the in 

vitro H/R model was validated. Although myocardial injury during infarction 
is a multifactorial process, at the cellular level the transition from oxygen 
deprivation to sudden reoxygenation is the main contributor to damage. 

Our analysis demonstrated that the H/R protocol we implemented (24 h 
hypoxia at 2% O2 followed by 24 h reoxygenation) statistically significantly 
reduced cardiomyocyte viability, with metabolic activity decreasing about 
17% when compared to normoxic controls (p < 0.01). This decrease of viable 
cells was accompanied by contractile impairment, resembling an “acute heart 
failure” phenotype in vitro. Analysis of cardiomyocyte contraction videos 
using the Myocyter plugin showed decreased beating frequency and reduced 
contraction amplitude. In addition, both systolic and diastolic duration times 
were extended, that might be explained by impaired intracellular calcium 
(Ca2+) handling and the contractile machinery power loss due to energy 
depletion. 

Mitochondrial respiration analysis using the Seahorse XFp Analyser 
provided a mechanistically deeper understanding of this injury. H/R insult 
resulted in a systemic suppression of the oxygen consumption rate (OCR) 
across all measured parameters (Fig. 2). A statistically significant reduction 
in basal respiration indicated a weakened ability of cardiomyocytes to 
maintain essential homeostasis even at rest. The most critical finding, how-
ever, was the near-complete depletion of the spare respiratory capacity (the 
difference between maximal and basal respiration). This loss of bioenergetics 
flexibility means that the cells have no energetic reserves left to adapt to 
further metabolic stress or to manage the oxidative burst during reoxyge-
nation. The concurrent increase in mitochondrial reactive oxygen species 
(ROS) production, as measured by MitoSOX Red, confirmed that the 
damaged electron transport chain becomes a primary source of oxidative 
stress rather than energy production. 
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The potentiating effect of SARS-CoV-2 RBD epitope on  
myocardial injury 
The second part of Phase I investigated how the presence of a specific 

viral stressor – the SARS-CoV-2 spike protein receptor-binding domain 
(RBD) – modifies the baseline H-R injury. This “double-hit” model was 
designed to simulate the clinical complexity of COVID-19-related cardiac 
complications. 

Data showed that while a 100 ng/mL dose of the RBD fragment had no 
significant cytotoxic effect under normoxic conditions, it acted as a potent 
catalyst for damage during H-R. The combined effect of RBD and H/R 
resulted in a 33% reduction in metabolic activity – nearly double the injury 
seen with H/R alone (p < 0.001). This synergy suggests that the virus frag-
ment lowers the cellular resistance threshold to metabolic stress. 

We needed to assess whether cardiomyocytes actively contribute to the 
inflammatory status. Molecular analysis showed an increased upregulation of 
pro-inflammatory genes, including IL-6, Cxcl1, and IL-1β (Fig. 3). Especial-
ly, IL-1β expression increased more than four-fold in the RBD-H/R group, 
consistent with activation of the NLRP3 inflammasome pathway. 

Functional validation via Luminex multiplex assay (Fig. 4) confirmed a 
massive surge in the secretion of the GM-CSF (Granulocyte-macrophage 
colony-stimulating factor) protein (p < 0.001). GM-CSF is a critical recruiter 
of myeloid cells; thus, its production by cardiomyocytes provides a mecha-
nistic explanation for the extensive myocardial inflammatory infiltration 
observed in COVID-19 patients. Interestingly, despite high mRNA levels, the 
secretion of IL-6 and TNF-α remained relatively low. We hypothesize that 
the acute bioenergetic collapse induced by the virus (described below) leaves 
the cells with insufficient ATP to support the energy-demanding process of 
protein translation and active transport (secretion). 
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Acute bioenergetic collapse after impact of SARS-Cov-2 RBD 
fragment in primary rat cardiomyocytes 
To isolate the direct toxic effect of the virus on mitochondria, an acute 

3-hour exposure study was conducted under normoxic conditions (Fig. 5). 
The results were definitive: the RBD fragment caused a 30% reduction in 
mitochondrial ATP production and a severe depletion of the spare respiratory 
capacity (p < 0.05). This “bioenergetic quenching” occurs well before any 
signs of cell death, identifying mitochondrial failure as the primary, upstream 
event in viral-associated cardiac insufficiency. 

