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IVADAS

Sirdies ir kraujagysliy ligos (SKL) vis dar i§licka pagrindine sergamumo
ir mirtingumo priezastimi visame pasaulyje, o Uminis miokardo infarktas
(UMI) yra viena dazniausiy $iy ligy klinikiné iSraiSka [1]. Nors Siuolaikiné
medicina padaré¢ didele pazangg atkuriant kraujotaka iSemijos paZeistose
Sirdies srityse (reperfuzija), vis délto Sis procesas sukelia paradoksaly reiski-
nj — iSeming-reperfuzing (I/R) pazaida [2]. Staigus deguonies sugrazinimas j
hipoksijos paveiktus audinius sukelia intensyvy reaktyviyjy deguonies formy
(ROS) susidaryma, kalcio jony (Ca?*") perkrova lastelése, mitochondrijy
disfunkcijg bei uzdegiminj atsaka, kurie lemia kardiomiocity zutj ir negrjzta-
m3 Sirdies audinio pazeidima [3].

Kardiomiocity pazeidziamumga gali padidinti ir papildomi egzogeniniai
veiksniai, pavyzdziui, sisteminio uzdegimo metu iSsiskiriantys mediatoriai ar
virusiniy infekcijy strukttriniai elementai. Nustatyta, kad SARS-CoV-2
spyglio baltymo receptoriy riSantis domenas (RBD) tiesiogiai sgveikauja su
kardiomiocitais per AKF2 receptorius ir sukelia imunometabolinj stresa,
sustiprinantj bazine I/R pazaida. Sis sinerginis poveikis didina mitochondrijy
bioenergijos slopinimg bei prouzdegiminiy citokiny gamyba ir taip dar labiau
apriboja lasteliy adaptacinius rezervus [4].

Vienas pagrindiniy veiksniy, lemian¢iy kardiomiocity Ziit] reoksigena-
cijos metu, yra mitochondrijy pralaidumo pory (mPTP) atsivérimas ir oksida-
cinio streso sukeltas pazeidimas [5]. Tod¢l antioksidacinémis bei prieSuzde-
giminémis savybémis pasizymintys junginiai — kurkuminas [6] ir vitaminas
E [7] — tiriami kaip potencialios kardioprotekcinés priemonés. Kurkuminas
gali aktyvuoti Nrf2 signalinj kelig ir neutralizuoti laisvuosius radikalus [8], o
vitaminas E yra svarbus membrany stabilizatorius, saugantis nuo lipidy
del prasto tirpumo vandeninéje terpéje, mazo biologinio prieinamumo ir
nespecifinio pasiskirstymo organizme [7, 10].

Siekiant jveikti Siuos farmakokinetinius apribojimus ir uZtikrinti tikslinj
vaisty pristatymg, taikomi nanomedicinos sprendimai [11]. Polimerinés
nanodalelés, pagamintos i§ poli-laktido-ko-glikolinés rtgsties (PLGA),
leidzia inkapsuliuoti hidrofobinius junginius, apsaugoti juos nuo degradacijos
ir uztikrinti kontroliuojama atsipalaidavimg [12]. Didelj potencialg turi
augalinés kilmés nanopislelés (angl. Plant-Derived Nanovesicles, PDNV)
[13]. Lyginant su tradiciniais ekstraktais, nanopiislelés pasizymi geresne
skvarba | audinius, efektyviu patekimu j Igsteles bei minimaliu imunoge-
niSkumu. Vaistinés melisos (Melissa officinalis) nanopisleliy (MO NP)
poveikis grindziamas jy biochemine sudétimi: jose susitelke polifenoliai
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(pvz., rozmarino riigstis) ir mazosios RNR leidzia moduliuoti lasteliy proce-
sus tarprusiniu lygmeniu [14, 15].

Siame darbe nagrinétas kardiomiocity pazaidos ypatumy moduliavimas
naudojant SARS-CoV-2 RBD fragmentg ir vertintas skirtingy nanotransporto
sistemy efektyvumas siekiant apsaugoti Iasteles nuo H/R pazaidos. Tyrimy
metu lygintas kurkuminu arba vitaminu E pakrauty sintetiniy PLGA nanoda-
leliy ir nattraliy MO NP citoprotekcinis poveikis kardiomiocity gyvybin-
gumui bei mitochondrijy funkcijai in vitro modelyje.

Darbo naujumas

Siame disertaciniame darbe kardiomiocity apsaugos nuo hipoksinés-
reoksigenacinés pazaidos problema sprendziama apjungiant modernias nano-
medicina paremtas strategijas ir aktualius iSorinius Igstelinio streso veiksnius.
Darbo naujuma ir moksling vert¢ pagrindzia tai, kad darbe atskleidziama,
kaip viruso struktiiriniai elementai sukelia papildoma imunometabolinj stresa
ir paastrina bazin¢ hipoksing-reoksigenacing pazaida.

Taip pat tyrimo metu inovatyviai sugretinamos dvi skirtingos kardiopro-
tekcijos strategijos — tikslinio pristatymo sintetinés polimerinés nanodalelés
ir nattiralios augalinés kilmés nanoptslelés, tiesiogiai lyginant jy citoprotek-
cinj efektyvuma in vitro modelyje.

Parodytas efektyvus sintetiniy nanodaleliy pritaikymas hidrofobiniy
antioksidanty (kurkumino ir vitamino E) pernasai, iSnaudojant nuo pH pri-
klausoma atpalaidavimo mechanizma, kuris leidzia vaistinéms medziagoms
veikti biitent riigStinéje iSemijos zonoje.

Atskleistas unikalus vaistinés melisos nanopiisleliy veikimo mechaniz-
mas kardiomiocituose. Nustatyta, kad Sios nanopiislelés geba suzadinti meta-
bolinj perprogramavima — laiking lasteliy per¢jima nuo oksidacinio fosforili-
nimo prie glikolizes, kas reikSmingai sumazina oksidacing pazaida kritiniu
reoksigenacijos momentu. Sis atradimas atveria naujas perspektyvas organy
apsaugai transplantologijos bei kardioplegijos srityse.

Darbo tikslas

Nustatyti kardiomiocity funkcinés biiklés pokyc¢ius modeliuojamos
hipoksijos-reoksigenacijos bei SARS-CoV-2 RBD fragmento poveikio saly-
gomis ir jvertinti polimeriniy nanodaleliy su kurkuminu ir vitaminu E bei
vaistinés melisos nanopisleliy sukeliamg kardioprotekcinj efektyvuma esant
hipoksijos-reoksigenacijos pazaidai.
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Darbo uzdaviniai

1. [I8tirti hipoksijos-reoksigenacijos sukeliamus funkcinés buklés bei
imunometaboliniy parametry pokyc¢ius kultivuojamuose kardiomio-
cituose ir jvertinti egzogeninio stresoriaus SARS-CoV-2 RBD dalies
itaka $iy pokyc¢iy dydziui.

2. Ivertinti nanodaleliy su kurkuminu ir vitaminu E bei vaistinés meli-
sos nanopusleliy jtakg hipoksijos-reoksigenacijos saglygojamam kul-
tivuojamy kardiomiocity gyvybingumo ir kontraktiliSkumo slopi-
nimui.

3. Nustatyti nanodaleliy su kurkuminu ir vitaminu E bei vaistinés meli-
sos nanopusleliy jtakg hipoksijos-reoksigenacijos sukeliamos kulti-
vuojamy kardiomiocity mitochondrijy funkcijy pazaidos dydziui.

Darbe buvo nagrinétas dviejy skirtingy strategijy pritaikymas kardiomio-
city apsaugai nuo iSeminés-reperfuzinés pazaidos.

Sintetiniy PLGA nanodaleliy panaudojimas leido efektyviai stabilizuoti
ir transportuoti hidrofobinius antioksidantus (kurkuming ir vitaming E) ir
uztikrinti jy nuo pH priklausomg atpalaidavimg riigstinéje iSemijos zonoje.
Tai sumazino sisteminio toksiSkumo rizika ir padidino terapinj efektyvuma.

Darbe nustatyta, kad vaistinés melisos nanopuslelés gali pakeisti kardio-
miocity energijos balansg suzadindamos metabolinj perprogramavima —
laiking peréjima nuo oksidacinio fosforilinimo prie glikolizés. Sis poveikis
vertintinas kaip perspektyvus kardioprotekcijos principas, leidziantis suma-
zinti oksidacing pazaidg kritiniu reoksigenacijos momentu. Gauti rezultatai
pagrindzia tolesniy tyrimy tikslinguma ir §iy nanopiisleliy taikyma miokardo
apsaugai transplantologijos ar kardioplegijos srityse.
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LITERATUROS APZVALGA

ISeminés-reperfuzinés pazaidos mechanizmai ir reikSmé
kardiomiocitams

Zmogaus fiziologinése funkcijose deguonis atlieka svarby vaidmenj.
Oksigenacijos metu deguonis pasyviai difunduoja i§ alveoliy i plauciy
kapiliara, ten prisijungia prie eritrocituose esancio hemoglobino arba iStirpsta
kraujo plazmoje. Prie hemoglobino prijungtas ar plazmoje iStirpgs deguonis
arterinio kraujo keliais pasiekia audinius ir jy lasteles, kur pagrindiné Iaste-
léms gyvybiskai svarbi varomoji jéga yra aerobinis metabolizmas. Audiniy
lasteléms trukstant deguonies, iSsivysto hipoksija, o sumazejus jo koncent-
racijai kraujyje — hipoksemija [1]. Trukstant deguonies, lastelés ir jy formuo-
jami audiniai — atitinkamai ir organai — negali tinkamai atlikti savo funkcijy.
Pavyzdziui, anaerobinis metabolizmas Sirdies raumenyje vaidina svarby
vaidmenj iSsaugodamas miokarda tik iSemijos ar hipoksijos metu [16]; kitu
atveju pagrindiné kardiomiocito varomoji jéga, reikalinga ATP produkcijai,
yra pagrjsta aerobinémis sglygomis.

Hipoksijos atsiradima lastelése gali saglygoti hipoksemija, sutrikusi audi-
niy oksigenacija ar sutrikgs deguonies pasisavinimas [17]. Vis délto deguo-
nies sugrazinimas j lastele deguonies prisotintu krauju gali sukelti paradoksa-
lig iSeit] — reoksigenacija audiniams gali saglygoti didesn¢ pazaida nei pries tai
ivykusi iSemija. Tokiu biidu atsirade lasteliy suzalojimai vadinami iSemine-
reperfuzine (I/R) pazaida [2]. Reperfuzijos pazaidai budinga miokardo, krau-
jagysliy endotelio ar elektrofiziologiné disfunkcija, sukelta mikrokraujagys-
linés obstrukcijos, miokardo edemos, miokardo hiperkontrakcijos, deguonies
laisvyjy radikaly poveikio, lasteliy apoptozés ir kity mechanizmy [18].

Vykstant ilgalaikei iSemijai, vyrauja anaerobinis metabolizmas. D¢l to
pradeda kauptis pieno riigstis ir vystosi acidozeé, mazéja vidulgstelinis ATP
kiekis (inaktyvuojama Na*/K*-ATPaz¢). Dél sumazéjusio Ca?" jony iSteke-
jimo i8 lastelés bei prastesnés $iy jony reabsorbcijos endoplazminiame tinkle
lastelés viduje vystosi Ca?* jony perteklius. Siuos poky¢ius lydi mitochond-
rijy pralaidumo per¢jimo (MPT) pory atidarymas ir galutinis I/R efektorius,
sukeliantis mitochondrijy membranos potencialo iSsisklaidyma ir dar labiau
pabloginantis ATP gamyba [19].

Umaus miokardo infarkto metu Igsteliy hipoksija ir reoksigenacija yra du
pagrindiniai Zalojantys veiksniai, lemiantys miokardo iSeming¢ paZaida.
Dabartinis iiminio miokardo infarkto gydymo standartas yra savalaikis krau-
jotakos atkiirimas iSemingje Sirdies srityje [20]. Nors ankstyva reperfuzija —
taikant perkutaning koronaring intervencija — neabejotinai pagerina pacienty
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biikle, taciau miokardo pazeidimg didinanciy ilgalaikiy komplikacijy kol kas
neiSvengiama [21]. Biitent MPT — nespecifiniy vidinés mitochondrijy mem-
branos kanaly — atsivérimas per pirmas poiSeminés reperfuzijos minutes ir
yra esminis apoptozinés bei nekrozinés lgsteliy zuties veiksnys, galintis
reikSmingai nulemti I/R pazaidos dyd;j [3].

Kardiomiocity mitochondrijy funkcinés dinamikos
ir hipoksijos-reoksigenacijos sgsajos

Sirdies veikla labiausiai priklauso nuo mitochondrijy metabolizmo [22].
Jis padeda kardiomiocitg apriipinti energija, reikalinga atlikti kontraktilinei
miocito funkcijai [23]. Mitochondrijos yra labai dinamiskos, ATP produkuo-
jancios organelés, sudarancios susijungusj tinkla, kuris kinta vykstant mito-
chondrijy susiliejimo bei dalijimosi procesams ir palaiko normalig mito-
chondrijy funkcija [24]. Sie ciklai turi jtakos Igsteliy proliferacijai, apoptozei,
mitochondrijy DNR vientisumui ir mitochondrijy kalcio kiekio reguliavimui
[25]. Pastebéta, jog miokardo iSemija sukelia mitochondrijy funkcijy sutriki-
mus dél susiliejimo ir skilimo procesy disbalanso [24]. Reaguodamos | iSe-
mija, mitochondrijos HL-1 lastelése susiskaido. Sis procesas priklauso nuo
mitochondrijy susiliejimo baltymo, t. y. su dinaminu susijusio baltymo Drpl
[26]. ISeminé-reperfuziné pazaida aktyvuoja Drpl baltymus, sukelian¢ius
mitochondrijy morfologinius pokyc¢ius, padidéjusig reaktyviyjy deguonies
molekuliy (ROS) gamyba ir Ca?* jony pertekliy [25].

ROS gaminimas yra normalaus lgstelinio metabolizmo rezultatas; dél
antioksidanty poveikio yra i§laikoma pusiausvyra [27]. Vis délto ROS gali
vykti ir I/R metu [28]. Vykstant iSemijai, d¢l endogeniniy ROS antioksidanty
sumaz¢jimo miokardo lastelése i likutinio deguonies yra gaminamos ROS.
D¢l staigaus deguonies kiekio padidéjimo reoksigenacijos metu taip pat padi-
dé¢ja ROS gamyba, aktyvinama lipidy peroksidacija, baltymy karbonilinimas,
DNR oksidacija ir kiti Igstelés struktiiras Zalojantys oksidaciniai mecha-
nizmai [29]. Galimi ROS Saltiniai Sirdyje po iSemijos pazeidimo 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 Saltiniu [35],
nes nemitochondriniy ROS $altiniy veikla suaktyvéja tik po pirminio mito-
chondrijy ROS plitpsnio. Tai siejama su teorija, jog nemitochondriniai ROS
prisideda prie antrinio audiniy pazeidimo ir vélesnio uzdegimo [36]. ISemijos
sukeltos hipoksijos paveikty lasteliy mitochondrijose zZymiai padidéja sukci-
nato kiekis, nes sukcinatas néra toliau ver¢iamas j sukcinil-kofermentg A. Po
reperfuzijos sukcinato dehidrogenaz¢é greitai oksiduoja sukcinatg ir taip ji
pavercia potencialia elektrony saugykla, kuri, toliau vykstant reperfuzijai,
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gali buti panaudota ROS gamybai [37]. VirSijus antioksidacines gynybines
galimybes, ji lemia lasteling pazaida [38].

Vykstant timinei miokardo iSemijai, aerobinis metabolizmas dél mito-
chondrijy paZeidimo pakei¢iamas anaerobiniu metabolizmu, vykstanciu
lasteles citozolyje [39]. Vyraujant anaerobiniam metabolizmui, lgsteléje
kaupiasi laktatas ir vandenilio jonai; dél to lastelés pH sumazéja. Iprastam
lastelés pH atkurti Na*/H* jony keitiklis i lastelés paSalina H* jony pertekliy,
o ] lastele plusta didelis Na* jony kiekis. D¢l intralgstelinio ATP trikumo
Na*/K*ATP-azés aktyvumas sumazéja ir Na® jony iStekéjimas susilpnéja.
Did¢jant Na* jony koncentracijai kardiomiocite, Na*/Ca** keitiklis, galintis
veikti tiesioginiu ir atvirkStiniu mechanizmais, pradeda veikti atvirksStiniu
biidu. Dél to vidulastelinio kalcio jony kiekis smarkiai padid¢ja [40]. Ca**
jony kiekis gali likti padid¢jes vykstant ir reperfuzijai, o kartu su pakitusiu
vidulgstelinio kalcio apdorojimu gali padidéti aritmijy, miokardo kontrakti-
linés disfunkcijos ir hiperkontrakcijos atsiradimo tikimybe [41].

Vis délto vienas svarbiausiy miokardo lgsteliy pazaidos mechanizmy ise-
mijos fone, siejamas su Ca** jony homeostazes sutrikimu, yra mitochondrijy
pralaidumo pory (mPTP) atvérimas. Oksidacinis stresas, antagonizuoja ade-
nino nukleotidy prisijungimg prie ANT ir padidina mPTP jautruma Ca*
jonams [5]. Po kraujotakos atkiirimo mitochondrijos vel gali sintezuoti ATP
ir leidzia Ca** jonams kauptis mitochondrijose, o tai lemia kalcio pertekliy.
Be to, greitai gaminamos ROS, nes kvépavimo grandiné veél yra veikiama
deguonies. D¢l ilgai trunkan¢io mPTP kanaly atidarymo i$nyksta mitochond-
rijy membranos potencialas ir prasideda apoptoz¢ arba nekroze [5].

ISeminés-reperfuzinés pazaidos aktyvuoti kardiomiocity Ziities
mechanizmai

Kardiomiocity iitis yra esminis SKL patogenezés veiksnys, nes mazé-
jantis funkciniy lasteliy kiekis nulemia negriztama miokardo remodeliavi-
masi bei Sirdies nepakankamumag [42]. Svarbu pazyméti, kad dauguma
lasteliy mirties mechanizmy prasideda biitent nuo mitochondrijy pazaidos.
H/R salygomis mitochondrijos i§ energijos gamintojy tampa pagrindiniais
lastelés pazaidos generatoriais, o jy bioenergijos kolapsas tampa kritiniu
likimg nulemianciu veiksniu [43].

Vienas pagrindiniy Ziities tipy yra apoptozé, kuri veikia iSoriniu keliu ir
vidiniu keliu [44]. Biitent vidinis apoptozés kelias yra tiesiogiai inicijuojamas
mitochondrijy lygmeniu: dél oksidacinio streso padidéjes mitochondrijy vidi-
nés membranos pralaidumas salygoja proapoptoziniy baltymy, pvz., cito-
chromo c, patekimg j citozolj. Cia suformuota apoptosoma aktyvuoja kaspa-
ziy kaskada, vedancia i galutine lastelés degradacija [45, 46]. Nors iSorinis
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kelias prasideda mirties receptoriy aktyvavimu, taciau jis daznai persipina su
mitochondriniais procesais, lemianciais balansg tarp lastelés iSgyvenimo ir
zuties [44, 47-57].

Mitochondrijy vaidmuo yra svarbiausias reguliuojamos nekrozés —
nekroptozés — procese. Sis mechanizmas, valdomas RIPK 1, RIPK3 ir MLKL
baltymy, sukelia membrany vientisumo praradimg ir uzdegima skatinanciy
DAMP molekuliy i$siskyrimg [58—66]. Kritinis nekroptozés momentas sieja-
mas su mitochondrijy pralaidumo pory (mPTP) atidarymu [67-73]. mPTP
atsivérimas reoksigenacijos metu yra laikomas galutiniu mitochondrijy dis-
funkcijos taSku; po to negriztamai iSeikvojamas ATP, o Iastelé burksta ir
zusta [61-64, 74, 75]. Nors autofagija jprastai padeda iSlaikyti homeostaze
skaidydama pazeistus baltymus, taciau I/R sukelta gili mitochondrijy pazaida
gali §j procesg paversti destruktyviu (autoze) ir dar labiau paspartinti kardio-
miocity nykima [76-83].

SARS-CoV-2 viruso antigeny sukeliamos miokardo paZaidos
mechanizmai ir imunometabolinis stresas

SARS-CoV-2 virusas pasizymi stipriu poveikiu kardiovaskulinei siste-
mai, o miokardo pazaida yra viena pagrindiniy sunkios ligos eigos bei mirtin-
gumo priezasCiy [84, 85]. Nustatyta, kad pacientams, sergantiems gretuti-
némis SKL, virusiné infekcija tampa kritiniu dekompensuojanéiu veiksniu,
pasireiskian¢iu aritmijomis, miokarditu ir Giminiu Sirdies nepakankamumu
(85, 86].

Pagrindinis viruso patekimo j Igstele kelias susij¢s su angiotenzing kon-
vertuojanciu fermentu 2 (AKF2). Nors AKF2 daugiausia plauciy alveoliy
sienelése, taciau jo kiekis kardiomiocituose yra pakankamas, kad Sirdies
raumens lastelés tapty tiesioginiu infekcijos taikiniu [87, 88]. Infekcijos
procesas prasideda, kai transmembraniné proteazé — serinas 2 (TMPRSS2) —
suskaldo viruso spyglio baltyma ir atidengia receptorius riSanti domeng
(RBD). Sis domenas jungiasi prie AKF2 ir inicijuoja viruso fragmenty pate-
kima j kardiomiocito vidy, kur virusiné RNR ir baltymai lokalizuojasi mito-
chondrijose [87, 89].

Molekuliniu lygmeniu pazaida vystosi per kompleksing endotelio dis-
funkcija ir vazokonstrikcija, sukeliancig antrine audiniy iSemijg [87]. Esant
deguonies trukumui, lgstelése aktyvuojamas anaerobinis metabolizmas. D¢l
to maz¢ja ATP sinteze, vystosi acidozé ir sutrinka jony siurbliy veikla,
lemianti Igsteliy brinkima. Reoksigenacijos faz¢je generuojamas ROS pertek-
lius inicijuoja ,,citokiny audra®, kurioje dalyvauja IL-6, TNF-a ir GM-CSF
[87, 90].
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Nustatyta, kad ir nesant pilnos viruso replikacijos, vien tik RBD sgveika
su kardiomiocitais gali sukelti iminj Sirdies funkcijos nepakankamuma, pasi-
reiSkiant] sistolinés ir diastolinés trukmés prailgéjimu bei kontraktilinés
funkcijos sumazejimu [91, 92].

Mitochondrijy pazaida Siame procese uzima svarbiausig vietg. Virusiniai
stresoriai trikdo mitochondrijy elektrony pernaSos grandinés veiklg provo-
kuodami Warburgo efektui biidingg metabolinj perjungima link glikolizés,
taciau to kardiomiocitams energetiSkai nepakanka [87, 89]. Pacientams,
kuriems jau pazeista mitochondrijy funkcija, virusinis stresas sukelia dar
sunkesnes pasekmes, nes mitochondrijy DNR yra maziau apsaugota nuo ROS
poveikio [86, 93]. Hipoksinés salygos, kylancios dél respiracinio nepakan-
kamumo, dar labiau stiprina tiesioginj toksinj viruso daliy poveikj miokardui
[92, 94].
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UZDEGIMINIU CITOKINY VAIDMUO .
KARDIOMIOCITU HIPOKSINES-REOKSIGENACINES
IR VIRUSINES INFEKCIJOS PAZAIDOS DYDZIUI

Su I/R susijusi ,,sterily uzdegima®, vykstantj nesant akivaizdziy bakte-
riniy ar virusiniy patogeny, sukelia pavojaus signalai — su pazeidimu susije
molekuliniai zymenys (DAMP), iSsiskiriantys i§ paZeisty arba mirStanciy
kardiomiocity [95]. Sis imuninis atsakas formuojasi per dinamiska citokiny
kaskada. Lasteliy ziities nulemtas DAMP iSsiskyrimas veikia kaip pirminis
trigeris, aktyvuojantis penkis esminius mediatorius: naviko nekrozés faktoriy o
(TNF-a), interleuking 1B (IL-1B), interleuking 6 (IL-6), chemoking CCL2 bei
granuliocity-makrofagy kolonijas stimuliuojantj faktoriy (GM-CSF) [96].

Sie prouzdegiminiai signalai suveikia kaip galingi chemoatraktantai,
skatinantys greita imuniniy lasteliy — makrofagy, neutrofily bei dendrity —
migracijg ir infiltracija | pazeista Sirdies audinj. Aktyvuotos imuninés Igsteles
pradeda iSskirti antrinius uzdegiminius mediatorius bei ROS ir taip sufor-
muoja ydinga uzdegimo ciklg. Galutiné Sios Igstelinés infiltracijos ir audiniy
pazeidimo pasekmé yra gili kardiomiocity disfunkcija, pasireiskianti kontrak-
tiliniu nepakankamumu ir negrjztamu miokardo remodeliavimusi. Toliau
detaliai aptariamas kiekvieno i$ iy kaskados elementy specifinis vaidmuo.

CITOKINY KASKADA PAZEIDIMO METU

Sterilus uzdegimas be infekcijos

IL-1 B IL-6 CCL2
Nawko nekrozes |nter|euk|nas Interleuklnas (hemoklnas Granulocnq makro-|
faktorius a C(LZ / fagy stimuluojanti
faktorius
)

" & \ & r', <
: 4 i
Makrofagas Neutrofilas Dendritiné
lastele \
2 » Uzdegiminiai mediatoriai

A % « Lgsteliy infiltracija

=% =&y - AudiniypaZeidimas

Pazeista ir miritanti lastelé

(DAMP)

Uzdegimas Kardiomiocity
disfunkcija

'STERILUS UZDEGIMAS

1 pav. Sterilaus uzdegimo ir citokiny kaskados mechanizmas
miokardo pazaidos metu
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Pazeistos ir mirStancios lastelés | tarplasteling erdve iSskiria su pazei-
dimu susijusius molekulinius zymenis (DAMP), kurie veikia kaip pavojaus
signalai. Tai indukuoja pagrindiniy prouzdegiminiy mediatoriy — naviko
nekrozes faktoriaus o (TNF-a), interleukiny (IL-1p, IL-6), chemokino CCL2
bei granuliocity-makrofagy kolonijas stimuliuojancio faktoriaus (GM-CSF) —
kaskads. Sie mediatoriai aktyvuoja ir pritraukia imunines lasteles (makrofa-
gus, neutrofilus, dendritus) j pazaidos Zidinj. Sukelta uzdegiminiy lasteliy
infiltracija ir antriniy mediatoriy iSsiskyrimas gilina audiniy pazaida ir lemia
fiming kardiomiocity disfunkcijg.

Naviko nekrozés faktorius-a:
ankstyvasis uZdegiminio atsako iniciatorius

TNF-o yra pagrindinis uzdegimo iniciatorius, kurio kiekis reperfuzuo-
tame miokarde sparCiai didé¢ja [97]. Jj iSskiria oksidacinio streso paveikti
makrofagai [98]. Zalingas TNF-a poveikis pasireiskia mitochondrijy elektro-
ny pernasos grandinés (EPG) slopinimu tarp II ir III kompleksy [102]. Dél to
maz¢ja membranos potencialas ir ATP sinteze, taciau labai padidéja reakty-
viyjy deguonies formy (ROS) gamyba [99, 101, 103].

ROS perteklius pazeidzia mitochondrijy DNR (mtDNR) ir dar labiau
sutrikdo EPG kompleksy veikla [104]. Taip susiformuoja ydingas griztamasis
rySys: oksidacinis stresas skatina TNF-o sekrecija, o TNF-a toliau didina
ROS kiekj bei lasteliy pazeidimus [99, 105, 109]. Sis ciklas lemia miokardo
persitvarkymg ir progresuojantj Sirdies nepakankamuma [100, 106]. Anti-
oksidanty vartojimas, TNF-a slopinimas ar tiesioginis ROS kiekio mazinimas
efektyviai nutraukia §ig pazaidy granding ir yra laikomi perspektyviomis
kardioprotekcinémis strategijomis [99, 100, 107, 108].

Interleukinas-1p: uZdegimo skatinimas

IL-1p sinteze yra reguliuojama dviejy pakopy procesu [110]. Jo neakty-
vus pirmtakas pradedamas gaminti reaguojant j pradinius uzdegimo signalus
(pvz., TNF-a veikiant per NF-kB stimuliacijg) [111]. Antrg aktyvacijos sig-
nalg atliecka DAMP molekulés, skatinanc¢ios NLRP3 tipo uzdegimo formavi-
masi [112]. Aktyvuotuose uzdegimuose esanti kaspaze-1 suskaldo pro-IL-13
1 aktyvy citoking IL-1B [110].

ISsiskyres IL-1P stipriai skatina neutrofily pritraukimg ir aktyvavima
(degranuliacija) [113]. Jis padidina adhezijos molekuliy ekspresija krauja-
gysliy endotelio lastelése ir palengvina leukocity transmigracija j audinj
[114]. Be to, IL-1p stimuliuoja kity citokiny (IL-6, CCL2) gamybg [110] ir
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sukuria teigiama grjztamaji rysj, prisidedant] prie kardiomiocity apoptozés ir
nepageidaujamos audiniy remodeliacijos [115, 116].

Interleukinas-6: sisteminis ir vietinis uzdegima
skatinantis veiksnys

IL-6 yra plataus poveikio citokinas. Esant iiminei Sirdies I/R pazaidos
fazei, jis veikia kaip uzdegima skatinantis tarpininkas [117]. Jo kiekis Zymiai
padidéja ir kraujyje, ir vietiniame miokardo audinyje po I/R pazaidos [117];
ji produkuoja infiltruojancios imunines lastelés ir kardiomiocitai [118]. IL-6
reik§mingai prisideda prie sisteminio iminés fazés atsako po miokardo pazei-
dimo [115].

Lokaliai jis aktyvuoja JAK/STAT kelig lastelése [118]. Nors STAT3
aktyvacija kartais gali turéti apsauginj poveikj [119], tac¢iau esant ilgalaikiam
iminiam uzdegimui, ji skatina tolesn¢ uzdegiminiy geny ekspresijg ir gali
prisidéti prie Sirdies fibrozés bei hipertrofijos [120].

Monocity chemoatrakcijos baltymas-1:
monocity pritraukimo signalas

CCL2 atlieka gyvybiskai svarby vaidmenj pritraukdamas monocitus i
paZzeista miokarda [121]. Po I/R pazaidos CCL2 raiska greitai padidéja, nes
ja i8skiria pazeistos Iastelés ir kardiomiocitai [122]. Sie pritraukti monocitai
ekstravazuojasi per aktyvuota endotelj [114] ir diferencijuojasi i makrofagus
[121].

Nors makrofagai butini audinio gijimo etapams [121], taciau pradiné
banga daznai jgyja uzdegima skatinantj (M1) fenotipg [124]. M1 makrofagai
iSskiria proteolizinius fermentus [125], ROS [126] bei citokinus (TNF-a ir
IL-1p) ir taip palaiko uzdegimo ciklg [95].

Granuliocity ir makrofagy kolonijas stimuliuojantis faktorius:
mieloidiniy lasteliy aktyvatorius

GM-CSF sukelia reikSminga uzdegima skatinantj poveikj I/R pazaidos
metu veikdamas neutrofilus ir monocitus/makrofagus [127, 128]. Po miokar-
do I/R pazaidos gali padidéti GM-CSF kiekis, kurj i$skiria T Iasteliy pogru-
piai [129]. Tai skatina imuniniy Igsteliy iSgyvenima ir funkcinés aktyvacijos
buseng (pradinj stimuliavimg) [127].

Pailgindamas neutrofily ir makrofagy gyvenimo trukm¢, GM-CSF
veiksmingai stiprina imuniniy lasteliy geb¢jima sukelti didesng Zalg [129].
Aktyvuoti neutrofilai i$skiria ROS, o makrofagai prisideda prie ilgalaikio

20



uzdegimo ir audiniy degradacijos [98]. GM-CSF neutralizavimas sumazina
infarkto dydj, uzdegiminiy lgsteliy infiltracijg ir mazina I/R pazeidima [94].

UZdegiminis atsakas ir iSeminé-reperfuziné pazaida
yra tarpusavyje susije procesai

Sirdies I/R pazaidos sukeltas uzdegiminis atsakas yra dinamiskas proce-
sas. Citokinai TNF-a, IL-1, IL-6, CCL2 ir GM-CSF veikia neizoliuotai, bet
sudaro tarpusavio tinkla, stiprinantj vienas kito gamyba ir poveikj [130].

Si sudétinga citokiny saveika sukelia uzdegiming kaskada, kuri tiesiogiai
pazeidzia kardiomiocitus, aktyvuoja uzprogramuotos lasteliy zuties kelius ir
skatina intensyvy ROS generavimg [94, 131]. Virusiniai stresoriai (SARS-
CoV-2 RBD) veikia kaip papildomi katalizatoriai: potencijuoja IL-6 bei
TNF-a sekrecijg ir mitochondrijy bioenergijos nepakankamumo progresa [4].
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KARDIOPROTEKCINIU POVEIKIU
PASIZYMINTYS NATURALUS ANTIOKSIDANTALI
IR JU PRISTATYMO SISTEMOS

Kurkumino taikymas mitochondrijy funkcijos stabilizavimui

Kurkuminas — pagrindinis ciberzolés polifenolis, turintis rysky pleiotro-
pinj poveiki [132]. Mokslinéje literaturoje placiai apraSomos jo savybés,
taikomos metabolinio sindromo bei SKL terapijai [133—139]. Kardiologijai
aktualus kurkumino gebéjimas moduliuoti oksidacinj stresg ir mazinti lipidy
peroksidacija [140, 141]. Jo efektyvuma prie§ I/R pazaida nulemia unikali
cheminé struktiira [142]. Per elektrony perdavimo mechanizmus kurkuminas
neutralizuoja radikalus [143—145] ir geba cheluoti prooksidantinius metaly
jonus uzkirsdamas kelig Fentono reakcijai [146—151].

Esminis kurkumino poveikis kardiomiocity iSgyvenamumui siejamas su
mitochondrijy apsauga. Aktyvuodamas Nrf2 signalinj kelig [152], kurkumi-
nas sutrikdo Keap1-Nrf2 kompleksa, skatina Nrf2 translokacija j branduolj ir
detoksikacijos fermenty transkripcija [153—164]. HO-1 indukcija laikoma
pagrindiniu mechanizmu, apsauganciu mitochondrijas nuo mPTP atsivérimo
bei bioenergijos kolapso [165-174].

Kurkumino kardioprotekcinio poveikio
ikiklinikiniy tyrimy duomenys

In vitro modeliuose kurkumino vartojimas padidino gyvybingumg ir
sumazino apoptozg [175—184]. Mitochondrijy lygmeniu pastebétas iSsaugo-
tas membranos potencialas [185—-191]. In vivo tyrimai su gyviinais patvirtino,
kad kurkuminas reikSmingai mazina infarkto dydj bei slopina nepageidau-
jamga kairiojo skilvelio remodeliavimasi [192—-205]. Sirdies audinio analizé
parod¢ sustiprinta endogening antioksidacing apsauga [206-218].

Nepaisant teigiamy rezultaty, laisvo kurkumino biologinis prieinamumas
yra labai mazas [219-223]. Siekiant jveikti Siuos barjerus, kurkuminas inkap-
suliuojamas | PLGA nanodaleles [224-229]. Tas uztikrina pH jautry atpalai-
davimg acidozés apimtoje miokardo zonoje [230].
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Kurkumineo Kklinikinio pritaikymo isSakiai
ir nanotransporto sistemy poreikis

Nepaisant teigiamy rezultaty, laisvo kurkumino biologinis prieinamumas
yra labai maZzas dél prasto tirpumo ir intensyvaus pirmojo prasiskverbimo
metabolizmo (gliukuronizacijos) [219-223]. Siekiant jveikti Siuos barjerus,
kurkuminas inkapsuliuojamas j transporto nanosistemas, t. y. | PLGA nano-
daleles [224-229]. Inkapsuliacija i PLGA ne tik apsaugo polifenolj nuo
degradacijos, bet ir uZztikrina pH jautry atpalaidavima acidozés apimtoje
miokardo zonoje [230].

Vitamino E vaidmuo mitochondrijy apsaugai
iSeminés-reperfuzinés pazaidos metu

Vitaminas E apima aStuonias riebaluose tirpiy junginiy izoformas, i$
kuriy biologiskai aktyviausias zmogaus organizme yra a-tokoferolis (a-T)
[231-233]. Pagrindiné vitamino E funkcija — lipidy peroksidacijos reakcijos
nutraukimas biologinése membranose [234, 235].

Vitaminas E veikia lokalizuodamasis kardiomiocity sarkolemoje ir mito-
chondrijy membranose; ten jis neutralizuoja peroksilo radikalus ir pavercia
juos stabiliais hidroperoksidais [234-238]. Vitamino E regeneracijai butinas
glutationas [236, 237]. Be tiesioginio antioksidacinio vaidmens, vitaminas E
moduliuoja signalizacija: slopina PKC aktyvuma, veikia MAPK kaskadas bei
NF-kB kelig ir taip maZzina uzdegiminiy citokiny bei adhezijos molekuliy
raiskg [239-246].