 
Fig. 5. Acute (3 h) effect of SARS-CoV-2 RBD fragment on mitochondrial 
bioenergetics in primary rat cardiomyocytes under normoxic conditions 

Mitochondrial functional capacity was assessed using the Seahorse XFp protocol. (A) Real-
time kinetic traces of the oxygen consumption rate (OCR) illustrating the cellular response 
to sequential injections of mitochondrial modulators (oligomycin, FCCP, and antimycin 
A/rotenone). (B) Quantification of key bioenergetic parameters: basal respiration, maximal 
respiration, proton leak, spare respiratory capacity, and ATP production. White circles/bars 
represent the untreated Control group; black circles/bars represent cells treated with 100 
ng/mL SARS-CoV-2 RBD fragment. Data show that acute viral exposure leads to a systemic 
suppression of mitochondrial function, characterized by a significant (~30%) reduction in 
ATP-linked respiration and a nearly 50% depletion of the spare respiratory capacity. All 
OCR values were normalized to total cellular protein content (pmol/min/mg protein) and are 
presented as mean ± SD (n = 3). Statistical significance relative to the control: * p < 0.05, 
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Acute bioenergetic collapse after impact of SARS-Cov-2 RBD 
fragment in primary rat cardiomyocytes 
To isolate the direct toxic effect of the virus on mitochondria, an acute 

3-hour exposure study was conducted under normoxic conditions (Fig. 5). 
The results were definitive: the RBD fragment caused a 30% reduction in 
mitochondrial ATP production and a severe depletion of the spare respiratory 
capacity (p < 0.05). This “bioenergetic quenching” occurs well before any 
signs of cell death, identifying mitochondrial failure as the primary, upstream 
event in viral-associated cardiac insufficiency. 

 
Fig. 5. Acute (3 h) effect of SARS-CoV-2 RBD fragment on mitochondrial 
bioenergetics in primary rat cardiomyocytes under normoxic conditions 

Mitochondrial functional capacity was assessed using the Seahorse XFp protocol. (A) Real-
time kinetic traces of the oxygen consumption rate (OCR) illustrating the cellular response 
to sequential injections of mitochondrial modulators (oligomycin, FCCP, and antimycin 
A/rotenone). (B) Quantification of key bioenergetic parameters: basal respiration, maximal 
respiration, proton leak, spare respiratory capacity, and ATP production. White circles/bars 
represent the untreated Control group; black circles/bars represent cells treated with 100 
ng/mL SARS-CoV-2 RBD fragment. Data show that acute viral exposure leads to a systemic 
suppression of mitochondrial function, characterized by a significant (~30%) reduction in 
ATP-linked respiration and a nearly 50% depletion of the spare respiratory capacity. All 
OCR values were normalized to total cellular protein content (pmol/min/mg protein) and are 
presented as mean ± SD (n = 3). Statistical significance relative to the control: * p < 0.05, 
*** p < 0.001 (Student’s t-test). 

This Phase I analysis demonstrated our rationale for the second half of 
the dissertation: because the primary injury is centered on mitochondrial 
bioenergetic collapse and subsequent oxidative stress, the development of 
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toward stabilizing mitochondrial function during this acute “vulnerability 
window”. 

Nanocarrier characterization and pH-sensitivity evaluation 
The synthesized PLGA nanoparticles (NDs) had an optimal hydrody-

namic diameter of 204–231 nm with a low polydispersity index (PDI < 
0.188), indicating a highly monodisperse and stable population. Curcumin 
and vitamin E were successfully encapsulated with efficiencies (IE%) of 
51.2% and 78.1%, respectively (Table 3). 

Table 3. Physicochemical characterization and drug loading parameters of 
synthetic PLGA nanocarriers 

NPs Particle size 
(nm) PDI Surface 

charge (mV) 

Total drug 
concent-
ration 

(µg/ml) 

Drug EE 
(%) 

RhB concent-
ration 

(µg/mL) 

PLGA  219.5 ± 12.3 0.186 –7.11 ± 1.79 – – – 
PLGA-Cur  231.4 ± 11.2 0.176 –12.4 ± 0.31 128.0 51.2 ± 2.31 – 
PLGA-vit. E  223.7 ± 10.2 0.174 –9.94 ± 2.23 156.6 67.8 ± 3.68 – 
PLGA-RhB 291.0 ± 10.2 0.188 –24.3 ± 1.12 – – 682.8 
The table summarizes the key physical and chemical properties of empty (PLGA), drug-
loaded (PLGA-Cur, PLGA-vit. E), and fluorescently labeled (PLGA-RhB) nanoparticles. 
Particle size (nm) represents the average hydrodynamic diameter measured by DLS; PDI 
denotes the polydispersity index, indicating the uniformity of the particle size distribution; 
Surface charge (mV) refers to the Zeta potential of the particles in 0.001 M NaCl. Total drug 
concentration and Drug EE (%) (encapsulation efficiency) were quantified using LC-MS/MS 
(for curcumin and vitamin E) or fluorescence spectroscopy (for Rhodamine B). Data are 
presented as mean ± SD (n = 3). 