Mitochondrijy membrany apsauga yra kritiné I/R metu, nes leidzia
palaikyti protony gradientg ir ATP sintez¢ [247, 248]. Vitaminas E slopina
mPTP atsivérimg mazindamas oksidacinj stresg ir netiesiogiai riboja mito-
chondrijy Ca* perkrova per geresne siurbliy funkcijg [249-255].

Vitamino E taikymo ikiklinikiniuose ir klinikiniuose
tyrimuose rezultatai bei jy apribojimai

In vitro ir ex vivo modeliai patvirtino, kad vitaminas E mazina MI dyd;j
bei reperfuzijos sukeltas aritmijas [256-262]. In vivo tyrimai pademonstravo
ir kardioprotekcijg [263—270]. Taciau klinikinés studijos buvo nuvilian¢ios
arba parodé padidéjusj mirtingumga vartojant dideles jo dozes [271-276]. Sis
,transliacinis atotriikis* aiSkinamas tuo, kad klinikose tirtas létinis vartojimas
profilaktikai, o ne imin¢ intervencija I/R metu [248, 277, 278].
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Nanotransporto poreikis vartojant vitamina E praktiSkai

Klinikinis efektyvumas gali biiti pasiektas uztikrinant greita vitamino E
patekimg i kardiomiocity mitochondrijas [279-282]. Laisva forma didelémis
dozémis gali sukelti tokoferolio salygota peroksidacija [277, 283]. Todél
PLGA nanodaleliy vartojimas yra biitinas: jis apsaugo vitaming E nuo
prooksidacinio poveikio ir uztikrina selektyvy atpalaidavima rtgstinéje
iSemijos zonoje (pH 5,5) [284, 285].
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AUGALINES KILMES NANOPUSLELIU
PRITAIKYMAS SIRDIES LIGU TERAPIJAI

Kardiomiocity iSeminei-reperfuzinei pazaidai
taikomi terapijos budai

Nepaisant pazangos gydant UMI, miokardo I/R paZaida islieka pagrin-
dar triiksta [286—-290]. Mechaninés strategijos, pvz., postkondicionavimas,
daznai neduoda laukiamy rezultaty dél ,,transliacinio atotriikio®, kurj sukelia
pacienty gretutinés patologijos ir vartojami medikamentai [291].

Atsizvelgiant | tai, kad mitochondrijy bioenergijos stabilizavimas yra
kardiomiocity i§saugojimo pagrindas, naujausi tyrimai siejami su farmako-
logine mitochondrijy apsauga. Nagrin¢jami EDTA chelaty tirpalai, galintys
moduliuoti mPTP kanaly veiklg ir vidulastelinio Ca** balansg [288], bei IL-1
citokiny inhibitoriai, maZinantys uzdegiminj atsaka ] kardiomiocity Zziitj
[292].

Viena perspektyviausiy krypc¢iy siame kontekste yra regeneracinés medi-
cinos sprendimai, ypac kardioprotekcinés nanopiislelés. Jos geba transportuo-
ti miRNR ir baltymus, kurie tiesiogiai veikia kardiomiocity mitochondrijas,
apsaugo jas nuo oksidacinio streso, padeda i§vengti mPTP atsivérimo ir taip
sumazina negriztama miokardo pazeidima [293-295].

UZlastelinés nanopiislelés kaip perspektyvi terapiné platforma

Remiantis Tarptautinés uzlasteliniy nanopisleliy draugijos (angl. Inter-
national Society for Extracellular Vesicles, ISEV) patvirtintomis MISEV2023
gairémis, visos lgsteliy nattraliai iSskiriamos pislelés, apribotos lipidiniu
dvigubu sluoksniu ir neturin¢ios funkcinio branduolio, jvardijamos bendru
uzlasteliniy nanoptsleliy (angl. extracellular vesicles, EVs) terminu. Atsi-
zvelgiant | tai, kad pusliy biogenez¢ yra sudétingas ir Igstelés fiziologing
biikle atspindintis procesas, gairése rekomenduojama jas klasifikuoti pagal
fizines charakteristikas: mazosios (< 200 nm) ir vidutinés/didelés (> 200 nm)
nanopuslelés [295, 296].

Sios piislelés, literatiiroje daznai vadinamos ,.egzosomomis®, aptinka-
mos visuose biologiniuose skysciuose. Jy molekulinj krovinj — baltymus, lipi-
dus ir nukleortigstis (mRNR, miRNR, DNR fragmentus) — lemia motininés
lastelés tipas ir jos funkciné baklé [295, 297]. Zinduoliy lasteliy i§skiriamos
nanopisleleés atlicka svarby vaidmen] tarplastelinéje komunikacijoje ir yra
pladiai tyringjamos esant I/R pazaidai. Cia kamieninémis Igstelémis (MSC,
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CPC) grista vezikuliy terapija demonstruoja antiapoptozinius ir proangioge-
ninius efektus ir moduliuoja miokardo energijos balansg [293-295, 298, 299].
Vis délto terapinis zmogaus ar gyviiny kilmés ptsleliy pritaikymas susiduria
su sudétingais standartizavimo, i§skyrimo ir masinés gamybos i$Sukiais.

Augalinés kilmés nanopisleliy biologiné svarba ir pritaikymas

Idomu tai, kad uzlasteliniy nanopiisleliy egzistavimas ir komunikacinis
vaidmuo neapsiriboja vien gyviiny karalyste. Pastarojo deSimtmecio tyrimai
atskleide, kad augaly lastelés taip pat gamina ir iSskiria uzlastelines nanopiis-
leles, struktiiriskai ir funkciskai analogikas Zinduoliy vezikuléms. Sios
struktiiros, daznai vadinamos augalinés kilmeés nanodalelémis (angl. Plant-
Derived Nanovesicles, PDNV) arba | egzosomas panaSiomis pislelémis
(angl. Plant Exosome-like Vesicles, PELV), pasizymi tipiSku egzosomy
dydziu ir yra pripildytos bioaktyviy augaliniy molekuliy: lipidy, sacharidy,
fenoliniy junginiy bei nukleoriigsciy [300, 301]. Skirtingai nei gyviininés
kilmeés vezikulés, augalinés nanoptslelés pasizymi iSskirtiniu stabilumu
rigscioje terpéje, yra absorbuojamos Zarnyne ir per sisteming kraujotaka gali
pasiekti jvairius zinduoliy audinius. Visa tai jas daro perspektyvia terapine
sistema [302].

Augalu nanopisleliy kardioprotekciniai veikimo mechanizmai

Augalinés kilmeés nanopusleliy galimybé sumazinti Sirdies I/R pazaida
kyla dél jy unikalios sudéties ir geb¢jimo sgveikauti su zinduoliy Igstelémis.
Bioaktyvios medziagos, esancios nanopiislelés viduje, gali trukdyti daugeliui
I/R pazaidos kaskados etapy.

Vienas pagrindiniy apsaugos mechanizmy yra nanoptsleliy antioksida-
cinés savybés. Daugelis augaly natiiraliai turi stipriy antioksidaciniy jungi-
niy — polifenoliy (pvz., kurkumino ciberzol¢je, gingerolio imbiere, resvera-
trolio vynuogése, rozmarino rigsties melisose) ir vitaminy [303, 304].
Tyrimai rodo, kad augalinés kilmés nanopiislelés gali veikti kaip antioksi-
danty neSikliai ir padidinti jy stabilumg bei jsisavinimg Igstelése [301].
Pavyzdziui, imbiero nanopiislelés gali apsaugoti nuo audiniy pazeidimo padi-
dindamos endogeniniy antioksidanty fermenty (pvz., hemo oksigenazés-1
(HO-1)) kieki ir sumazindamos lipidy peroksidacija [301]. Be tiesioginio
antioksidacinio poveikio, augalinés kilmés nanopuslelés taip pat gali turéti
specifiniy baltymy arba miRNR, kurie moduliuoja endogeninius antioksi-
danty kelius (pvz., Nrf2 signaling kaskadg) ir taip sustiprina vidine lgsteliy
apsaugg nuo ROS veikimo reperfuzijos metu [302, 305].
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Uzdegimas yra dar vienas svarbus veiksnys esant Sirdies I/R pazeidimui.
Irodyta, kad augaly nanopuslelés (pvz., imbiero ar vynuogiy) veikia pries-
uzdegimiSkai moduliuodamos makrofagy poliarizacija link M2 fenotipo ir
sumazindamos TNF-a ir IL-6 gamyba [293, 305, 306]. Sj poveikj gali
salygoti specifiniai lipidai, baltymai arba miRNR, maZzinantys uzdegiminés
kaskados aktyvacija (slopina NF-kB israiska) [302]. Miokardo I/R pazaidos
metu tokie prieSuzdegiminiai veiksmai gali zZymiai sumazinti neutrofily
infiltracijg ir sukurti palankesng¢ aplinkg kardiomiocitams iSgyventi [307].

Kardiomiocity apsauga nuo apoptozinés zities yra itin svarbi siekiant
sumazinti infarkto dydj. Susvelnindamos oksidacinj stresg ir kalcio pertekliy,
augaly nanopiislelés netiesiogiai uzkerta kelig mPTP atidaryti. Be to, jos gali
tiesiogiai sgveikauti su mitochondrijy komponentais arba atne$ti miRNR,
kurios sumazina proapoptoziniy baltymy (Bax, Bak) gamyba, padidina anti-
apoptoziniy baltymy (Bcl-2) iSraiSkg ar slopina kaspaziy aktyvacija [302,
308, 309].

Vienas idomiausiy augaly nanopiisleliy funkcijos aspekty yra jy vaid-
muo, padedantis reguliuoti geny ekspresija Zinduoliy Igstelése miRNR pagal-
ba. Pafios miRNR yra maZos nekoduojan¢ios RNR, kurios jungiasi prie
tiksliniy mRNR 3' netransliuojamo regiono. Tyrimai jrodo, kad augaly
miRNR (pvz., miR159) gali prisijungti prie zinduoliy mRNR, jas slopinti ir
taip pademonstruoti tarprisinés geny reguliacijos fenomena, susijusj su
medZziagy apykaita, uzdegimo moduliacija ir imuniniu atsaku [300, 302, 310].

Vaistiné melisa kaip perspektyvus kardioprotekciniy
uZlasteliniy nanopisleliy Saltinis

Vaistiné melisa (lot. Melissa Officinalis), priklausanti mety (lot. Lamia-
ceae) Seimai, jau kelis Simtmecius tradiciSkai vartojama dé¢l raminamuyjy,
antivirusiniy ir atmintj gerinanciy savybiy [311, 312]. Moksliniai tyrimai
atskleidé, kad melisa turi rySky antioksidacinj ir prieSuzdegiminj poveikj. Ta
lemia augale esantys fenolio junginiai; rozmarino riigstis yra gausiausia meli-
sos sudedamoji dalis [312, 313]. Kiti dariniai — kofeinas, chlorogeno rugstis,
flavonoidai ir triterpenai — taip pat prisideda prie augalo bioaktyvumo ir
pasizymi kardioprotekcinémis savybémis [313, 314]. Vandenyje tirpls ir su
lipidais susij¢ junginiai yra pagrindiniai komponentai, randami augalinés
kilmés nanopuslelése.
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Melisu nanopisleliy kardioprotekciniai mechanizmai

Melisoje gausu rozmarino rugsties ir flavonoidy [312, 313]. Rozmarino
rugstis efektyviai suriSa laisvuosius radikalus ir cheluoja prooksidacinius
metalo jonus [313]. Augalinés NP taip pat gali pernesti miRNR; jos didina
lastelés endogening antioksidacing apsaugg ir sustiprina kardiomiocity atspa-
rumg oksidaciniam stresui [314]. Junginiai, esantys melisoje, gali slopinti
uzdegimo mediatorius ir citokiny gamyba per signalinius kelius — pvz.,
NF-«B [311, 312]. Patekusios | Iasteles, NP galéty slopinti uzdegimine reak-
cijg kaip tai daro nanoptslelés, iSgautos i§ kity augaly, pavyzdziui, imbiero
[315].

Be to, NP gali tiesiogiai pristatyti antiapoptozines molekules arba
miRNR, kurios paveikty proapoptozinius genus kardiomiocituose ir stabili-
zuoty mitochondrijy funkcija [315, 316]. Internalizuotos kardiomiocituose
Sios molekulés gali dalyvauti tarprusingje geny raiSkos moduliacijoje ir
tiesiogiai jungtis prie zinduoliy mRNR taikiniy [317, 318]. Tikétina, kad
augaliniy miRNR jtaka gali biti vienas veiksniy, lemianc¢iy kardiomiocity
metabolinj perprogramavima, t. y. selektyvus tam tikry mitochondrijy balty-
my kodavimo slopinimas gali priversti lastel¢ laikinai pereiti prie glikolitines
energijos gamybos.

Rozmarino riigstis turi apsauginj poveiki nuo I/R sukeliamy pazeidimy
kituose organuose, pavyzdziui, smegenyse ar inkstuose [312, 313]. Sékmin-
gai kardioprotekcijai panaudotos NP i$ kity augaly, pavyzdziui, imbiero [315]
arba vynuogiy [319], suteikia tvirta pagrindg misy pasirinktai strategijai.

ISSakiai ir perspektyvos pritaikant augalinés kilmés
nanopisleles terapijai

Nors duomeny apie augaly nanopiisleliy kardioprotekcinj poveiki po I/R
pazaidos dauggja, taciau pritaikant juos klinikinéje praktikoje susiduriama su
i88ukiais. I§skyrimo ir apibiidinimo metody standartizavimas yra esminis, nes
nanopisleliy iSeiga, grynumas ir sudétis labai priklauso nuo augalo Saltinio,
augimo salygy, brandos ir i§skyrimo protokolo [302, 308]. Norint uztikrinti
atkartojamuma, reikalinga i§sami nanodalelés sandaros analizé (proteomika,
lipidomika, transkriptomika) ir tiksliy molekuliniy taikiniy kardiomiocituose
nustatymas.
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Labai svarbu suprasti, kaip augaly nanoptsleles specifiS$kai pasisavina
kardiomiocitai: per receptorius, endocitoz¢ ar membrany susiliejima [302,
308]. Biologinio prieinamumo klausimas, ypa¢ vartojant per burna, iSlieka
svarbi sritis, reikalaujanti griezty farmakokinetikos tyrimy [300, 301, 308].
Nors manoma, kad nanopislelés, iSgautos i§ valgomyjy augaly, yra saugios,
visgi biitina jvertinti galimg imunogeniSkumg esant dideléms koncentra-
cijoms [302]. I§sprendus standartizavimo ir terapinés gamybos mastelio keiti-

Vv —

kartos strategija kardiomiocity apsaugai nuo I/R pazaidos.
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VAISTU PERNESIMO NANOSISTEMU
TAIKYMAS KARDIOLOGIJAI

Pagrindiniai vaisty perneSimo nanosistemy principai

Vaisty pernesimo sistemos yra sukurtos vaistams pristatyti j konkrecias
tikslines organizmo vietas ir suteikia daug privalumy bei platesnj terapinio
gydymo spektra lyginant su jprastomis formomis [320]. Kontroliuojamas
vaisty perneSimas (KVP) naudojant nanodaleles, leidzia uztikrinti tikslinj
veikliosios medziagos pristatyma | pazeista audinj palaikant teraping kon-
centracijg ir kartu maZinant sisteminj $alutinj poveikj [284, 321]. Siuolai-
kingje kardiologijoje §i strategija yra esminé sprendZziant ,,terapinio lango*
problema ir siekiant, kad sisteminés dozés nepasiekty toksiSkumo ribos [322].

Nanonesikliai leidzia iSnaudoti padidéjusi mikrokraujagysliy pralaiduma
infarkto metu ir uZtikrinti pasyvig vaisto akumuliacija buitent pazaidos srityje
[323]. Be to, nanotechnologiniai sprendimai kritiskai pagerina molekuliy
internalizacijg | kardiomiocitus ir yra bitina salyga norint apsaugoti lasteles
nuo reoksigenacijos sukelto negriztamo pazeidimo [323].

Pagerindamos biologinj priecinamuma, ND gali sumazinti gydymo i$lai-
das ir toksiskumo rizika [324]. Zinoma, kad didesnés nei 1000 nm makro-
dalelés linkusios kauptis kepenyse ir bluznyje, o mazesnés nei 8 nm pasali-
namos per inkstus. Tac¢iau 10-300 nm dydzio ND dazZnai kaupiasi organuose,
kuriuose yra didelis makrofagy tankis [325].

Nanodaleliy klasifikacija ir biocheminés savybés

Pagrindinés nanodaleliy klasés skirstomos 1 neorganines, lipidines ir
polimerines. Neorganinés nanodalelés — pavyzdziui, aukso (AuND) ar gele-
zies oksido sistemos — leidzia jas efektyviai taikyti diagnostikai bei fototermi-
nei terapijai [326—-330]. Visgi klinikinj Siy daleliy pritaikyma Sirdies ligoms
gydyti riboja polinkis kauptis organuose bei galimas ilgalaikis toksiSkumas,
ypac¢ naudojant sunkiyjy metaly junginius [331].

Lipidy pagrindu sukurtos sistemos, taip pat ir liposomos, vertinamos dél
gero biosuderinamumo ir gebéjimo transportuoti ir hidrofilinius, ir lipofili-
nius vaistus [332, 333]. Liposomos gali apsaugoti veikligsias medziagas nuo
metabolinés degradacijos [334, 335]. Taciau kardiomiocitai laisvas liposo-
mas pasisavina prastai, o modifikacijos (pvz., PEG) gali sukelti nepageidau-
jama imuninj atsakg [322, 336].
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Polimerinés nanodalelés ir jy panaudojimas praktiSkai

Siekiant i§vengti imunings sistemos poveikio, buvo sukurtos sintetinés
polimerinés medziagos, pvz., PLGA [337, 338]. Pagal struktiirg jos skirsto-
mos | polimersomas, miceles ir dendrimerus [339]. PLGA yra plac¢iausiai
naudojama biologiskai skaidoma vaisty perne§imo sistema, patvirtinta FDA
ir EMA, skirta kontroliuojamam vaisty tiekimui  1asteles [340]. | 1astelg pate-
kusi PLGA skyla | pieno riigstj ir glikolio rtigsti, kurios metabolizuojamos
per Krebso cikla j CO-, serina ir piruvatg [341]. Sis procesas padaro PLGA
saugiu vaisty tiekimo pasirinkimu su minimaliu sisteminiu toksiSkumu [337,
342].

PLGA nanodaleles galima pritaikyti keiciant dydj, kriivj ir aplinkos pH
[343]. Vienas i§ paplitusiy metody hidrofobiniams junginiams (pavyzdziui,
kurkuminui) inkapsuliuoti yra emulsifikacijos metodas, suteikiantis norimas
savybes [341, 343]. Pagrindinis PLGA skaidymosi greitis yra moduliuojamas
aplinkos pH — riigstinéje terp¢je vyksta autokatalitinis efektas, paspartinantis
polimerinés matricos skaidymasi [340, 341]. Tokia pH priklausoma kinetika
leidzia kurti sistemas, uZtikrinancias pagreitintg vaisto atpalaidavimga patolo-
ginés acidozés salygomis [268]. Inkapsuliacija apsaugo polifenolius nuo
degradacijos vandeninéje terpéje iki patekimo j lastelg [343].

PLGA placiai tiriama véziui ir neurodegeneraciniams sutrikimams gy-
dyti, diagnostikai ir vaizdinimui [342]. Tyrimai parodé, kad kurkumino
inkapsuliavimas PLGA pagerina tirpumg ir absorbcija lastelése lyginant su
laisvu kurkuminu [345]. Tas 1émé didesnj stabilumg ir geresnj vaisty pasisa-
vinimg bei sulaikymg Iastelése [346].

Nanodaleliy klinikinio pritaikymo isSiikiai

Konkrec€iy gairiy trikumas gali trukdyti Siy vaisty transportavimo sistemy
patvirtinimo procesui, nes sterilizavimo metodai turi nepakenkti nanodaleliy
stabilumui. Tinkamas problemy sprendimas biitinas siekiant pagerinti PLGA
preparaty klinikinj pritaikymg ir potencialg [347]. Apibendrinant galima
teigti, jog nepaisant daug zadanciy rezultaty in vitro, naudingos nanoterapijos
kiekis iSlieka mazas dél transliacijos atotriikio tarp gyviiny modeliy ir Zmoniy
tyrimy [348, 349], o ypa¢ de¢l nepakankamo supratimo, kaip skirtumai veikia
nanoterapijos daleliy veikima in vivo [350].
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TYRIMO MEDZIAGOS IR METODAI

Eksperimentinio tyrimo strategija ir pagrindimas

Eksperimentiné strategija buvo suformuota siekiant istirti kardiomiocity
pazaidos mechanizmus ir jvertinti nanotechnologiniy priemoniy efektyvuma
juos neutralizuojant.

Tyrimams buvo naudoti pirminiai neonataliniy Ziurkiy kardiomiocitai,
nes $i lasteliy kultiira — prieSingai nei imortalizuotos lasteliy linijos (pvz.,
HO9c2) — islaiko natiiraly kontraktiliSkuma, bioenergines savybes bei lasteliy
signalizacijos kelius, budingus in vivo busenai [349, 350]. Be to, pirminiai
kardiomiocitai pasizymi stabilia AKF-2 receptoriy raiska, kuri biitina tiriant
tiesiogini SARS-CoV-2 RBD fragmento poveikj miokardui [92, 351].
Siekiant imituoti su infekcija susijusj miokardo pazeidimo fong, tyrimams
buvo pasirinktas rekombinantinis SARS-CoV-2 spyglio baltymo receptorius
riSantis domenas (RBD), o ne gyvas virusas. Toks metodologinis pasirinki-
mas leidZia izoliuotai tirti tiesioginj receptoriy (AKF-2) medijuojama lasteliy
pazeidima ir imunometabolinj stresg atmetant aktyvios virusinés replikacijos
bei tiesioginés lasteliy lizés sukeliamus kintamuosius [352]. Literattiros duo-
menys rodo, kad vien tik RBD fragmento sgveika su AKF-2 receptoriais yra
pakankama sukelti jy internalizacija, vietinés renino-angiotenzino sistemos
disbalansg [353], NADPH oksidazés aktyvavima bei po to sekantj oksidacinj
stresg ir mitochondrijy disfunkcija [354]. Tai leido standartizuotai atkurti
,.sterilaus uzdegimo* ir energijos iSeikvojimo fona [355] bei sukurti jungtinio
pazeidimo modelj, kuriame galima tiksliai jvertinti, kaip virusinis stresorius
dekompensuoja kardiomiocity atsparumg veliau prasidedanciai hipoksinei-
reoksigenacinei pazaidai.

Remiantis literatiros analize bei preliminariais laboratorijos tyrimais,
pasirinktas 24 val. hipoksijos (2 proc. O2) ir 24 val. reoksigenacijos modelis.
Literattiroje nurodoma, kad tokia trukmeé yra optimali sukelti patikima mito-
chondrijy bioenergijos nepakankamumag ir kartu iSlaikant pakankamg lgsteliy
gyvybinguma, leidziantj vertinti terapiniy medziagy citoprotekcinj potencialg
[356, 357]. Lasteliy apdorojimas nanodalelémis ir nanopuslelémis pradétas
likus 24 val. iki hipoksijos fazés pradzios. Toks iSankstinis paveikimas pa-
rinktas siekiant uztikrinti pakankama medZziagy internalizacija bei aktyvuoti
vidulgstelinius adaptacinius kelius dar iki pagrindinio oksidacinio streso pra-
dzios [140, 344].
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Gydymo sistemy pagrindimas

Pasirinkta naudoti biologiskai skaidy PLGA polimera, nes jo esteriniy
ry$iy hidrolizé yra paspartinama rugstingje terpéje [340]. Tai leidzia imituoti
iSeming acidozg (pH 5,5) ir uztikrinti selektyvy vaisto atpalaidavimag pazeidi-
mo zonoje ir kartu neutralizuoti laisvyjy antioksidanty galimg prooksidacinj
toksiskumg esant dideléms dozéms [260, 268].

Vaistinés melisos nanoptislelés pasirinktos kaip inovatyvi biomimetiné
platforma. Literattiros duomenys rodo, kad augalinés kilmés nanopisleles
geba vykdyti tarpriising geny raiSkos moduliacija, galinCig pakeisti lastelés
energijos profilj ir padidinti jos atsparuma hipoksijai [316, 319].

Polimeriniy nanodaleliy sintezé ir vaistiniy medziagy
inkapsuliavimas

Poli-laktido-ko-glikoliné rugstis (PLGA, 50:50, MM 100 000-125 000
g/mol) (Corbion, Nyderlandai). Acetonas (molekuliné masé 58,08 g/mol) ir
Tween80 tirpalo nanodaleliy sintezei (pH 5-7 (1,07 g/ml, H>O ,20 °C)) buvo
isigyti i§ ,,Merck* kompanijos, Vokietija. Kurkuminas (Cur, molekuliné mase
(MM) 368,38 g/mol), a- tokoferolis (vitaminas E) (¢ TCP, MM 430,71 g/mol
> 96 proc.), acto rugstis (99,8-100,5 proc.), poli (vinilo alkoholis) (PVA,
MW: 31 000-50 000 g/mol, 9899 proc. hidrolizuota), PLGA-Rodaminas B
(RhB) (L:G 50:50, Mn: 10 000-30 000) (,,Sigma-Aldrich* kompanija, Vo-
kietija). Dializés membrana (,,Spectra/Por 6 bandomasis rinkinys, MWCO:
2 kDa) ir fosfatinio buferinio tirpalo (PBS) tabletés buvo isigytos atitinkamai
i$ ,,Spectrum Labs®, JAV, ir ,, MP Biomedicals®, JAV.

Polimeriniy daleliy sintezé buvo vykdoma Acibadem universitete
Turkijoje. Siekiant susintetinti PLGA nanodaleles (PLGA ND), PLGA
(25 mg, 0,20-0,25 pmol) buvo istirpinta 1 ml acetono. Taip pat | 4 ml
tame (dd) H20, 100 aps./min. grei¢iu, buvo jpilta 10 pl Tween80 tirpalo ir
maiSoma, kol visiskai iStirpo. Taip paruostas PLGA tirpalas buvo lasinamas
mazais laSeliais | PVA tirpalg insulino Svirk$tu tuo pat metu maiSant
1 500 aps./min. grei¢iu. Sulasinus visa PLGA tirpala, paruosStas naujas
tirpalas buvo tris kartus centrifuguojamas Saltame dvigubai distiliuotame (dd)
H>0O 10 min. 10 000 aps./min. grei¢iu, kad biity pasalintos visos priemaisos.
Surinkus susidariusias mégintuvéliy dugne nuosédas, jos buvo resuspenduo-
jamos 10 ml ddH-O.

Paskutiniame etape gautas ND tirpalas buvo centrifuguojamas 6 000
aps./min. greiciu, kol buvo pasalintos priemaiSos ir pasiektas norimas nano-
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daleliy dydis. Panasus metodas buvo taikomas ir vaistais pakrauty nanoda-
leliy — kurkuminu pakrauty (PLGA-Cur) ir aTCP pakrauty nanodaleliy
(PLGA-vit. E) bei Rodaminu B pakrauty nanodaleliy (PLGA-RhB) — sinte-
zei. Pagrindinis skirtumas gaminant buvo vaisty molekuliy arba fluore-
scenciniy dazy iStirpinimas acetone kartu su PLGA polimeru i§ pat pradziy.
Gaminant PLGA-Cur, kurkuminas (2,5 mg, 6,79 umol) ir PLGA (25 mg,
0,20-0,25 umol) buvo istirpinti 1 ml acetono. Panasiai Rodaminas B (2,5 mg,
0,083-0,250 pmol) ir PLGA (25 mg, 0,20-0,25 pmol) buvo istirpinti 1 ml
acetono RhB-PLGA ND sintezei. Kaip oTCP (2,5 mg, 5,8 pmol) ir PLGA
(25 mg, 0,20-0,25 pumol) buvo istirpinti 1 ml acetono aTCP-PLGA ND
sintezei. Vélesni centrifugavimo etapai buvo atlikti taip pat, kaip apraSyta
tus¢iy PLGA nanodaleliy gamybos metu. Visos pagamintos nanodalelés buvo
laikomos —20 °C temperatiiroje.

Sintetiniy nanodaleliy fizikiniy ir cheminiy savybiy vertinimas

Dinaminés $viesos sklaidos (DSS) analizé. ND hidrodinaminiai skers-
menys ir polidispersiSkumo indeksai (PDI (angl. Poly Dispersity Index))
buvo i$matuoti DSS prietaisu (,,Wyatt Technologies DynaproNanostar*,
JAV) praskiedus ND 10 karty ddH>O tirpale kambario temperatiiroje (KT
(25 °C)). Tam buvo paruosta 100 ul ND tirpalo § DLS kiuvete ir atlikta 10
matavimo cikly, kuriy kiekvieno laikas buvo 5 sekundés. Sie matavimai buvo
pakartoti tris kartus kiekvienam méginiui.

Zeta potencialo analizé. ND buvo praskiestos 10 karty jy pradinio turio
naudojant 0,001 MM NaCl tirpalg siekiant iSanalizuoti jy pavirSiaus kriivj.
Meéginiai buvo dedami | specialias zeta potencialo kiuvetes, o matavimai
atlikti naudojant ,,Zetasizer Nano ZS* (Malvern, JK) KT ir atliekant 10 mata-
vimo cikly. Procesas buvo pakartotas tris kartus, o vidurkis buvo apskaiciuo-
tas siekiant nustatyti ND pavirSiaus kriiviui.

Morfologiné analizé. ND morfologija buvo analizuojama naudojant ske-
nuojanciajg elektroning mikroskopija (SEM (angl. Scanning Electron Micro-
scopy) (,,Thermo Fischer Scientific, ,,Quattro ESEM*, JAV). ND tirpalai
buvo lasinami ant metaliniy juosteliy su anglies juostele ir palickami dzitti
beveik 2 dienas. Véliau jie buvo padengti auksu vakuume, o analizé atlikta
esant 20 kV jtampai ir 3,5 lazerio tasko dydziui.

Stabilumo analizé. Buvo tirtas ND stabilumas siekiant nustatyti, kiek
laiko jos iSlaiko savo struktiirg stabilig esant skirtingoms aplinkos sglygoms.
Siuo tikslu ND buvo inkubuojamos 1 MM pH 7,4 PBS tirpale skirtingose
temperattirose (KT ir 37 °C). Po tam tikro inkubacijos laiko (pradzioje ir
veliau 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 DSS metodu atliekant
tris pakartojimus kiekvienam laiko taskui.

Bendro vaisto kiekio nustatymas. Bendras ND inkapsuliuotas vaisto
kiekis buvo nustatytas praskiedziant ND tirpalg su acetonu santykiu 1:1 ir
analizuojamos naudojant LC/MS-MS (skys€iy chromatografijos ir masiy
spektrometrijos (angl. Liquid Chromatography/Mass Spectometry) prietaisg.
Analize atlikta C18 kolonél¢je; praskiestas su acetonu ND tirpalas buvo
sumaSomas su kitu tirpikliu — ddH2O ir acetonitrilo miSiniu (1:1) ir palei-
dziamas 0,5 ml/min. grei¢iu. Kurkumino daugialypés reakcijos stebéjimo
(angl. Multiple Reaction Monitoring, MRM) metu buvo koncentruojamasi |
molekuliniy jony smailg ties 365,2 g/mol teigiamo skenavimo srityje; tiriant
oTCP (vitaming E) MRM metodu, buvo susikoncentruota ties molekuliniy
jony smaile 431,4 g/mol. I§ pradziy kurkuminas ir « TCP buvo paruosti esant
skirtingoms koncentracijoms, o §iy vaisty molekuléms buvo sukurtos kalibra-
vimo kreivés naudojant MRM metodus, specialiai parengtus abiem vaisty
molekuléms (S1 ir S2 pav.). Remiantis Siomis kalibravimo kreivémis, ND
viduje inkapsuliuoty kurkumino ir aTCP kiekis buvo apskaiciuotas pg/ml, o
vaisty inkapsuliavimo efektyvumas (IE) buvo nustatytas procentais naudojant

1 lygti.
Inkapsuliuoto vaisto kiekis

) x 100 (1 lygtis)

Veikliyjy medZiagy atpalaidavimo kinetikos tyrimas pH-jautriose
nanotransporto sistemose. Vienas pagrindiniy tyrimo uzdaviniy buvo sukurti
ir iSbandyti pH jautrias nanotransporto sistemas, kurios uztikrinty selektyvy
veikliyjy medziagy atpalaidavimg acidozés paveiktoje aplinkoje. Siam tikslui
pasiekti buvo tiriama kurkumino ir vitamino E atpalaidavimo kinetika i$
PLGA nanodaleliy dviejose modelinése terpése: 1 mM fosfatiniame buferi-
niame tirpale (PBS, pH 7,4), imituojanciame fiziologines salygas, ir acetato
buferiniame tirpale (pH 5,5), imituojanciame lokalia miokardo acidoze bei
uzdegiming aplinka.

Atpalaidavimo profiliy nustatymui buvo naudotas dializés metodas:
paruos$ty nanodaleliy méginiai buvo patalpinti j dializés maiselius (molekuli-
nés maseés atskyrimo riba — 2 kDa) ir panardinti j 40 ml akceptorinio tirpalo.
Eksperimentas vykdytas orbitiniame kratytuve (200 aps./min.) uZztikrinant
pastovig 37 °C temperatiirg. Siekiant tiksliai jvertinti vaisto i$siskyrimo grei-
ti, akceptorinio tirpalo méginiai buvo renkami nustatytais laiko intervalais:
0,25,0,5,0,75,1,2,3,4,5,6,7, 24, 48, 72, 96 valandas. Veikliyjy medziagy
koncentracija surinktuose méginiuose analizuota naudojant skys¢iy chroma-
tografijos ir masés spektrometrijos (LC/MS-MS) sistema.

Vaisto 1E proc. = ( Visas vaisto kiekis
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Fluorescencinio spektrofotometro analizé. RhB yra fluorescencinis da-
ziklis, kurio maksimalus suzadinimo bangos ilgis yra 553 nm, o maksimalus
emisijos bangos ilgis — 627 nm. Siekiant nustatyti ND randamo daziklio kiek],
buvo naudojamas komercinis RhB konjuguotas PLGA polimeras (,,Sigma-
Aldrich* kompanija, Vokietija) (S3 pav.) ir buvo sudaryta kalibravimo kreivé
ties 553 nm bangos ilgiu. Taikant Sig kreive ir naudojant fluorescencine
spektrofotometrija, buvo nustatyta RhB molekuliy, randamy PLGA-RhB
ND, koncentracija.

Vaistinés melisos nanopisleliy iSskyrimas ir sudéties analizé

Augalines kilmés ND isskirti buvo naudojamos dZiovintos (ne aukstes-
néje kaip 40 °C temperatiiroje) antZeminés vaistinés melisos (lot. Melissa
Officinalis) (MO) (Alfred Galke GmbH, Vokietija) dalys. Izoliacija atlikta
pagal gamintojo protokola naudojant ,,ExoPLANT Lo Nanovesicle Isolation
Kit*“ (UAB ,,Exolitus®, Lietuva). Gauta zaliava buvo susmulkinta griistuvéje
skysto azoto atmosferoje, sumaiSyta su stabilizuojanciu reagentu B ir reagen-
tu A. Suspensija 1 valandg maiSyta kratytuvu 10 aps./min. grei¢iu. Tada
meéginys 1 valanda centrifuguotas 3000 x g greiciu, kad greitai biity pasalin-
tos neistirpusios augalo dalys; suspensija filtruota per 0,22 pm pory dydzio
Svirksto filtrg ir sumaiSyta su reagentu C santykiu 1:1. Gautas tirpalas inku-
buojamas 16 valandy 4-8 °C temperatiiroje. Inkubacinis méginys buvo cent-
rifuguojamas 3000 x g grei¢iu 1 valanda, po to supernatantas buvo pasalintas,
o gautos ND buvo resuspenduotos PBS tirpale.

Baltymy kiekybiniam nustatymui buvo naudojamas Bradfordo metodas.
Trumpai: MO ND buvo sumaiSytos su 0,1 proc. Tritono tirpalu santykiu 9:1
ir inkubuojamos 15-30 min. kambario temperatiiroje. Po inkubacijos tirpalas
buvo sumaisytas su Bradfordo reagentu santykiu 9:1, o absorbcija buvo
matuojama esant 595 nm bangos ilgiui naudojant kontrolinj PBS, sumaiSyta
su Bradfordo reagentu (,,Sigma Aldrich®, Hamburgas, Vokietija). Koncent-
racija apskaiciuojama pagal kalibravimo kreivés lygtj, kuri sudaroma matuo-
jant zinomas galvijy serumo albumino koncentracijas. Pagal gautus rezultatus
véliau buvo paruostos kelios koncentracijos tolesniems bandymams — 2, 4, 6,
8, 10, 12, 16, 20 pg/ml. Nanopisleliy hidrodinaminiam skersmeniui ir kon-
centracijai nustatyti buvo taikyta nanosekimo analiz¢ (angl. NanoTracking
Analysis, NTA) naudojant ,,Nanosight NS300 (Malvern, Pensilvanija, JAV)
prietaisa, skai¢iuojanti daleliy skaiciy ir jvertinantj jy dydj tekanciame skys-
¢io sraute. Prie§ matuojant méginj, prietaiso kapiliaras ir matavimo celé buvo
uzpildyti PBS tirpalu. MO NP suspensija buvo praskiesta, kol ekrane vienu
metu matési ne daugiau kaip 100 ir ne maziau nei 10 daleliy. Prie§ matavima
nanodaleliy preparatas buvo kelias minutes resuspenduojamas 27G insulino
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SvirkStu, kad NP nesulipty. NP preparatas 20-50 karty praskiedziamas PBS
ir matuojamas naudojant vienkarting kiuvete.