We validated the pH-responsive release profile of nanoparticles. In 
ischaemic tissues, anaerobic metabolism leads to local acidosis, dropping the 
pH to approximately 6. Our kinetic studies confirmed that both curcumin and 
Vitamin E were released 2–3 times faster at pH 5.5–6 compared to the 
physiological pH 7.4 (Fig. 6 A, B). The release of a drug is driven by 
autocatalytic hydrolysis of PLGA ester bonds under acidic conditions. This 
allows the antioxidant to remain encapsulated during systemic circulation, yet 
ensures rapid release once it reaches the acidic environment of the injured 
myocardium or the endo-lysosomal compartments after cellular uptake. 
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Fig. 6. pH-responsive in vitro drug release kinetics of PLGA nanocarriers 

The graphs illustrate the cumulative release profiles of (A) vitamin E (α-tocopherol) and 
(B) Curcumin from synthesized PLGA nanoparticles over a 96-hour period. To simulate 
different physiological environments, two media were utilized: acetate buffer (pH 5.5), 
representing the local metabolic acidosis typical of ischaemic/hypoxic myocardium, and 
phosphate-buffered saline (pH 7.4), representing standard physiological conditions. Data 
show that both vitamin E and curcumin exhibit a distinct pH-dependent release behavior, 
with release rates being 2–3 times higher under acidic conditions compared to physiological 
pH. Specifically, in the pH 5.5 environment, curcumin reached near-complete release 
(~100%), and vitamin E reached ~75% release, whereas at pH 7.4, release remained seques-
tered at approximately 45% and 25%, respectively. This accelerated release in acidic media 
is attributed to the autocatalytic hydrolysis of PLGA ester bonds, validating the system as a 
“smart” nanotransport platform capable of targeted drug delivery to injured cardiac tissues. 
Results are quantified via LC-MS/MS and presented as mean ± SD (n = 3). 
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PLGA nanocarriers help to neutralize cytotoxicity  
and restore viability  
A critical finding of this phase was the ability of PLGA nanocarriers to 

bypass the inherent cytotoxicity of free lipophilic antioxidants. Under 
normoxic conditions, a 10 µg/mL dose of free Vitamin E or curcumin caused 
a 40–50% reduction in cardiomyocyte viability. However, when delivered via 
PLGA NDs, these same concentrations were completely non-toxic, effecti-
vely expanding the therapeutic window of these compounds. 

Under H/R conditions, PLGA-VitE (10 µg/mL) demonstrated the most 
potent protective effect, increasing post-insult metabolic activity by 26% 
compared to the untreated H/R control. In comparison, free vitamin E at 
lower, non-toxic doses (5 µg/mL) provided only a 13% increase in survival. 
This confirms that nanotechnological encapsulation allows for the safe 
administration of higher, more effective therapeutic doses. 

Restore contractile and bioenergetic function 
The restoration of viability was directly correlated with improved 

mechanical and mitochondrial performance. H/R-induced damage usually 
leads to “contractile stunning”, but treatment with PLGA-Cur and PLGA-
vit. E significantly impacted systolic and diastolic duration time and restored 
the beating frequency to levels near those of the normoxic control. The 
reduction in diastolic duration is particularly noteworthy as it indicates more 
efficient Ca2+ reabsorption into the sarcoplasmic reticulum, a process that is 
highly ATP-dependent (Fig. 7, 8). 

Mitochondrial bioenergetic profiling (Seahorse XFp) confirmed that 
PLGA-loaded antioxidants successfully “rescued” the electron transport 
chain. We checked both basal and maximal respiration increase by approxi-
mately 30% using PLGA-vit. E (p < 0.05) (Fig. 11, 12). Furthermore, a 
significant reduction in mitochondrial ROS (superoxide) production was 
verified via MitoSOX assay (Fig. 9, 10). These results suggest that the synthe-
tic nanocarriers act as direct mitochondrial stabilizers, preventing the 
bioenergetic collapse that otherwise leads to programmed cell death. 
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Fig. 7. Protective effect of PLGA-Curcumin nanoparticles on 
cardiomyocyte viability and contractility following H/R injury 