MO NP sudéties analizei buvo naudojama ,,Waters Acquity H* klasés
UPLC sistema (,,Waters Co, MA, JAV®) su ,,Waters Acquity* fotodiody
matricos (PDA) detektoriumi (,,Waters Co, MA, JAV®). Analizei naudota
kolonélé: ,,Waters XTerra MS C18“ 4,6 x 100 mm, 3,5 um. Sorbento (Waters
Co, MA, JAV) daleliy dydis. MO nanodalelés buvo analizuojamos dél 4 veik-
liyjy medziagy: kofeino rugsties, rozmarino riigsties, p-kumaro rugsties ir
chlorogeno rugsties. Veikliosios medziagos buvo isskirtos i§ liofilizuoto
nanopisleliy preparato jj iStirpinant metanolyje ir sonifikuojant 15 min.

Pirminiy kardiomiocity iSskyrimas ir lasteliu kultiiros
grynumo patikrinimas

Visos procediiros buvo atliktos vadovaujantis Lietuvos Respublikos
gyviiny priezitros, laikymo ir naudojimo jstatymais. Gyviinai buvo auginami
vivariume laikantis ARRIVE gairiy. Pirminiy kardiomiocity kulttros iSskyri-
mui buvo pasirinktos Wistar veislés 4-5 dieny ziurkiuky Sirdys siekiant gauti
eksperimentiniam darbui tinkama pirmine kulttirg. Wistar tai yra albinosy
ziurkiy veislé. Ziurkés — peliniy (lot. Muridae) $eimos grauziky gentis. Pate-
lés lytiSkai subrgsta per 8, o patinéliai per 10 savaiciy. Poruojami nuo 3 meé-
nesiy. Veislei tinka iki 1 mety amziaus; gyvena 1,5-3 metus. Laikas nuo
apvaisinimo iki vaisiaus atvedimo trunka 21-23 dienas. Vados dydis nuo 8
iki 18 jaunikliy. Jaunikliai nujunkomi 3 savaiciy amziaus.

Gyviinai buvo perkami i§ LSMU Veterinarijos akademijos vivariumo ir
pervezti | laboratorijg specialioje gyviiny transportavimo dézutéje. ParuoSus
operacinj lauka, buvo atliekama greita dekapitacija nukerpant galvas zirkle-
mis ir stengiantis nesuzaloti gyviinelio galiiniy (procediirg atliko laboratorijos
darbuotojas, turintis leidima dirbti su gyvinais). Dekapituoty Ziurkiuky kiinai
buvo gausiai apipurskiami 70 proc. etanoliu ir perkeliami i ant ledo laikoma
Petri 1¢kstele sterilioje aplinkoje laminarinio srauto spintoje (MSC-Advan-
tage 1.8, Thermo Scientific, JAV).

Véliau darbas vyko sterilioje aplinkoje naudojant autoklavuotus instru-
mentus. Kriitinés lastos vietoje, naudojant astry chirurginj pinceta, buvo nulu-
pama oda nuo krutinés Iastos srities. Naudojant sterilias chirurgines Zirkles,
i8ilgai kriitinkaulio, labiau i kaire krtinkaulio pusg, buvo perkerpama ir atve-
riama kriitinés 1gsta. Lenktu pincetu buvo i§imama Sirdis ir perkeliama i nauja
ant ledo laikoma Petri I¢kstele, kurioje Sirdis nuplaunama su Saltu (+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 Ca?" ir Mg?*.

Naudojant chirurginj pincetg ir skalpelj, buvo pasalinamas §irdj dengian-
tis jungiamasis audinys — perikardas ir kraujagysliy liekanos, atidalijami ir
pasalinami prieSirdziai. Skalpeliu Sirdys perpjaunamos skersai ir isilgai,
iSplaunami skilveliuvose like kraujo kreSuliai. Miokardo gabaliukai buvo
perkeliami j naujg Petri 1¢kstele.

Naujoje leksteléje chirurginémis zirklémis Sirdis sukarpoma j smulkius
audinio gabaliukus (<1 mm dydzio) i§ kuriy, naudojant lenkta pincetg ir
HBSS be Ca?" ir Mg?" tirpala, mechaniskai paSalinamos ir i$plaunamos pas-
kutinés kraujo lickanos. Nuplauti Sirdies gabaliukai perkeliami j mégintuvélj,
kuriame yra resuspenduojami 3 ml HSDT be Ca?" ir Mg?*. Mégintuvélis su
resuspenduotais Sirdies gabaliukais centrifuguojamas 100 rpm (angl. rates
per minute/apsukos per minute)) x g 3 min. (Heracus Multifuge X3 FR,
Thermo Scientific, JAV).

Susidargs supernatantas paSalinamas, o nuosédos resuspenduojamos
4,5 ml tripsino — EDTA (2,5 proc.) (GIBCO®, Life Technologies Limited,
Inchinnan, JK) ir 0,5 ml papaino (10 veikimo vienety vienai Sirdelei) (Sigma-
Aldrich, Vokietija) tirpale (5 Sirdeléms i$ viso bendras tiiris apie 5 ml tirpalo).
Gautas tirpalas su miokardo gabaliukais inkubuojamas +4 °C Saldytuve per
naktj.

Kita dieng po inkubacijos gauta Igsteliy suspensija resuspenduojama su
trimis skirtingo skersmens Pastero pipetémis (Sigma-Aldrich, Vokietija).
Gautas homogenatas centrifuguojamas 700 rpm x g 5 min. (Heraeus Multi-
fuge X3 FR, Thermo Scientific, JAV). Po centrifugavimo susidargs superna-
tantas nupilamas, o nuosédos resuspenduojamos 5 ml DMEM-GlutaMAX
(GIBCO®, Life Technologies Limited, Inchinnan, JK) lgsteliy auginimo ter-
péje, kurioje papildomai jpilta 10 proc. filtruoto verselio serumo (GIBCO®,
Life Technologies Limited, Inchinnan, JK) ir penicilino-streptomicino tirpalo
(10,000 VV/ml) (Sigma-Aldrich, Vokietija).

Per 40 um pory skersmens sieteli, istatyta 1 naujg mégintuvéli, buvo
filtruojama gauta Igsteliy suspensija. Mikromégintuvélyje 20 pl gauto filtrato
santykiu 1:1 sumaiSomas su tripano mélynuoju (Sigma-Aldrich, Vokietija).
Paémus 20 pl gauto tirpalo ir naudojant hemocitometrg bei Sviesinj mikro-
skopa, apskai¢iuojamas lgsteliy skaiCius turimoje 5 ml lgsteliy suspensijoje
pagal proporcija. Gauta kultira buvo pakankamai homogeniska — auginant
lasteliy kultiira nustatytas didelis kardiomiocity kiekis bendroje lasteliy
suspensijoje — iki 84 proc. (S5 pav.).

Lasteliy kultiros grynumas buvo patikrintas Sia procediira. | stikling
kamering plokstele (,,Lab-Tek 11, ,,Thermo Fisher Scientific®, JAV) paséta
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2 x 10° Iasteliy. Po inkubacijos ir kultivavimo iki 60-90 proc. susiliejimo visa
terpé buvo pasalinta, o Igsteliy kultira 30 minuciy fiksuota 4 proc. parafor-
maldehidu (,,Sigma-Aldrich®, JK), o po to praplauta fosfatiniu buferiniu
tirpalu (PBS). Po fiksacijos lasteliy kultiira 3 minutes pralaidi 0,4 proc. Triton
X-100 (,,Thermo Fisher Scientific®, Kembridzas, JK), o po to du kartus
praplauta PBS. Kardiomiocity vizualizavimui naudojome Sirdies troponino
T antikiing, anti-h/m/r, Vio® R667, REAfinity ™ (Miltenyi Biotec, JAV), o
po to naudojome imunofluorescencinj dazyma Sirdies troponinui T (¢TnT)
(praskiedimas 1:100; ,,Miltenyi Biotec®, JAV). Pirmiausia panaudojome
Sirdies troponino T antikiing, anti-h/m/r, Vio® R 667, REAfinity ™ (pseudo-
raudonos spalvos), kuris buvo praskiestas su PBS santykiu 1:100. Lasteliy
kultiira buvo inkubuojama su antikiinu 10 minuciy tamsoje kambario tempe-
ratiiroje ir véliau du kartus plaunama su PBS. Tada uzdéjome imunofluo-
rescencinj dazg Sirdies troponinui T praskiesta santykiu 1:100 naudojant PBS.
Inkubuojamas 10 minuciy tamsoje kambario temperatiroje ir du kartus plau-
namas PBS. Galiausiai branduoliai buvo nudazyti Hoechst dazais (,,Thermo
Fisher Scientific*, Kembridzas, JK). Imunofluorescenciniam dazui vizuali-
zuoti naudojome raudonagjj lazerj, kurio suzadinimo bangos ilgio maksimu-
mas buvo ties 640 nm, emisijos maksimumas buvo aptiktas apie 668 nm.
Fluorescenciniai vaizdai buvo uzfiksuoti naudojant ,,Zeiss Axio Observer
71 vaizdavimo sistemg (,,Zeiss, White Plains, NY, JAV) ir véliau anali-
zuoti naudojant ,,Imagel] programing jranga (Nacionaliniai sveikatos insti-
tutai, Bethesda, MD, JAV). Kiekvienas matavimas buvo atliktas trimis
egzemplioriais, kiekviename pakartojime padarant bent deSimt vaizdy.
Kulturos Igstelés buvo suskaiciuotos kiekviename vaizde, o kiekviena Igsteliy
frakcija buvo iSreikSta procentais.

Eksperimentiniai in vitro kardiomiocity pazaidos
ir apsaugos modeliai

Misy tyrime buvo imituojamas fiziologinés H/R pazaidos modelis
sukeliant H/R ir Igsteliy kultiiroje naudojant ,,.Baker Ruskin“ hipoksijos
kamera (Baker, JAV). Kruopsciai kontroliavome eksperimentines salygas
nustatydami 37,0 °C temperatiirg (36,0 °C-37,0 °C diapazone), 70 proc.
drégme (su apibréztu 64—76 proc. diapazonu), 2,0 proc. deguonies (O) kieki
(nuo 1,0 proc. iki 3,0 proc.) ir 5,0 proc. anglies dioksido (CO>) kieki (su
priimtinu 4—6 proc. diapazonu). Didzigja dali dujy misinio hipoksijos darbo
stotyje sudar¢ azoto dujos, sudarancios 93 proc. visy aplinkos dujy misinio.
Siekdami uztikrinti kokybe, kultiros terpg darbo stotyje paruoséme dieng
pries eksperimentg.
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Eksperimento dieng pakeitéme terpe lasteliy kultiiros 1¢kstelése naudo-
dami hipoksing terpg H/R lasteliy grupei. Viena plokstelé buvo inkubuojama
48 valandas normoksinémis sglygomis, vadinamomis normoksijos grupe
(N grupe). Tuo paciu metu kita grupé buvo 24 valandas veikiama hipoksijos,
o po to 24 valandas reoksigenacijos normoksinémis saglygomis ir miisy tyrime
jie buvo priskirti iSemijos/reoksigenacijos grupei (H/R grupé). Sis metodas
leido mums efektyviai sukelti hipoksija ir vélesne reoksigenacija — modelinj
H/R pazeidima lasteliy kultiiroje. Atlike lasteliy gyvybingumo testa, jvertino-
me kelias tiriamy medziagy grupes misy lasteliy kulttiroje.

Siekiant jvertinti sintetiniy nanodaleliy ir natiiraliy nanopisleliy kardio-
protekcinj efektyvuma, pirminé kardiomiocity kultiira buvo suskirstyta i tiria-
masias ir kontrolines grupes. Visais atvejais lasteliy apdorojimas (paveiki-
mas) tiriamomis medZziagomis buvo pradedamas likus 24 val. iki hipoksijos
etapo pradzios, o nustatytas poveikis i§laikomas viso H/R ciklo metu (hipok-
sijos ir reoksigenacijos etapais). Miisy darbe tiriamosios grupés buvo: PLGA-
Cur ND: kurkuminu pakrautos PLGA nanodalelés (10 pg/ml darbine
koncentracija pagal veikligja medziaga) ir PLGA-vit. E ND: vitaminu E
pakrautos PLGA nanodalelés (10 pg/ml darbiné koncentracija pagal veikliaja
medziaga). MO NP: vaistinés melisos nanopiislelés (pasirinkta 8 pg/ml
koncentracija) pagal pusleliy baltyma remiantis preliminariais gyvybingumo
atrankos tyrimais, apraSytais rezultaty skyriuje. Kontrolinés grupés. Laisvy
medziagy kontrolé: kardiomiocitai, veikiami DMSO istirpintu kurkuminu
arba vitaminu E (5 pg/ml koncentracija). Si grupé naudota nanonesikliy
efektyvumui palyginti su laisva vaisto forma. Tirpiklio kontrol¢ (0,1 %
DMSO): naudota siekiant jvertinti tirpiklio, kuriame ruosiami laisvy medzia-
kontrol¢ (tus¢ios PLGA ND): kardiomiocitai, veikiami vaistu nepakrautomis
PLGA nanodalelémis. Tus¢iy nanodaleliy kiekis (masé) buvo tiksliai suvie-
nodintas su polimero kiekiu, naudotu gaminant PLGA-Cur ir PLGA-vit. E
preparatus. H/R kontrolé: negydytos lastelés, paveiktos tik hipoksijos-reoksi-
genacijos ciklu.

Visy eksperimenty gauti duomenys lyginti su Normoksijos ir H/R
kontrole (lastelés, augintos standartinémis saglygomis be jokiy papildomy
intervencijy).

Pirmame tyrimo etape, siekiant imituoti imunometabolinj stresg, pirmi-
nés kardiomiocity kultiiros buvo veikiamos rekombinantiniu SARS-CoV-2
spyglio baltymo RBD epitopu (fragmentas 370-394; Sigma-Aldrich, Sent
Luisas, MO, JAV). Remiantis preliminariais dozés-atsako tyrimais (pav.),
poveikiui pasirinkta 100 ng/ml darbiné koncentracija. Lastelés su RBD frag-
mentu buvo inkubuojamos 24 valandas prie§ pradedant hipoksijos etapa, o Sis
poveikis iSlaikomas per visg eksperimenta.
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Lastelés su RBD fragmentu buvo inkubuojamos 24 valandas normoksi-
jos salygomis, o véliau perkeltos 1 hipoksijos kamera. Eksperimentinis H/R
modelis (hipoksijos ir reoksigenacijos etapai, dujy misinio sudétis bei terpiy
keitimo tvarka) buvo realizuojamas laikantis detaliai aprasyty metodiniy nu-
rodymy. Tyrimo metu kardiomiocitai buvo suskirstyti | keturias eksperimen-
tines grupes: Kontrol¢ (K) — lastelés, augintos normoksijos salygomis;
Spike (S): normoksijos salygomis augintos lastelés, paveiktos 100 ng/ml RBD
fragmentu. H/R Kontrolé: hipoksijos ir reoksigenacijos paveiktos lastelés.
H/R Spike: hipoksijos ir reoksigenacijos paveiktos lastelés, papildomai
stimuliuotos RBD fragmentu.

Pasibaigus reoksigenacijos etapui, visose grupése buvo vertinamas
lasteliy metabolinis aktyvumas, kontraktiliné funkcija, uzdegiminiy citokiny
raiSka bei mitochondrijy bioenergijos parametrai naudojant Seahorse XFp
analizatoriy (Agilent Technologies, Santa Klara, CA, JAV).

Nanodaleliy internalizacijos analizé

15 x 10° lgstelés buvo dedamos i 35 mm konfokalines Petri 1éksteles
stikliniu dugnu (,,Nunc®, ,,Thermo Fischer Scientific®, JAV) ir kultivuojamos
standartinémis sglygomis, kad lastelés galéty prisitvirtinti. Po inkubacijos ir
kultivavimo iki 60-90 proc. susiliejimo lasteliy kultiirg apdorojome paruos-
tomis PLGA nanodalelémis su 500 pl rodamino B, kurio koncentracija buvo:
100 pg/ml, inkubuojamos 24 valandas, o tada neinternalizuotos ND buvo pa-
Salintos plaunant lgsteles PBS tirpalu. Branduoliai buvo nudazyti ,,Hoechst*
dazais (,,ThermoFisher Scientific®, Kembridzas, JK). ND pasisavinimo
fluorescenciniai vaizdai buvo uzfiksuoti naudojant ,,Zeiss Axio Observer Z1*
vaizdavimo sistema, kurios suzadinimo maksimumas (emisijos maks.) buvo
ties 545 nm ir emisijos maksimumas (emisijos maks.) —ties 566 nm (,,Zeiss",
Oberkochenas, Vokietija), o véliau analizuoti naudojant , ImageJ* programa.

UZdegiminiu citokiny genu raiskos ir baltymu sekrecijos analizé

Lastelés buvo séjamos j 12 Sulinéliy léksteles (2 x 10° Igsteliy Sulinélyje)
ir kultivuojamos iki 70-80 proc. susiliejimo. Eksperimentinis hipoksijos-
reoksigenacijos (H-R) ciklas bei kardiomiocity apdorojimas tiriamosiomis
medziagomis buvo atliekami laikantis standartinio protokolo, detaliai apraSyto
Metodikoje. Po inkubacijos visos RNR ekstrahavimo procediira buvo atlikta
naudojant PureLink RNR mini rinkinj (Thermo Fisher Scientific, Vilnius,
Lietuva) pagal gamintojo vadova, o vienos grandinés cDNR buvo susintetinta
naudojant High-Capacity cDNA Reverse Transcription rinkinj (Thermo Fisher
Scientific, Vilnius, Lietuva). Interleukino 6 (/L-6), C-X-C motyvo chemokino
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ligando 1 (Cxcll), interleukino 1 beta (/L-1p), naviko nekrozés faktoriaus
(TNF), branduolio faktoriaus kappa B faktoriaus 1 (NF-kBI) geny raiskos
pokyciams jvertinti buvo atlikta realiojo laiko kiekybiné¢ PGR naudojant Power
SYBR 7zaligja chemija (Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lietuva). Gliceral-
dehido 3-fosfato dehidrogenazés (GAPDH) genas buvo naudojamas kaip
endogeniné kontrolé. Santykinés geny ekspresijos pokyciai buvo normalizuoti
naudojant nepaveiktas lasteles ir jy vertés pateikiamos kaip kartotiniai
pokyciai.

Uzdegiminiy Zymeny gamyba buvo vertinta surinkus lasteliy kultiiry su-
pernatantus. Citokinai IL-1f, IL-6, TNF-a, granulocity-makrofagy kolonijas
stimuliuojantis faktorius (GM-CSF) ir monocity chemoatraktorius balty-
mas-1 (CCL2) buvo kiekybiskai jvertinti naudojant ,,Rat Custom ProcartaPlex
Mix&Match 5-Plex Kit™ (,,Thermo Fisher Scientific®, Vilnius, Lietuva), o
IL8 buvo kiekybiskai jvertintas naudojant ,,Rat ELISA Kit* (,,Abbexa Ltd.*,
Kembridzas, JK). Visos procediiros buvo atliktos pagal gamintojy pateiktus
protokolus. Atliekant daugybinj imunologinj tyrima, lasteliy kultiiry super-
natantai buvo inkubuojami su specifiniais antikiinais, prijungtais prie
skirtingy mikrogranuliy, tada Sie kompleksai buvo Zymimi antrais antikiinais
su skirtingais fluorescenciniais zondais, o atsirad¢ fluorescencijos signalai
buvo matuojami naudojant ,,Luminex® 100/200 xMAP* prietaisa (,,Luminex
Corporation®, Ostinas, Teksasas, JAV). Rezultatai buvo analizuojami naudo-
jant ,,ProcartaPlex Analyst 1.0“ programing jranga (,,Affymetrix“, Santa
Klara, Kalifornija, JAV). ELISA plokstelés optinis tankis esant 450 nm ban-
gos ilgiui buvo matuojamas daugiamodziu ploksteliy skaitytuvu ,,Infinite 200
Pro M Nano Plex* (Tecan, Ménnedorf, Sveicarija).

Lasteliy metabolinio aktyvumo ir kontraktilinés funkcijos analizé

Lasteliy gyvybingumas buvo jvertintas naudojant ,,PrestoBlue™" Igsteliy
gyvybingumo reagenta (,,Invitrogen™<, | Life Technologies Limited*, JK).
Tai membranai pralaidus, netoksiskas ir rezurino pagrindu pagamintas tirpa-
las, dél kurio gyvos lastelés redukuoja nefluorescencinj rezuring j labai fluo-
rescencinj rezorufing. Konversijos greitis yra tiesiogiai susijes su lasteliy
gyvybingumu; dél to jis gali biiti naudojamas kaip lgsteliy sveikatos rodiklis
siekiant tiksliai kiekybiskai jvertinti lasteliy gyvybingumg. Eksperimentas
buvo atliktas pagal gamintojo protokola. Pirmiausia Igstelés buvo pasétos i
dvi 96 Sulinéliy ploksteles, kuriy tankis buvo 8 x 10* Igsteliy /Sulinélj.
Plokstelés buvo suskirstytos i atskiras eksperimentines grupes pagal apdoro-
jimo terpe, iskaitant kontroling be jokiy medziagy poveikio, ir atskirai kont-
rolés su DMSO 0,1 proc. tirpalu ir tus¢iom PLGA ND. Eksperimentinése
grupése buvo jvairiy medziagy — DMSO+Cur 5 pg/ml, DMSO+Cur 10 pg/ml,
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PLGA-Cur ND 5 pg/ml, PLGA-Cur ND 10 pg/ml, PLGA-vit. END 5 pg/ml,
PLGA-vit. END 10 pg/ml, SARS-CoV-2 RBD, Melisy NP 2, 4, 6, 8, 10, 12,
16, 20 pg/ml. Viena plokstelé buvo laikoma normoksijos salygomis, kita
perkelta i 24 val. hipoksija, po kurios seké 24 val. reoksigenacija (tyrime
vadinama reoksigenacijos grupe). Terpé Sulin¢liuose buvo pakeista po hipok-
sijos ir po 24 val. normoksijos. Lasteliy gyvybingumas buvo jvertintas
praéjus 48 val. po lasteliy paséjimo. | kiekvieng 96 Sulinéliy plokstelés Suli-
nélj buvo jpilta 10 pl ,,PrestoBlue ™ reagento su 90 ul Igsteliy kultiiros
terpés. Tada plokstelé 30 min. buvo laikoma tamsoje 37 °C temperatiiroje. Po
inkubacijos terpé buvo surinkta ir perkelta i nepermatoma juoda plokstele
fluorescencijos vertinimui daugiamodziu ploksteliy skaitytuvu , Infinite 200
Pro M Nano Plex* (Tecan, Sveicarija) esant 560 nm (maksimalus suZadi-
nimas) ir 590 nm (maksimalus emisijos) bangos ilgiams.

Norédami jvertinti kardiomiocity funkcionaluma, analizavome jy susi-
traukimo parametrus. Pirminés lgsteliy kulttros buvo laikomos 5—7 dienas iki
buvo pastebéti pirmieji susitraukimai. Kultiiros 24 valandas buvo veikiamos
atrinktomis skirtingy medziagy koncentracijomis. Prie§ vertinima lastelés
buvo stimuliuojamos 0,1 mM adrenalino tirpalu (Warszawskie Zaklady Far-
maceutyczne Polfa, Lenkija) augimo terpéje 10 minuciy 37 °C temperattiroje.
Po inkubacijos pirminés kardiomiocity kultliros buvo tiriamos naudojant
,Leica DMil“ §viesos mikroskopa (,,Leica®, Vokietija) su 40 karty didinimu
siekiant uzfiksuoti individualius kardiomiocitus. Susitraukimy vaizdo jrasai
buvo irasyti naudojant ,,Leica” kamery sistemg. IrasSyti vaizdo jraSai buvo
analizuojami naudojant ,MYOCYTER® ijskiepi ,ImagelJ* programinei
jrangai (1.52a versija), kaip apra$¢ Grune ir kt. [358]. Lastelés, kuriose vyko
susitraukimai, buvo pazymeétos, o jy amplitudés pokyciai laikui bégant buvo
pavaizduoti grafike (2 pav.). PanaSus kardiomiocity funkcionalumo vertini-
mo metodas buvo naudojamas ankstesniame autoriaus tyrime [4].
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Amplitudé¢ buvo dirbtinai padalyta slenks¢iais ties 10, 20, 50 ir 90 proc.,
kiekvienam atpaZintam susitraukimui. Jos rodo skirtumg tarp vietiniy mini-
mumy ir sekan¢iy maksimumy. Atstumas tarp dviejy sekanc¢iy maksimumy
lemia susitraukimo laikg. Siekdami iSvengti per dideliy nukrypimy, pasirin-
kome susitraukimo laika vertinti nuo 10 proc. iki 90 proc. amplitudés slenks-
Cio (tiek sistolinés, tiek diastolinés). Be to, programa leidzia matuoti maksi-
malias amplitudes ir susitraukimy daznj. Apibendrinti grafiniai vaizdai buvo
sukurti naudojant ,,GraphPad Prism 9.0.0% (,,Dotmatics®, JAV).

Mitochondriju reaktyviyjuy deguonies molekuliy gamybos
ir kvépavimo parametry vertinimas

Lastelés buvo pasétos 1 24 Sulinéliy ploksteles po 15 x 10* lasteliy
Sulinélyje. Po apdorojimo ir H/R ciklo lastelés — ir kontrolings, ir apdorotos
DMSO+Cur 5 pg/ml, tada su tus¢iom PLGA ND, PLGA-Cur 10 pg/ml —
buvo nudazytos 2 uM koncentracijos dazais ,,MitoSox Red* (,,Thermo Fisher
Scientific®, Kembridzas, JK), kurie buvo laikomi 30 min. Véliau skalaujami
HBSS tirpale 37 °C temperatiiroje 2 kartus ir po to vaizduojama ,,Olympus
fluorescenciniu mikroskopu APX100 (,,Olympus®, Sveicarija). Antimici-
nas A (50 uM) buvo naudojamas 30 min. pries lasteliy dazyma kaip teigiama
kontrolé. Lasteliy fluorescencijos intensyvumas buvo matuojamas naudojant
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,,Olympus cellSens* programing jrangg ir pasirenkant Igsteliy ploto segmen-
tacija 1§ fono funkcijos. Kiekvienas matavimas buvo atliktas tris kartus
kiekvienam pakartojimui padarant bent 10 vaizdy, kurie véliau buvo anali-
zuojami naudojant ,Imagel* programing jranga (Nacionaliniai sveikatos
institutai, Bethesda, MD, JAV).

Kardiomiocity mitochondrijy kvépavimo parametrai buvo vertinami
realiu laiku naudojant ,,Seahorse XFp* analizatoriy ir komercinj rinkinj
,Seahorse XFp Cell Mito Stress Test Kit“ (,,Agilent Technologies®, JAV).
Lastelés buvo séjamos j specializuotas ploksteles (5 x 10* Igst./Sulinélyje) ir
kultivuojamos 4-5 dienas iki 60—90 proc. susiliejimo. Pries tyrima lgstelés 24
valandas buvo apdorojamos tiriamosiomis medziagomis (PLGA-Cur, PLGA-
vit. E, MO NP) bei atitinkamomis kontrolémis laikantis apraSyto H/R
protokolo. Mitochondrijy funkcijai charakterizuoti buvo atliekamas ,,Mito
Stress Test™ protokolas, per kurij i Sulinélius nuosekliai jterpiami trys kvépa-
vimo grandinés moduliatoriai. Galutinés Siy medziagy koncentracijos Suli-
nélyje sieké: 1,5 uM oligomicino, 2 uM FCCP, 0,5 uM antimicino A ir
0,5 uM rotenono. Siais moduliatoriais buvo diferencijuotas deguonies suvar-
tojimo greitis (DSG, angl. oxygen consumption rate, OCR) pagal specifinius
bioenergijos parametrus. Pirmiausia buvo suleidziamas oligomicinas — blo-
kuodamas ATP sintazg, jis leido jvertinti mitochondring ATP produkcija bei
nustatyti protony nuotékj per viding membrang. Toliau buvo leidziamas
FCCP, $i medziaga i$sklaidé mitochondrijy membranos potencialg ir leido
nustatyti maksimaly mitochondrijy kvépavimo pajéguma bei jvertinti Iasteles
energijos rezervg stresui jveikti (laisvajj kvépavimo pajégumg). Galiausiai
buvo panaudotas Antimicinas A ir rotenonas — $ios medziagos visiSkai
nuslopino I ir IIT kvépavimo grandinés kompleksy veikla ir leido jvertinti su
mitochondrijomis nesusijusig (nemitochondring) deguonies suvartojimo
frakcija.

Gautos DSG vertés buvo normalizuotos pagal bendra lasteliy baltymy
kiekj, nustatyta Bradfordo metodu. Sis procesas apémé lasteliy baltymy
reakcijg su Bradfordo reagentu (,,Sigma-Aldrich, Hamburgas, Vokietija) ir
vélesn] optinio tankio matavimg 595 nm bangos ilgiu daugiamodziu ploks-
teliy skaitytuvu ,,Infinite 200 Pro M Nano Plex“ (,,Tecan®, Ménnedorfas,
Sveicarija).

Individualiy tyrimy ataskaitos sugeneruotos naudojant ,,Wave 2.6.1%
programing jrangg (,,Agilent Technologies®, Santa Klara, CA, JAV). Galuti-
niam duomeny 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 pakartojimy vidurkis + stan-
dartinis nuokrypis. Statistiné duomeny analiz¢ atlikta taikant dvifaktorinj
Stjudento t-testa, ANOVA arba neparametrinji Mann-Whitney U testa. Skir-
umai laikyti statistiSkai reikSmingais, kai p <0,05. Duomenys apdoroti ir
statistiné analizé¢ apdorota naudojant ,,GraphPad Prism 9.0.0“ (,,Dotmatics®,
Bostonas, Masacusetsas, JAV), ,,Excel 2021 ir ,,Agilent Seahorse Analytics*
programing jrangg.
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REZULTATAI

Sintetiniy polimeriniy nanodaleliy fizikiniy
ir cheminiy savybiu vertinimas

Siam darbui Turkijos Acibadem universitete buvo pagamintos tui&ios ir
vaistais pakrautos PLGA ND. Nanodaleliy dydis buvo pakankamai pastovus
ir svyravo nuo 204,2 iki 231,4 nm. Visy nanodaleliy polidispersiSkumo
indekso (PDI) vertés buvo mazesnés nei 0,188. Tai rodo gera daleliy
vienalytiSkumg (monodispersisSkuma), biiting siekiant uZztikrinti jy stabilig
cirkuliacijg kraujotakoje. Tus¢iy ir vaistais pakrauty ND pavirSiaus kriiviai
buvo neigiami: tarp —6,50 (= 0,239) ir —12,4 (= 0,31) mV. Taip pat nustatyta,
kad PLGA-RhB ND pavirsiaus kriivis 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 iSmatuota RhB koncentracija nano-
dalelése, patvirtinanti, kad PLGA-RhB ND yra pakankamai RhB vizuali-
zavimui (1 lentelé).

1 lentelé. ND charakterizavimo rezultatai

. - Bendra vaisto . RhB kon-
Daleliuy Pavirsiaus .. | Vaisty IE o
ND dydis (nm) PDI krivis (mV) koncentracija (proc.) centracija
(ng/ml) ) (ng/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

Lentel¢je nurodyti sintetiniy ND parametrai. Dydis nanometrais, PDI (polidispersiskumo
indeksas), pavirSiaus kriivis (mV), iSmatuota pakrauto j ND vaisto koncentracija, IE — pakro-
vimo efektyvumas.

Susintetinty ND pavir§iaus morfologija buvo analizuojama naudojant
skenuojancig elektroning mikroskopija (SEM) — visos ND pasizyméjo lygia
ir apvalia struktiira (3 pav.).
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3 pav. Pagaminty ND morfologiné analizé naudojant SEM

(A) tuscios PLGA nanodalelés; (B) PLGA nanodalelés, pakrautos kurkuminu; (C) PLGA
nanodalelés, pakrautos vitaminu E. Mastelis — 400 nm.

ND stabilumas pavaizduotas (4 pav.).
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4 pav. Nanodaleliy stabilumo analizé

(A) Tuscios PLGA nanodalelés; (B) PLGA nanodalelés, pakrautos kurkuminu; (C) PLGA
nanodalelés, pakrautos vitaminu E (n = 3).
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Statistiné duomeny analizé visais atvejais parodé statistiSkai nereiks-
mingus skirtumus (p > 0,05); tai patvirtino didelj susintetinty nanodaleliy
stabilumg tyrimo laikotarpiu. Per pirmas inkubacijos minutes visoms ND
buvo nustatyti tam tikri dydzio svyravimai dé¢l momentinio PBS tirpalo
poveikio. Be to, buvo pasiekta, kad ND uzpildymas hidrofobinémis vaisti-
némis molekulémis, kurkuminu arba a TCP padidino jy stabiluma, nes hidro-
filin¢je aplinkoje ND strukttira tapo tvirtesné lyginant su tus¢iomis ND.

Kurkumino i8siskyrimo i§ PLGA-Cur ND ir vitamino E i8siskyrimo i§
PLGA-vit. E ND greiciai buvo analizuojami ir pH 7,4 PBS, ir pH 5,5 acetato
buferiniame tirpale. Méginiai buvo renkami i$ iSsiskyrimo terpés nustatytais
laiko intervalais, o vaisto iSsiskyrimo (proc.) ir laiko (val.) grafikai buvo
sudaryti nuo 0 iki 110 val. naudojant matavimus, gautus LC/MS-MS prietaisu
(5 pav.). Po 110 valandy inkubacijos beveik 100 proc. kurkumino buvo
iSsiskyre i§ PLGA-Cur ND, kai pH buvo 5,5, bet pH esant 7,4, tik apie 45
proc. vaisto buvo iSsiskyre i§ ND apvalkalo. Be to, i§ vitaminu E pripildyty
ND beveik 75 proc. vaisto buvo issiskyre i§ PLGA-vit. E ND, kai pH buvo
5,5, o tik apie 25 proc. buvo iSsiskyre esant pH 7,4 po 110 valandy inkuba-
cijos. Gauti vaisty atpalaidavimo profiliai rodo, kad vaisty atpalaidavimas 1§
nanodaleliy buvo greitesnis esant riigStinei aplinkai, kurios pH buvo 5,5
lyginant su normaliomis saglygomis, kai pH buvo 7.,4.
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5 pav. ND issiskyrimo 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. END (n = 3).

Vaistinés melisos nanopisleliy morfologiné ir
biofizikiné charakteristika

MO NP fizikiniy savybiy analizé parod¢, kad preparatas pasiZymi nano-
puslelems biidingais parametrais. NTA analizés metu nustatytas dominuo-
jantis nanopisleliy hidrodinaminis skersmuo (moda) sieké 172 nm, o bendras
vidurkis — 191,3 nm (6, 7 pav.).

Siekiant uztikrinti tiksly medziagos dozavimg lasteliy kulttiroje, buvo
nustatyta bendra MO NP preparato baltymy koncentracija. Eksperimenty
metu lagsteliy apdorojimui naudota 8 ng/ml MO NP koncentracija (skaiciuo-
jant pagal bendra pusleliy baltymg); tas atitinka mazdaug 2,77 x 10'°
(£3,25 x 10®) daleliy/ml. Toks dvigubas charakterizavimas (pagal mase ir
skai¢iy) leido moksliskai pagristi pastebimg dozés ir atsako rysj bei palyginti
gautus rezultatus su kitomis nanotransporto sistemomis.
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6 pav. Nanosekimo analize nustatytas melisy nanopiisleliy dydZio
pasiskirstymas méginyje (n = 3)
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7 pav. Dinaminio $viesos issklaidymo analize nustatytas
melisy nanopiisleliy dydis (n = 3)

Skaiiai virSuje — nanopusleliy skai¢ius x 10'°,

2 lentelé. Melisy nanopusleliy charakteristika

Parametras Rezultatas
NP baltymo kiekis 372,28 £ 47,26 pg/ml
NP dydis, NTA 191,3 + 0,6 nm

Baltymo kiekis nustatytas Bradford metodu. Nanopisleliy dydis vertintas panaudojant
NTA — nanodaleliy sekimo analize.
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Melisy nanopisleliy cheminés sudéties analizé

Standartiniai veikliyjy medziagy tirpalai parodé¢, kad sulaikymo trukmeé
(ST) kofeino riigs¢iai — 5,0 min., chlorogeninei riig§¢iai — 4,5 min., p-kumaro
rugsciai — 6,1 min., rozmarino rigsciai (RR) — 6,5 min. (8 pav. A). MO NP
preparate buvo kokybiskai nustatyti pikai, atitinkantys chlorogeninés, kofei-
no bei rozmarino riigs¢iy sulaikymo laikus (8 pav. B). RR bei kofeino riigstys
taip pat buvo kiekybiskai jvertintos méginyje, o chlorogeninés riigsties kiekis
preparatuose buvo mazesnis negu kiekybinio nustatymo riba (<3 pg/ml).
Remiantis gautais rezultatais galima teigti, kad i§ MO i$skirtose nanopsle-
lése yra 248,8 £ 35 pg RR bei 12,2 + 6 nug kofeino ragsties viename mg MO
NP méginio baltymo. Taip pat buvo aptikti chlorogeninés riig§ties pédsakai.