The panels illustrate the rescue potential of encapsulated curcumin compared to its free form 
after 24 h hypoxia and 24 h reoxygenation. (A) Metabolic activity (PrestoBlue) showing that 
while H-R significantly reduces viability, PLGA-Cur 10 NDs provide a significant recovery. 
Notably, free curcumin at the same dose (DMSO+Cur 10) exacerbates the injury due to 
synergistic toxicity. (B–F) Restoration of contractile parameters. H-R insult induces mecha-
nical failure (“stunning”), characterized by prolonged contraction times and reduced fre-
quency. Treatment with PLGA-Cur 10 significantly shortens the systolic (D) and diastolic 
(E) durations, effectively restoring the beating rate (C) toward normoxic levels. The black 
circles (●) indicate a statistically significant improvement of the nanoparticle group over the 
free drug group. Data are mean ± SD (n = 3). * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, 
**** p < 0.0001 (ANOVA with LSD post-hoc test). 
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The panels illustrate the rescue potential of encapsulated curcumin compared to its free form 
after 24 h hypoxia and 24 h reoxygenation. (A) Metabolic activity (PrestoBlue) showing that 
while H-R significantly reduces viability, PLGA-Cur 10 NDs provide a significant recovery. 
Notably, free curcumin at the same dose (DMSO+Cur 10) exacerbates the injury due to 
synergistic toxicity. (B–F) Restoration of contractile parameters. H-R insult induces mecha-
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(E) durations, effectively restoring the beating rate (C) toward normoxic levels. The black 
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free drug group. Data are mean ± SD (n = 3). * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, 
**** p < 0.0001 (ANOVA with LSD post-hoc test). 
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Fig. 8. Protective effect of PLGA-Vitamin E nanoparticles on 
cardiomyocyte viability and contractility following H/R injury 

Assessment of the nanotherapeutic efficacy of Vitamin E in the H/R injury model. 
(A) Viability results demonstrate that PLGA-vit. E 10 NDs provide the most robust protec-
tion, increasing metabolic activity by approximately 26% compared to the untreated H/R 
Control. The high dose of free vitamin E (DMSO+vit. E 10) acts as a pro-oxidant under H/R 
stress, significantly decreasing cell survival. (B–F) Functional recovery metrics. PLGA-
vit. E 10 treatment results in the most efficient mechanical performance, evidenced by a 
significant increase in beating frequency (C) and a marked reduction in peak time (F). The 
shortening of the diastolic phase (E) suggests improved Ca2+ re-uptake, facilitated by the 
bioenergetic stabilization provided by the nanocarriers. Data are presented as mean ± SD 
(n = 3). Statistical significance relative to H-R control is indicated by asterisks; relative to 
the free drug group by black dots (●). 
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Fig. 9. Impact of PLGA-Cur NDs on mitochondrial ROS production. 

Mitochondrial superoxide production quantified by MitoSOX Red 
fluorescence 

(A) Under hypoxia-reoxygenation (H/R) conditions; (B) under normoxic conditions. Anti-
mycin A (AA) serves as a positive control for ROS induction. PLGA-Cur 10 NDs show 
superior antioxidant capacity compared to free curcumin (DMSO+Cur 5), significantly 
reducing mitochondrial oxidative stress post-reoxygenation. The black dot (●) indicates a 
significant difference between the nanoparticle group and the free drug group. Data are 
normalized to control (100%) and presented as mean ± SD (n = 3). Statistical significance: 
** p < 0.01, *** p < 0.001. 
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Fig. 9. Impact of PLGA-Cur NDs on mitochondrial ROS production. 

Mitochondrial superoxide production quantified by MitoSOX Red 
fluorescence 

(A) Under hypoxia-reoxygenation (H/R) conditions; (B) under normoxic conditions. Anti-
mycin A (AA) serves as a positive control for ROS induction. PLGA-Cur 10 NDs show 
superior antioxidant capacity compared to free curcumin (DMSO+Cur 5), significantly 
reducing mitochondrial oxidative stress post-reoxygenation. The black dot (●) indicates a 
significant difference between the nanoparticle group and the free drug group. Data are 
normalized to control (100%) and presented as mean ± SD (n = 3). Statistical significance: 
** p < 0.01, *** p < 0.001. 
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Fig. 10. Impact of PLGA-vit. E NDs on mitochondrial ROS production 

Quantification of mitochondrial ROS levels using MitoSOX Red indicator. (A) In the H/R 
injury model; (B) in normoxia. PLGA-vit. E 10 NDs effectively neutralize the reoxyge-
nation-induced ROS burst, outperforming the free antioxidant form. Empty PLGA nanoc-
arriers demonstrate bioinertia, showing no significant increase in ROS levels. AA indicates 
the dynamic range of the measurement system. Data are presented as mean ± SD (n = 3). 
Statistical significance: * p < 0.05, **** p < 0.0001. The black dot (●) highlights the statisti-
cal advantage of nanotechnological delivery over free drug administration.
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Biochemical and physical profiling of Melissa plant nanovesicles 
The final stage of the research explored a fundamentally different cardio-

protective strategy: the use of natural plant-derived nanovesicles (PDNVs) 
isolated from Melissa officinalis (MO NVs). Unlike the synthetic PLGA 
system, which acts primarily as a targeted delivery vehicle for exogenous 
antioxidants, MO NVs were investigated as bioactive information carriers 
capable of direct metabolic modulation. 

 
Fig. 13. Size distribution and concentration of Melissa officinalis 

nanovesicles (MO NV) 
The profile illustrates the physicochemical characterization of natural nanovesicles isolated 
from Melissa officinalis, determined via NTA using the NanoSight NS300. The mode 
hydrodynamic diameter of the vesicles was found to be 172 nm, with the majority of the 
population distributed between 146 and 244 nm. This profile confirms the successful 
isolation of a stable, polydisperse population consistent with the “small extracellular 
vesicles” (sEVs) category as defined by the MISEV2023 guidelines. The peak intensity 
represents a particle concentration of approximately 3.47 × 1012 particles/mL. The red 
shading indicates the standard error of the mean (n = 3). This size range is considered optimal 
for efficient cellular internalization by primary cardiomyocytes through endocytic pathways.  
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Isolation of MO NVs yielded a stable, polydisperse population of 
vesicles. Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) showed that most vesicles 
had a hydrodynamic diameter of 172 nm, with an average size of 191.3 ± 
0.6 nm (Fig. 13). The particle concentration reached 3.47 × 1012 particles/mL 
and corresponded to a total protein concentration of 372.28 ± 47.26 µg/mL, 
as measured by the Bradford assay. UPLC analysis showed that MO nanove-
sicles contain considerable amounts of polyphenols, mainly rosmarinic acid 
(248.8 ± 35 µg/mg protein) and caffeic acid. These compounds are likely 
responsible for the antioxidant activity of the vesicles, remaining protected 
within the lipid bilayer. 

Dose-response and safety assessment of Melissa Officinalis 
nanovesicles 
Under normoxic conditions, MO nanovesicles were well tolerated 

(Fig. 14). Concentrations up to 12 µg/mL (based on total vesicle protein) had 
no negative effect on viability and were accompanied by a slight increase in 
metabolic activity. At 20 µg/mL, however, viability decreased significantly 
(p < 0.01), indicating that this level is close to the upper safe limit. Inte-
restingly, even at safe doses (8 µg/mL), MO NVs induced a significant 
negative chronotropic effect in normoxic conditions, nearly tripling the beat 
time and reducing the contraction frequency from 18 to 6 beats/sec. But there 
was a significant beneficial impact when cell culture was affected by H/R 
injury. This was the first indicator that MO NVs do not merely “support” the 
cell but actively modify its physiological state. 
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Fig. 14. Cardioprotective efficacy of Melissa officinalis nanovesicles  

(MO NV) in the hypoxia-reoxygenation (H-R) model 
The figure illustrates the dose-dependent effect and functional recovery of primary 
cardiomyocytes following H-R injury. (A) Evaluation of cell metabolic activity (PrestoBlue 
assay) across a range of MO NV concentrations (2–20 µg/mL, based on total vesicle protein 
content). Results are normalized to the untreated H-R Control (100%). The data indicate a 
significant enhancement in viability at the 8 µg/ml concentration, while a cytotoxic effect is 
observed at 20 µg/mL. (B–F) Assessment of cardiomyocyte contractile performance after  
H-R insult using the optimal 8 µg/mL MO NV concentration. Functional parameters include: 
(B) total contraction duration, (C) beating frequency (rate), (D) systolic duration, (E) dia-
stolic duration, and (F) peak time. The results demonstrate that MO NV treatment effectively 
mitigates H-R induced contractile failure by significantly increasing the beating frequency 
(C) and shortening the overall contraction time (B), primarily through the reduction of the 
systolic phase (D) and peak time (F). Data are presented as mean ± SD (n = 3). Statistical 
significance relative to the H/R Control: * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 (Student’s  
t-test). 
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Melissa Officinalis nanovesicles induced metabolic hibernation 

 
Fig. 15. Effect of Melissa officinalis nanovesicles (MO NV) on 

cardiomyocyte mitochondrial bioenergetics 
Real-time evaluation of the mitochondrial Oxygen Consumption Rate (OCR) was performed 
using the Seahorse XFp Analyser. (A–B) Represent the real-time kinetic OCR traces illust-
rating the cellular response to sequential injections of mitochondrial modulators under 
normoxic (N) and hypoxia-reoxygenation (H/R) conditions, respectively. (C–D) Show the 
quantified core bioenergetic parameters derived from the kinetic data: basal respiration, 
maximal respiration, proton leak, spare respiratory capacity, and ATP production. White 
circles/bars denote the untreated Control groups (N control or H/R control); black circles/bars 
represent cardiomyocytes treated with 8 µg/mL of MO NVs. All OCR values were normali-
zed to the total cellular protein content and are expressed as pmol/min/mg protein. Data are 
presented as mean ± SD (n = 3). An asterisk (*) indicates a statistically significant difference 
compared to the respective untreated control group (*p < 0.05, Student’s t-test). The results 
demonstrate that MO EVs significantly suppress maximal mitochondrial respiration and ATP 
production under both physiological and H/R stress conditions, inducing a state of metabolic 
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mitochondrial oxygen consumption, affecting both basal and maximal respi-
ration, while at the same time increasing the extracellular acidification rate 
(ECAR), indicating enhanced glycolytic activity. 