A Standartiniai tirpalai (0,1 mg/ml)

) ;88 Kafeininé ragstis
@ 6,50 RT 5,0 min. ———»
v = 6,00
£%s @
Tol 250 L Kumarininé ragstis
2 a g 4001 Chlorogeniné ragstis RT 6,1 min.
Cwa 300] RT45min.——»
895 2%
< 4 %28 Rozmarininé ragstis
'S 100 <¢—— RT 6,5 min.
[ 0,50
0,00
0,000 0,020 0,040 0,060 0,080 0,100 0,120 0,140 0,160 0,180 0,200 0,220 0,240 0,260
Minutés
B Meéginys (200 pg/ml)
] 81828 Rozmarininé ragstis
w s ' RT 6,5 min.
0,045
QO =
= 0 'g 0040
_‘6 g\ s 8838 Kafemmg ragstis
3 @ £ 0025 RT 5,0 min.
& 8 -2 00201 chiorogenine ragstis
0 @ » 0015 RT45 mi
< v 0,010 ,2 Min. 4
'S 0005
¥ 0,000

0,00 100 2,00 3,00 400 500 600 700 800 900 10,00 11,00 12,00 13,00
Minuteés
8 pav. Chromatogramos
(A) Standartiniai tirpalai (0,1 mg/ml); (B) MO NP meéginys (200 pg/ml).

Kardiomiocity kultiros charakterizavimas ir
nanodaleliy internalizacija

Norint s¢kmingai vaista perduoti, reikia, kad ND galéty patekti j Iasteles
vidy. Siekdami jvertinti PLGA ND patekimg j pirminés kardiomiocity kulti-
ros lasteles, kaip pavyzdi naudojome komerciskai prieinamas PLGA ND,
kurios kovalentisSkai konjuguotos su Rodaminu B (PLGA-RhB). Kalibravimo

52



kreivé (S3 pav.). Plataus lauko fluorescencinés mikroskopijos metu gauti
vaizdai patvirtino, kad po 24 valandy inkubacijos laikotarpio §i fluorescen-
ciné medZziaga pateko j lasteles, daugiausia citoplazmoje ir perinukleariniuose
regionuose (S4 pav.). Sie duomenys leido jvertinti galima PLGA polimero
pasisavinimo pajégumag naudojant PLGA-Cur ND arba PLGA-vit. E ND. Po
to patvirtinome savo lasteliy modelj. Imunofluorescenciné analiz¢ patvirtino,
kad pirminés kardiomiocity kultiiros dominuojancios lastelés buvo kardio-
miocitai (84,3 + 5,2 proc.) (S5 pav.), pasizymintys kardiomiocitams buidingo-
mis dryzuotomis sarkomerinémis struktiiromis, patvirtinan¢iomis kultiiros
tinkamuma miisy lasteliniam modeliui (9 pav.).

9 pav. Pirminés kardiomiocity kultiros patvirtinimas ir lgsteliy nuotraukos,
padarytos su plataus lauko fluorescenciniu mikroskopu

(A) Lasteliy branduoliai, nudazyti Hoechst dazais (mélyna spalva); (B) lastelés, nudazytos

Sirdies troponinu T (¢TnT, raudona spalva); (C) sujungtos nuotraukos, patvirtinancios didelj

kardiomiocity kiekj kulturoje; (D) padidintas vaizdas, kuriame matyti kardiomiocitams
budingos dryzuotos sarkomerinés struktiiros. Mastelio juostos: 100 um (A—C); 20 um (D).
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Kardiomiocity hipoksinés-reoksigenacinés paZaidos
in vitro modelio jvertinimas

Prie$ pradedant vertinti apsauginiy nanotransporto sistemy poveikj, buvo
atlikta in vitro H/R modelio validacija. Sio etapo tikslas — nustatyti, ar pa-
rinktos eksperimentinés salygos sukelia kardiomiocitams buidingg funkcing ir
bioenerging pazaida, kuri tapty baziniu atskaitos tasku tolesniems tyrimams.

Gauti duomenys patvirtino, kad modeliuvojama H/R pazaida sukelia
zymy kardiomiocity funkcinj nepakankamumg. Nustatytas plakimo daznio
sumazejimas ir sistolés bei diastolés trukmés prailgéjimas (10 pav. B) rodo
sutrikusig kalcio jony (Ca**) homeostaze bei kontraktiliniy skaiduly jautrumo
sumazéjima; tas tiesiogiai koreliuoja su iminiu lgsteliy kontraktiliniu nepa-
kankamumu. Sie funkciniai nuokrypiai sutapo su reikimingu lasteliy metabo-
linio aktyvumo sumazéjimu (10 pav. A).

Siekiant jvertinti kardiomiocity bioenerginj stabiluma, buvo atlikta mito-
chondrijy kvépavimo analiz¢ realiu laiku. Nustatyta, kad H/R pazaida sukelia
sisteminj mitochondrijy funkcijos slopinimag visuose matavimo etapuose
(10 pav. D).

StatistiSkai reik§mingai sumazéjes bazinis kvépavimas rodo sumenkusj
kardiomiocity geb¢jima uZztikrinti energijos poreikj net ir ramybés biisenoje.
Dar ryskesnis nuosmukis pastebétas vertinant maksimaly kvépavima (po
FCCP priedo), rodantj didZiausig imanoma mitochondrijy deguonies suvarto-
jimo pajéguma esant metaboliniam stresui. Rezultatai atskleid¢, kad H/R gru-
péje kardiomiocity laisvasis kvépavimo pajégumas (angl. spare respiratory
capacity) yra beveik visiskai iSeikvotas. Tai kritinis rodiklis, rodantis, kad
lastelés nebeturi energijos rezervo prisitaikyti prie padidéjusio krivio ar
tolesnio oksidacinio arba imunometabolinio streso.
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SARS-CoV-2 fragmento jtaka kardiomiocity gyvybingumui,
funkcinei ir imunometabolinei buklei

Nustacdius bazinj H/R pazaidos mastg, kitame etape siekta jvertinti
kardiomiocity jautruma H/R veikiant kartu su SARS-CoV-2 RBD fragmentu.
Nustatyta, kad RBD fragmenty pazaida padidéja H/R salygomis. Nors
normoksijoje taip pat pastebétas RBD poveikis, bet H/R fone jis sukeéle
didesnj mitochondrijy kvépavimo slopinimg bei padidino prouzdegiminiy
citokiny sekrecija.

Tyrimai parodé¢, kad kardiomiocity mitochondrijos yra kritinis taikinys,
kurj pazeidzia H/R ir RBD sukeltas stresas. Tai pagrindZia tolesniy tyrimy
krypti — kurti nanodalelémis ir nanoptslelémis praturtintas terapines priemo-
nes, orientuotas ne tik | bendra antioksidacing apsauga, bet ir | specifinj
mitochondrijy bioenergijos stabilumo uztikrinima.

SARS-CoV-2 fragmento poveikis prieSuzdegiminiy citokiny
sekrecijai kardiomiocituose

Siekiant nustatyti, ar kardiomiocitai tiesiogiai dalyvauja sukuriant ,,cito-
kiny audrai* biidinga aplinka, buvo jvertinta prouzdegiminiy mediatoriy geny
raiSka ir jy sekrecija j tarplasteling terpeg.

Pirmiausia nustatyta, kad H/R pazaida nesukelé¢ statistiSkai patikimo
uzdegiminiy geny aktyvavimo: IL-6, Cxcll, IL-1B3, NF-xB1 ir TNFmRNR
kiekiai iSliko artimi baziniam normoksijos lygiui (11 pav. A). Tai rodo, kad
miisy H/R modelis savaime nesuformuoja rySkaus uzdegiminio fenotipo
kardiomiocity kultiiroje.

Taciau situacija i§ esmés pasikeite lgsteles papildomai stimuliuojant
SARS-CoV-2 RBD fragmentu. Derinant virusinj stresg su H/R pazaida, buvo
nustatytas patikimas uzdegiminio atsako sustiprinimas (11 pav. B). Lyginant
su atitinkama normoksijos grupe, H/R salygomis nustatytas statistiSkai
reikSmingas IL-6 (2,5 karto, p < 0,05), Cxcll (2,6 karto, p < 0,05) ir IL-1P
(daugiau nei 4 kartus, p < 0,01) mRNR kiekio padidéjimas. Nors NF-kf1 ir
TNF raiskos poky¢iai nepasieke statistinio reikSmingumo ribos, visgi paste-
béta jy didéjimo tendencija. Sie duomenys patvirtina jungtinj H/R ir RBD
poveikj, sukeliant] uzdegiminj atsakg kardiomiocituose.
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Tyrimo duomenys parodé¢, kad H/R pazaida nesukelé rySkaus uzdegimo
mediatoriy i$siskyrimo (12 pav. A). Nors buvo nustatytas statistiSkai reiks-
mingas TNF-a koncentracijos padid¢jimas (nuo 0,9 iki 1,4 pg/ml, p < 0,05),
taciau kity tirty citokiny (GM-CSF, IL-1, IL-6, CCL2) kiekiai terpéje iSliko
stabillis ir mazai skyrési nuo normoksijos lygio.

Situacija pasikeite lasteles papildomai stimuliuojant SARS-CoV-2 RBD
fragmentu (12 pav. B). Paveikus lasteles H/R pazaida, RBD fragmentas
iSprovokavo stiprig kardiomiocity reakcija — buvo nustatyti zymiis GM-CSF,
IL-1B, IL-6 ir TNF-a koncentracijy padid¢jimai (visais atvejais p < 0,001).
Ypac ryskus poslinkis pastebétas vertinant GM-CSF ir IL-6 kiekius, kurie
H/R paveiktose lastelése padid¢jo po kelis kartus lyginant su atitinkama
normoksijos grupe. Sie duomenys patvirtina, kad virusinis stresorius ne tik
aktyvuoja uzdegiminiy geny transkripcija, bet ir sukelia jy koduojamy funk-
ciniy baltymy gamybg bei i§skyrimg ir taip suformuoja lokalig uzdegiming
mikroaplinka.

SARS-CoV-2 RBD fragmento efektas kardiomiocity
gyvybingumui ir kontraktiliSkumui

Siekiant nustatyti, kaip kompleksinis (virusinis ir metabolinis) stresas
modifikuoja kardiomiocity funkcinj pajégumg, buvo vertinamas lasteliy
gyvybingumas bei mechaninio susitraukimo parametrai.

Gyvybingumo tyrimas (13 pav. A) parodé jungtinj RBD fragmento ir
H/R pazaidos poveikj. Nustatyta, kad izoliuotas H/R poveikis kardiomiocity
gyvybinguma sumazino iki 80 proc. (p < 0,01), taciau H/R derinys su RBD
fragmentu sukélé dar didesnj nuosmukj — iki 70 proc. lyginant su normoksijos
kontrole (p < 0,001). Tai patvirtina, kad virusinis stresorius kritiSkai dekom-
pensuoja lasteliy atsparuma hipoksinei pazaidai.

Kontraktilinés funkcijos vertinimas (13 pav. B—F) atskleidé @iminj kar-
diomiocity mechaninj nepakankamumg. H/R salygomis RBD fragmentas
statistiSkai reikSmingai sulétino Iasteliy plakimo daznj (13 pav. C) ir prailgino
bendra susitraukimo trukme (p < 0,01, 13 pav. B).

Svarbiausi pokyciai buvo uzfiksuoti vertinant sistolés (13 pav. D) ir
diastolés (13 pav. E) trukmes. RBD poveikis H/R fone lémé patikimg sisto-
linés fazés prailgéjima. Taciau prailgéjusi diastolés trukmeé (p < 0,05,
13 pav. E) bei piko laikas (p < 0,05, 13 pav. F) rodo galimai sutrikusig kalcio
jony (Ca?") reabsorbcija j sarkoplazminj tinkla. Sie funkciniai nuokrypiai
patvirtina, kad virusinis stresas sukelia kompleksine kardiomiocity disfunk-
cija, klinikinéje praktikoje pasireiSkiancig maz¢janciu miokardo kontrakti-
liniu pajégumu.
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13 pav. SARS-CoV-2 RBD fragmento ir hipoksijos-reoksigenacijos (H/R)
jtaka kardiomiocity gyvybingumui bei kontraktilinei funkcijai

(A) Lasteliy gyvybingumas (PrestoBlue testas) lyginant su normoksijos kontrole (100 proc.);
(B-F) kardiomiocity kontraktiliniai rodikliai: bendras susitraukimo laikas (B), susitraukimy
daznis (C), sistolés trukmé (D), diastolés trukmé (E) ir piko laikas (F). Balti stulpeliai —
Kontrolé¢, juodi stulpeliai — lastelés, paveiktos 100 ng/ml RBD fragmentu. N — normoksija,
H/R — hipoksija-reoksigenacija. Rezultatai pateikiami kaip vidurkis + standartinis nuokrypis
(n = 3). Statistiskai reikSmingi skirtumai: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 (ANOVA su
LSD post-hoc testu).
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Uminis SARS-CoV-2 RBD fragmento poveikis
kardiomiocity bioenergijai

Siekiant identifikuoti pirminius lastelinés pazaidos mechanizmus, buvo
vertinamas Uminis (3 val.) SARS-CoV-2 RBD fragmento poveikis kardio-
miocity bioenerginiam funkcionalumui normoksijos salygomis. Siuo tyrimo
etapu siekta izoliuoti tiesioginj virusinio epitopo poveiki mitochondrijoms
eliminuojant papildoma hipoksijos sukeliamg stresa.

Seahorse Mito Stress testo duomenys parod¢, kad trumpalaikis veikimas
RBD fragmentu sukelia sistemini mitochondrijy funkcijos slopinima
(14 pav. A). Lyginant su negydyta kontrole, RBD grupéje nustatytas statistis-
kai reikSmingai sumazejes bazinio kvépavimas, lemiantis mazdaug 30 proc.
mazesn¢ mitochondring ATP produkcija (p < 0,05, 14 pav. B). Tai rodo, kad
virusinis stresorius sutrikdo Igstelés energijos homeostaze dar nesant deguo-
nies stygiaus.
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14 pav. Uminis (3 val.) SARS-CoV-2 RBD fragmento poveikis
kardiomiocity bioenergetikai normoksijos sqlygomis

(A) Mitochondrijy deguonies suvartojimo greic¢io kreivé realiu laiku, gauta naudojant
Seahorse XFp analizatoriy. Parodomas kardiomiocity atsakas j nuosekly moduliatoriy (oligo-
micino, FCCP bei antimicino A/rotenono) jterpima. (B) Apskaiciuoti bioenerginiai paramet-
rai: bazinis kvépavimas (ramybés energija), maksimalus kvépavimas (pajégumas stresui),
protony nuotekis (membranos laidumas), laisvasis kvépavimo pajégumas (energijos rezervas)
ir ATP gamyba. Balti stulpeliai — negydyta Kontrolé¢, juodi — lastelés, paveiktos 100 ng/ml
RBD fragmentu. Duomenys normalizuoti pagal Iasteliy baltymy kiekj (pmol/min./mg
baltymy). Rezultatai pateikiami kaip vidurkis + standartinis nuokrypis (n = 3). Statistiskai
reik§mingi skirtumai lyginant su kontrole: *p < 0,05, ***p < 0,001 (Stjudento t-testas).
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Ypac ryskus nuosmukis nustatytas vertinant maksimaly mitochondrijy
kvépavimo pajégumga ir laisvaji kvépavimo pajéguma (p < 0,05). Laisvasis
pajégumas, rodantis mitochondrijy gebéjima adaptuotis prie padidéjusio
energijos poreikio, RBD grupéje sumazéjo beveik du kartus. Be to, buvo
nustatytas itin ryskus protony nuotekio sumazéjimas (p < 0,001), tiesiogiai
indikuojantis bendrg elektrony pernasos grandinés aktyvumo sulétéjimg ir
mitochondrijy membranos funkcinio vientisumo praradima. Sie rezultatai
patvirtina, kad kardiomiocitai, veikiami RBD, praranda bioenerginj lankstu-
ma, tode¢l tampa kritiSkai pazeidziami bet kokiems papildomiems patolo-
giniams stimulams.

Nanodalelése inkapsuliuoto kurkumino poveikis
hipoksijos-reoksigenacijos sukeliamam kardiomiocity
metaboliniam aktyvumui ir funkcijai

Siame tyrime vertinome kardiomiocity kultiiros gyvybinguma, funkcija
ir mitochondrijy kvépavimag normoksijos ir H/R salygomis paveikus skirtingy
koncentracijy PLGA-Cur bei DMSO+Cur medziagomis.

Ivertinome kardiomiocity gyvybinguma skirtingose grupése normoksi-
jos salygomis (15 pav. A) siekdami patikrinti naudojamy medziagy ir jungi-
niy sauguma ir jrodyti, kad jie netoksiski kardiomiocity kultiirai. Kontrolinés
grupés gyvybingumas buvo laikomas 100 proc. Kontroliné DMSO 0,1 proc.
tirpiklio grupé neparodé reikSmingo neigiamo $io junginio poveikio normok-
sijos salygomis, kaip ir grupe, paveikta tus¢iomis PLGA ND (p > 0,05).
Grupé, paveikta 5 pg/ml koncentracijos DMSO+Cur, parodé panaSy gyvy-
binguma lyginant su normoksijos kontroline grupe (p > 0,05), taciau grupe,
gydyta 10 pg/ml koncentracijos DMSO+Cur, parodé reikSmingai sumazéjusj
gyvybingumg (p < 0,001); tai rodo neigiama Sios medziagos poveikj naudo-
jant dideles dozes normoksijos saglygomis.
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15 pav. Sintetiniy nanodaleliy ir laisvy medziagy poveikis kardiomiocity
gyvybingumui bei kontraktilinei funkcijai normoksijos sqlygomis

(A) Lasteliy metabolinis aktyvumas (PrestoBlue testas), iSreikstas fluorescencijos intensy-
vumo procentais lyginant su negydyta kontrole; (B—F) kardiomiocity kontraktiliniai para-
metrai: bendras susitraukimo laikas (B), susitraukimy daznis (C), sistolés trukmé (D),
diastolés trukme (E) ir piko laikas (F). Balti stulpeliai — negydyta Kontrolé, juodi stulpeliai —
tiriamieji preparatai (laisvas kurkuminas DMSO tirpale bei j PLGA nanodaleles inkapsuliuo-
tas kurkuminas). Rezultatai pateikiami kaip vidurkis + standartinis nuokrypis (n=3).
Statistiskai reikSmingi skirtumai lyginant su kontrole: *p < 0,05, ***p < 0,001 p < 0,001,
*A*%p < 0,0001 (ANOVA su LSD post-hoc testu).
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16 pav. | PLGA nanodaleles inkapsuliuoto kurkumino (PLGA-Cur)
apsauginis poveikis kardiomiocity gyvybingumui ir kontraktilinei funkcijai
hipoksijos-reoksigenacijos (H-R) sqlygomis
(A) Lasteliy metabolinis aktyvumas (PrestoBlue testas); (B—F) kardiomiocity kontraktiliniai
rodikliai: bendras susitraukimo laikas (B), susitraukimy daznis (C), sistolés trukmé (D),
diastolés trukmeé (E) ir piko laikas (F). Balti stulpeliai — negydyta H-R kontrol¢, juodi stul-
peliai — tiriamieji preparatai (laisvas kurkuminas bei nanodalelés). Rezultatai pateikiami kaip
vidurkis + standartinis nuokrypis (n = 3). StatistiSkai reikSmingi skirtumai lyginant su kontro-
le: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p <0,0001. Juodi apskritimai (®) rodo statistis-
kai patikimg skirtuma lyginant PLGA-Cur su atitinkama laisvos medziagos (DMSO+Cur)

grupe.