This shift suggests a change in cellular energy metabolism under stress 
conditions. A large part of the damage during H/R occurs at the moment of 
reoxygenation, when mitochondrial activity quickly resumes and ROS pro-
duction rises. By dampening oxidative phosphorylation and shifting energy 
production toward glycolysis, MO NVs seem to reduce this mitochondrial 
overactivation. Such modulation may help reduce oxidative stress and 
support cell survival, as reflected by higher viability compared to the H/R 
control group (up to ~30%). 

DISCUSSION  

An in vitro H/R model based on primary cardiomyocytes was used to 
evaluate the effects of the tested nanotherapeutic approaches. The findings 
suggest that the SARS-CoV-2 RBD fragment may act as an additional stress 
factor in the setting of ischemia–reperfusion injury. Even in the absence of 
viral replication, short-term exposure to the RBD epitope was associated with 
impaired mitochondrial function, as reflected by reduced basal respiration 
and spare respiratory capacity [4]. This effect may be related to ACE2-
mediated pathways and increased oxidative stress, although the exact mecha-
nisms require further clarification [97, 360]. 

Our study findings show that targeted strategies can help cardiomyocytes 
deal with the stress of H/R injury. PLGA nanoparticles loaded with curcumin 
or vitamin E supported mitochondrial function, improving both basal and 
maximal respiration and helping maintain ATP levels. These nanoparticles 
stabilize mitochondria, and that might reduce the energy deficit that adds to 
cellular stress and inflammation. On the contrary, MO nanovesicles shift 
cardiomyocyte metabolism toward glycolysis, lowering mitochondrial oxygen 
use during the reoxygenation phase. This temporary reduction in mitochon-
drial activity appears to limit the surge of reactive oxygen species and the 
subsequent inflammatory response. 

Together, these approaches provide complementary benefits. PLGA 
nanoparticles primarily restore mitochondrial energy balance and prevent the 
cytotoxic effects of free antioxidants, whereas MO nanovesicles adjust cellu-
lar metabolism to reduce oxidative stress. Using both strategies together –
supporting energy where it is required while slowing metabolism during 
high-risk periods – may offer an effective way to protect cardiomyocytes 
from H/R-induced injury. 
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In H/R injury, preserving mitochondrial function is very important to the 
protection of cardiomyocytes. Excessive mitochondrial activity during 
reoxygenation can trigger a surge of reactive oxygen species, worsening 
cellular damage. With the ability to control this activity and oxidative stress, 
cardiomyocytes are able to maintain ATP production, support contractile 
function, and survive the reperfusion phase. This approach shows the impor-
tance of strategies that stabilize mitochondrial bioenergetics as a main com-
ponent of cardioprotection. These observations support further exploration of 
approaches that modulate cardiomyocyte bioenergetics to reduce cellular 
injury during ischemia–reperfusion. 

To address the limited bioavailability and narrow therapeutic window of 
conventional antioxidants, pH-sensitive PLGA nanoparticles were used. High 
concentrations of free curcumin and vitamin E (10 µg/mL) were strongly 
cytotoxic to cardiomyocytes, likely because of pro-oxidant effects such as 
tocopherol-mediated lipid peroxidation [277, 359]. Encapsulation within 
PLGA reduced this cytotoxicity and allowed for controlled, targeted release 
in response to ischemic acidosis (pH 5.5) [309, 343]. Among the formulations 
tested, PLGA-encapsulated vitamin E showed the best protective effect, 
enhancing ATP-linked respiration and spare respiratory capacity [4]. This 
benefit is likely due to preservation of cardiolipin integrity in the inner 
mitochondrial membrane and stabilization of electron transport chain super-
complexes [247, 248]. 

A different protective mechanism was observed with MO NVs. Rather 
than acting solely as carriers of antioxidants, MO NVs promoted a shift in 
cardiomyocyte metabolism toward anaerobic glycolysis. Bioenergetic 
measurements showed a reduction in mitochondrial oxygen consumption 
followed by an increase in extracellular acidification, which demonstrates 
enhanced lactate production [4, 39]. This shift in metabolism is likely to 
reduce electron flow through mitochondrial complexes, thus limiting the 
surge of reactive oxygen species during reoxygenation [4, 37]. The protective 
effect appears to result from a combination of vesicle-contained polyphenols, 
such as rosmarinic acid, and stable plant miRNAs that transiently influence 
cardiomyocyte metabolism [310, 317, 318]. Overall, these results indicate 
that MO nanovesicles provide cytoprotection mainly through modulation of 
cellular metabolism rather than direct antioxidant activity. 
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Synthetic vs. natural strategies 
The research provided a unique opportunity to compare two distinct 

nanotechnological paradigms for myocardial protection. 
1. Synthetic PLGA NDs (The “Firefighter” Strategy): this approach 

relies on the targeted delivery of potent antioxidants (vit. E, Cur) to 
neutralize the ROS burst after it occurs. The pH-responsive nature 
of the PLGA polymer ensures that the antioxidants are released 
precisely when local acidosis (pH 5.5) is detected, thus maximizing 
efficacy while minimizing systemic toxicity. 

2. Natural MO NVs (The “Preventative” strategy): this strategy moves 
beyond simple antioxidant delivery. By inducing a fundamental shift 
in cellular energy metabolism (metabolic reprogramming), MO NVs 
prevent the formation of ROS at the source. By slowing down the 
cellular “engine” (mitochondria) and heart rate, the vesicles ensure 
that the cardiomyocyte consumes less oxygen and remains in a 
protected, quiescent state during the insult. 

The integration of these two strategies offers a comprehensive toolkit for 
future clinical cardiology, potentially applicable in different stages of 
myocardial infarction management, organ transplantation, and cardioplegic 
protection. 

CONCLUSIONS 

1. The in vitro hypoxia/reoxygenation (H/R) model, combined with expo-
sure to the SARS-CoV-2 RBD fragment (100 ng/mL), induced bioener-
getic failure in cardiomyocyte cultures. This included a decrease in cell 
viability to 70% (an additional 10% decline compared to isolated H/R 
injury), a 30% reduction in mitochondrial ATP production under normo-
xic conditions, and a 50% decrease in spare respiratory capacity. Further-
more, it impaired contractile function: the contraction rate decreased to 
3 contractions/s (compared to 4.2 contractions/s in isolated H/R and 6.6 
contractions/s in normoxia), systolic duration was prolonged to 0.33 s 
(0.27 s in isolated H/R, 0.15 s in normoxia), and diastolic duration was 
extended to 0.085 s (0.08 s in isolated H/R, 0.06 s in normoxia). 
Additionally, the SARS-CoV-2 RBD fragment acted as a pro-inflamma-
tory stressor: under H/R conditions, it upregulated IL-6 gene expression 
by 2.5-fold, Cxcl1 by 2.6-fold, and IL-1β by more than 4-fold. At the 
protein secretion level, this elicited a statistically significant (p < 0.001) 
surge in cytokine production: GM-CSF levels increased from 0.25 to 
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2.0 pg/mL, IL-1β from 0.5 to 1.5 pg/mL, IL-6 from 1.0 to 7.0 pg/mL, and 
TNF-α from 0.01 to 0.2 pg/mL (for comparison, in the isolated H/R 
model, TNF-α levels increased only from 0.9 to 1.4 pg/mL). 

2. The PLGA carrier enabled the safe intracellular delivery of antioxidants 
at a concentration of 10 µg/mL, which was otherwise cytotoxic in its free 
form (dissolved in DMSO): free vitamin E reduced the metabolic activity 
of cardiomyocytes under normoxic conditions by 32% (viability decrea-
sed to 68%). Due to pH-dependent degradation, the release of antioxi-
dants in an acidic environment (pH 5.5) was 2.5 times faster than at 
pH 7.4 (100% of curcumin and 75% of vitamin E were released over 
110 hours). Under H/R conditions, this sustained release in the PLGA-
vit. E group improved cell viability by 26%, shortened the contraction 
duration from 0.2 s to 0.1 s, and increased the contraction frequency to 
14 contractions/s. 
Conversely, under normoxic conditions, Melissa officinalis nanovesicles 
(at a dose of 8 µg/mL) suppressed cell viability and contractile function: 
they prolonged the contraction duration 2-fold and reduced the contrac-
tion frequency 3-fold (from 18 to 6 contractions/s). However, following 
H/R injury, this same dose increased cell viability by 30%, shortened the 
overall contraction duration by 2.5-fold (from 0.3 s to 0.12 s), and 
increased the contraction rate by 2.5-fold (from 4 to 10 contractions/s). 

3. PLGA nanoparticles (loaded with curcumin and vitamin E) stabilized 
mitochondrial respiratory function under H/R conditions. In the PLGA-
vit. E group, basal respiration increased from 125 to 185 pmol/min/mg 
protein, maximal respiration rose from 290 to 450 pmol/min/mg, spare 
respiratory capacity elevated from 165 to 265 pmol/min/mg, and ATP-
linked respiration increased from 60 to 90 pmol/min/mg. 
Meanwhile, under H/R conditions, Melissa officinalis nanovesicles (at a 
dose of 8 µg/mL) statistically significantly (p < 0.05) suppressed 
maximal mitochondrial respiration (decreasing it from 250 to 150 
pmol/min/mg protein) and its associated ATP production (from 55 to 15 
pmol/min/mg protein), thereby limiting reactive oxygen species (ROS) 
generation. Concurrently, glycolysis was upregulated: the extracellular 
acidification rate (ECAR) increased 2-fold – from 50 to 100 mpH/min/ 
0.02 mg protein (p < 0.01). 
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PRACTICAL RECOMMENDATIONS 

1. To protect the myocardium from oxidative stress during reoxygenation, 
lipophilic antioxidants such as vitamin E and curcumin should be deli-
vered via polymeric carriers like PLGA. This approach safely achieves 
therapeutic concentrations of up to 10 µg/mL in cardiomyocytes, which 
would otherwise be cytotoxic (> 40% reduction in metabolic activity) in 
free form. 

2. In designing drug delivery systems for ischemic tissue, it is important to 
use pH-sensitive polymers that break down faster under acidic conditions 
(around pH 5.5). This approach helps release antioxidants mainly where 
they are needed, reducing effects on healthy tissue at normal 
physiological pH. 

3. Nanovesicles from Melissa officinalis (MO) can temporarily slow down 
cardiomyocyte energy use. Administering them before reoxygenation 
helps protect the cells during reperfusion by lowering oxygen demand 
and limiting the production of mitochondrial ROS. 

4. Because of their negative chronotropic effects and ability to inhibit 
oxidative phosphorylation, these nanovesicles show potential as addi-
tives for cardioplegic and organ-preservation solutions. In heart trans-
plantation, this approach could protect the donor myocardium from 
energy depletion and oxidative damage during transport and surgery. 

5. However, dosing must be strictly controlled. Preclinical data indicates 
that MO nanovesicle protein concentrations above 20 µg/mL irreversibly 
impair baseline cardiomyocyte metabolism. 

6. For future in vivo studies, priority should be given to intracoronary 
administration of PLGA-encapsulated vitamin E nanoparticles before 
reperfusion, for instance during coronary artery restoration. In our 
experiments, this combination showed the greatest potential to stabilize 
ATP production and spare respiratory capacity following hypoxia-
reoxygenation injury. 
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PRIEDAS 

 
S1 pav. Kurkumino kalibravimo kreivė  

nustatyta LC-MS/MS metodu 
Grafike pavaizduotas prietaiso atsako priklausomumas nuo kurkumino koncentracijos 
(0–10 000 ng/ml). Naudotas pirmo laipsnio logaritminis priartinimas, užtikrinantis aukštą 
koreliacijos koeficientą (R2 = 0,998). Rodyklė nurodo vieną iš standartinių matavimo taškų. 

 
S2 pav. Vitamino E (α-tokoferolio) kalibravimo kreivė  

nustatyta LC-MS/MS metodu 
Pavaizduota tiesinė priklausomybė tarp prietaiso atsako ir vitamino E koncentracijos  
(0–1000 ng/ml). Nustatytas aukštas duomenų patikimumas (R2 = 0,9799). Kreivė naudota 
tiksliam vitamino E kiekiui nanodalelėse ir jo atpalaidavimo kinetikai apskaičiuoti. 



154154 

 
S3 pav. Rodamino B (RhB) kalibravimo kreivė 

Tiesinė fluorescencijos intensyvumo priklausomybė nuo RhB koncentracijos (ppm). Lygtis 
y = 0,0005x + 0,0096y ir determinacijos koeficientas R2 = 0,9885 naudoti kiekybiniam RhB 
konjugato vertinimui nanodalelėse. 

 
S4 pav. PLGA-RhB nanodalelių internalizacija kardiomiocituose 

Fluorescencinės mikroskopijos vaizdas po 24 valandų inkubacijos. Mėlyna spalva (Hoechst 
33342) žymi ląstelės branduolį, raudona spalva – su Rodaminu B konjuguotas PLGA 
nanodaleles. Matoma ryški nanodalelių akumuliacija citoplazmoje bei perinukleariniame 
regione. 
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S5 pav. Pirminės kardiomiocitų kultūros sudėtis 

Histograma atspindi santykinį ląstelių pasiskirstymą išskirtoje kultūroje pagal Troponino T 
(cTnT) žymens raišką. Kardiomiocitai sudaro 84,3 ± 5,2 proc. visos populiacijos, likusią dalį 
sudaro kitos ląstelės (fibroblastai bei endotelio ląstelės). 
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