Lyginant su H/R kontroline grupe, kontrolin¢ DMSO grupé neparodé
statistiSkai reik§mingo gyvybingumo skirtumo (p > 0,05, 16 pav. A). Pavei-
kus su 5 pg/ml koncentracijos DMSO+Cur, buvo gautas statistiskai reikSmin-
gas gyvybingumo padidéjimas — 20 proc. lyginant su H/R kontroline grupe
(p < 0,01); tai rodo apsauginj poveiki nuo H/R sukeltos lasteliy pazaidos.
Paveikus kardiomiocity kultira PLGA-Cur, kurio koncentracija buvo
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10 pg/ml, taip pat pavyko islaikyti didesnj gyvybinguma — iki 20 proc., o
skirtumas lyginant su H/R kontroline grupe, taip pat buvo reik§mingas
(p <0,01). Kaip ir normoksijos grupéje poveikis 10 pg/ml koncentracijos
kurkuminu lémé Zymy gyvybingumo sumazéjimg — daugiau nei du kartus
(p <0,001) —ir vél irodé neigiama laisvo kurkumino boliusinés dozés poveiki
net ir esant H/R paZaidai. Panaudojus tus¢ias PLGA ND, nebuvo statistiSkai
reik§mingo gyvybingumo iSsaugojimo kardiomiocity kultiiroje, o PLGA-Cur
5 pg/ml turéjo statistiskai reikSmingg (p < 0,05), bet mazesnj teigiama povei-
ki nei PLGA-Cur 10 pg/ml kardiomiocity gyvybingumui. Gydymas PLGA
kurkuminu 10 pg/ml padidino gyvybinguma lyginant su H/R kontroline
grupe. Skirtumas buvo statistiSkai reikSmingas (p < 0,001) ir rodantis apsau-
ginj poveiki nuo H/R sukeltos lgsteliy mirties. Nagrinédami Siuos rezultatus
tolesniuose eksperimentuose, lasteliy kultiroms paveikti naudojome
DMSO+Cur 5 pg/ml ir PLGA-Cur 10 pg/ml koncentracijy dozes, kurios su-
veike efektyviausiai. Eksperimentuose naudoty tusc¢iy PLGA ND kiekis buvo
apskaiciuotas, kad atitikty PLGA svori, naudotg kurkuminui kapsuliuoti.

Vertinant kardiomiocity susitraukimy laikg ir daznj, PLGA-Cur grupé¢je
buvo pastebéti didziausi pokyciai (16 pav. B, C), kai susitraukimy laikas buvo
zymiai trumpesnis (p < 0,0001) ir daznis didesnis (p <0,001) lyginant su H/R
kontroline grupe. Panasiai ir DMSO+Cur grupéje: H/R salygomis buvo paste-
bétas reikSmingas susitraukimy laiko sumaz¢jimas (p < 0,01) ir daznio padi-
d¢jimas (p < 0,01) lyginant su kontroline grupe. Naudojant Sias medZziagas
normoksijos sglygomis, zalingo poveikio nebuvo (p > 0,05).

Tus¢iy PLGA ND medziagy poveikis H/R salygomis nulémé reikSmin-
gai trumpesni susitraukimo laika (p <0,001), t. y. rodé greitesnj susitraukima
Sioje grupéje, taciau normoksijos grupéje daznis reikSmingai sumaZzéjo
(p <0,001) (16 pav. C). H/R salygomis statistiSkai reikSmingo daznio poky-
¢io nenustatyta (p > 0,05).

Vertinant piko laiko, sistolés ir diastolés parametrus, visose grupése H/R
salygomis nustatyti reikSmingi skirtumai lyginant su kontroline grupe.
PLGA-Cur grupe reikSmingai skyrési ne tik nuo H/R kontrolinés grupés, bet
ir nuo DMSO-Cur grupés (pazymeéta @) diastolés ir piko laikuose (p < 0,05)
ir (p < 0,01). PLGA-Cur rezultatai buvo artimiausi normoksijos kontrolinés
grupés rezultatams lyginant su visy kity gydymo grupiy (16 pav. D-F).

Reaktyviyjuy deguonies formy generacija mitochondrijose po
hipoksijos—reoksigenacijos paZaidos veikiant inkapsuliuotu kurkuminu

Vertinant mitochondrijy ROS gamybos intensyvuma, metodo jautrumui
ir patikimumui patvirtinti buvo naudota teigiama kontrol¢ — III kvépavimo
grandinés komplekso inhibitorius AA. Kaip ir tikétasi, AA sukelé rysky
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(50 proc.) mitochondrijy ROS produkcijos padidé¢jima (p < 0,001) lyginant
su kontroline grupe ir taip patvirtino MitoSOX matavimo sistemos gebé¢jima
fiksuoti auksta oksidacinio streso lygj. Siekiant jsitikinti neSiklio bioinertis-
kumu, buvo tirtas tus¢iy PLGA nanodaleliy poveikis, kuris statistiSkai
reikSmingy ROS generavimo pokyciy nesukele (p > 0,05). H/R salygomis
(17 pav. A) ir DMSO+Cur, ir PLGA-Cur patikimai sumazino mitochondrijy
ROS produkcija (p < 0,01) lyginant su nepaveiktomis H/R grupés lastelémis.
Svarbu pabreézti, kad PLGA-Cur nanonesikliy grupéje nustatytas statistiskai
reikSmingai stipresnis apsauginis efektas nei naudojant laisvos formos kur-
kuming (p < 0,05). Tai pagrindzia nanotechnologinio sprendimo pranasuma,
t. y. inkapsuliacija | PLGA ne tik apsaugo antioksidantg, bet ir uZztikrina
efektyvesnj jo funkcinj poveikj mitochondrijy lygmeniu.

Normoksijos salygomis (17 pav. B) medziagy grupés, jskaitant tusc¢ias
PLGA ND, DMSO+Cur ir PLGA-Cur, neparodé reikSmingy ROS pokyciy
lyginant su kontroline grupe. Statistin¢ analizé parodé reikSminga fluore-
scencijos intensyvumo padidéjima AA grup¢je lyginant su kontroline grupe
(p <0,001). Tai rodo, kad Sios medziagos reikSmingai nepakeité mitochon-
drijy ROS gamybos normoksinémis salygomis.
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17 pav. PLGA-Cur ir DMSO-Cur poveikis kardiomiocity kultiiros ROS
gamybai po H/R pazaidos (A) ir normoksijos sqlygomis (B)
Zvaigzdutés rodo statistiskai reikimingus skirtumus tarp gydymo grupiy ir normoksijos
kontrolinés grupés, nustatytus naudojant ANOVA testa: **p < 0,01, ***p < 0,001 ir

*akkp <0,0001. ep < 0,05 rodo statistiskai reik§minga skirtumg tarp DMSO~+Cur ir PLGA-
Cur grupiy lyginant ROS kiekius. AA — teigiama kontrolé, PLGA — neSiklio kontrolé.
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Mitochondriju kvépavimo funkcijos dinamika taikant inkapsuliuota
kurkumina po hipoksijos—reoksigenacijos pazaidos

Siekiant jsitikinti sukurty nanotransporto sistemy bioinertiSkumu bei
saugumu, buvo atlikta i§sami kardiomiocity mitochondrijy bioenergijos ana-
lizé¢ normoksijos salygomis. Vertinti trys esminiai komponentai: kurkuminu
pakrautos nanodalelés (PLGA-Cur ND), laisvas kurkuminas (DMSO+Cur) ir
vaistu nepakrautas polimerinis nesiklis (PLGA).

Seahorse Mito Stress testo duomenys parod¢, kad kardiomiocity DSG
profiliai visose tirtose grupése isliko stabilts ir tapatiis kontrolinei grupei
(18 pav. A—C). Detali bioenerginiy parametry analizé (18 pav. D-F) patvir-
tino, kad nei nanodalelés, nei laisvas kurkuminas (5 pg/ml) nekeicia esminiy
mitochondrijy funkcijy: bazinis kvépavimas (atspindintis ramybés energijos
poreikj) ir ATP gamyba iSliko nepakite lyginant su negydyta kontrole
(p > 0,05).

Taip pat nustatyta, kad preparatai nedaro jtakos maksimaliam mitochon-
drijy kvépavimo pajégumui bei laisvajam kvépavimo pajégumui (angl. spare
respiratory capacity). Tai irodo, kad nanodalelés fiziologinémis sglygomis
nesumazina kardiomiocity energijos rezervo ir netrikdo elektrony pernasos
grandinés vientisumo. StatistiSkai patikimy protony nuotekio pokyciy nebuvo
uzfiksuota; tas papildomai pagrindzia nesikliy sauguma mitochondrijy mem-
brany stabilumui.
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Mitochondrijy kvépavimo analizé Seahorse XFp metodu atskleidé, kad
PLGA-Cur nanodalelés pasizymi stipriu kardioprotekciniu poveikiu H/R
salygomis. Pirminiai modelio validacijos tyrimai patvirtino, kad modeliuo-
jama hipoksija-reoksigenacija sukelia zymy kardiomiocity bioenergijos sutri-
kima: nustatytas statistiSkai patikimas bazinio ir maksimalaus kvépavimo bei
ATP gamybos nuosmukis lyginant su Kontrole (p < 0,05, 10 pav. D). PLGA-
Cur (10 pg/ml) panaudojimas H/R paveiktose lastelése uztikrino geriausia
mitochondrijy funkcijos atkiirimg. Lyginant su negydyta H/R grupe, PLGA-
Cur grupéje nustatytas statistiSkai reikSmingas bazinio ir maksimalaus kvépa-
vimo padidéjimas bei pager¢jes laisvasis kvépavimo pajégumas ir ATP
gamyba (p < 0,05, 19 pav. A, D). Vertinant kontroliniy grupiy poveikj, nusta-
tyta, kad laisvas kurkuminas (DMSO+Cur, 5 pug/ml) turéjo tik teigiama
tendencija gerinti mitochondrijy bioenergija, taciau statistiskai patikimo skir-
tumo nepasieké (p > 0,05). Tai rodo, kad inkapsuliacija i PLGA neSiklj padi-
dina kurkumino terapinj efektyvumg mitochondrijy lygmeniu. Taciau tus¢ios
nanodalelés (PLGA) jokios jtakos mitochondrijy kvépavimui neturéjo nei
normoksijos, nei H/R salygomis (p > 0,05). Tas patvirtina neSiklio bioinertis-
kuma ir jrodo, kad nustatytas apsauginis efektas yra nulemtas biitent atpalai-
duojamos veikliosios medziagos.
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Kardiomiocity gyvybingumo ir kontraktiliSkumo poky¢iai po
hipoksijos-reoksigenacijos salygu taikant inkapsuliuotg vitaminga E

Siame eksperimente jvertinome kardiomiocity gyvybinguma ir funkcija
naudodami jvairias vitamino E koncentracijas normoksijos ir H/R sglygomis
(20 pav., 21 pav.). Tai atlikome sickdami patikrinti naudojamy junginiy sau-
guma ir galimg toksiska poveiki kardiomiocitams. Kontrolinés grupés gyvy-
bingumas buvo laikomas 100 proc. etalonu (20 pav. A). Kontroline DMSO
grupé vel neparodé reik§mingo neigiamo $io junginio poveikio normoksiné-
mis salygomis, kaip ir poveikis tus¢iomis PLGA ND (p > 0,05). Grupés,
paveiktos DMSO+vit. E 5 pg/ml, PLGA-Cur 5 ir 10 pg/ml, neparodé geresnio
gyvybingumo lyginant su normoksijos kontroline grupe (p > 0,05), taciau
grupe, paveikta DMSO+vit. E 10 ug/ml, parodé¢ daug mazesnj gyvybinguma
(p < 0,001). Tas rodo neigiamg Sio gydymo poveikj didesnémis dozémis ir
normoksijos, ir H/R salygomis — rezultatai panaStus kaip ir kurkumino
grupéje.

Tyrimo metu nustatyta, kad PLGA-vit. E efektyviai apsaugo kardio-
miocitus nuo H/R sukeltos pazaidos. Nustatytas rySkus nuo dozes priklau-
somas poveikis: naudojant 5 pg/ml PLGA-vit. E koncentracija, lasteliy gyvy-
bingumas padidéjo 13 proc., o padidinus dozg iki 10 pg/ml — iSgyvenamumas
padidéjo 26 proc. (p < 0,001) lyginant su negydyta H/R kontrolés grupe
(21 pav. A). Lyginant laisvos formos ir ND esancio vitamino E poveikj,
iSryskéjo esminis pranaSumas. Nustatyta, kad DMSO+Cur 10 pg/ml doze
kardiomiocitams yra stipriai citotoksiska ir reikSmingai sumazina jy gyvy-
binguma (p < 0,001). Taciau tokia pati doz¢, inkapsuliuota j PLGA nesiklj,
ne tik nesukele neigiamo poveikio, bet uztikrino geriausig apsauginj efekta
visoje tyrimo grupéje. Tai rodo, kad polimerinis neSiklis leidzia saugiai
naudoti didesnes terapines antioksidanty dozes ir taip apsaugo lasteles nuo
neigiamo staigaus boliusinio poveikio.

Kontroliniai bandymai patvirtino, kad nei tirpiklis (0,1 proc. DMSO), nei
tus¢ios PLGA nanodalelés statistiskai reikSmingos itakos kardiomiocity
gyvybingumui neturéjo (p > 0,05).
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A _ Gyvybingumas B Susitraukimo laikas C Daznis
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20 pav. Sintetiniy nanodaleliy ir laisvy medziagy poveikis kardiomiocity
gyvybingumui bei kontraktilinei funkcijai normoksijos sqlygomis

(A) Lasteliy metabolinis aktyvumas (PrestoBlue testas), iSreikstas fluorescencijos intensy-
vumo procentais lyginant su negydyta kontrole; (B—F) kardiomiocity kontraktiliniai para-
metrai: bendras susitraukimo laikas (B), susitraukimy daznis (C), sistolés trukmé (D),
diastolés trukme (E) ir piko laikas (F). Balti stulpeliai — negydyta Kontrolé, juodi stulpeliai —
tiriami preparatai (laisvas vitaminas E DMSO tirpale bei | PLGA nanodaleles inkapsuliuotas
vitaminas E). Rezultatai pateikiami kaip vidurkis + standartinis nuokrypis (n = 3). Statistiskai
reikSmingi skirtumai lyginant su kontrole: ****p <0,0001 (ANOVA su LSD post-hoc testu).
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21 pav. [ PLGA nanodaleles inkapsuliuoto vitamino E (PLGA-vit. E)
apsauginis poveikis kardiomiocity gyvybingumui ir kontraktilinei funkcijai
paveikus lgsteles hipoksijos-reoksigenacijos (H/R) sqlygomis
(A) Lasteliy metabolinis aktyvumas (PrestoBlue testas); (B—F) kardiomiocity kontraktiliniai
parametrai: bendras susitraukimo laikas (B), susitraukimy daznis (C), sistolés trukmé (D),
diastolés trukmé (E) ir piko laikas (F). Balti stulpeliai — negydyta H/R kontrolé, juodi stulpe-
liai — tiriami preparatai (laisvos medziagos ir nanodalelés). Rezultatai pateikiami kaip vidur-
kis + standartinis nuokrypis (n = 3). StatistiSkai reikSmingi skirtumai lyginant su kontrole:
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p <0,0001. Juodi apskritimai (®) nurodo statistiskai
patikimg skirtumg lyginant PLGA-vit. E su atitinkama laisvos medziagos (DMSO+vit. E)

grupe.

Atsizvelgdami ] Siuos rezultatus, tolesniuose eksperimentuose lasteliy
kultiroms paveikti naudojome DMSO+vit. E 5 pg/ml ir PLGA- vit. E
10 pg/ml dozes. Eksperimentuose naudoto PLGA kiekis buvo apskai¢iuotas
taikant proporcing formule, kad atitikty tiksly PLGA svorj, panaudota vita-
minui E inkapsuliuoti.

Tiriant kardiomiocity susitraukimo laikg ir daznj, H/R salygomis PLGA-
vit. E grupéje buvo ryskiausi pokyciai (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 reikSmingai didesnis (p < 0,05) lyginant su I/R
kontroline grupe (21 pav. C). DMSO+vit. E grup¢je H/R salygomis taip pat
buvo nustatytas reik§Smingas susitraukimy laiko sutrumpé¢jimas (p < 0,05),
taciau reikSmingo daznio pokycio (p > 0,05) nebuvo. Abiejose grupése nor-
moksijos saglygomis zalingo poveikio nebuvo nustatyta (p > 0,05). PLGA H/R
grupéje lyginant su kontroline grupe buvo panasus plakimo laikas (p > 0,05)
ir daznis (p > 0,05). Normoksijos salygomis statistiSkai reikSmingy pokyciy
nenustatyta (20 pav. B-F).

Lyginant susitraukimo piko trukme, sistolés ir diastolés parametrus esant
H/R salygoms, daugelyje medziagy grupiy buvo pastebéti reikSmingi skirtu-
mai lyginant su kontroline grupe. PLGA-vit. E grupé reikSmingai skyrési ne
tik nuo H/R kontrolinés grupés, bet ir jos rezultatai buvo artimiausi normok-
sijos kontrolinés grupés rezultatams tarp visy kity gydymo grupiy (21 pav.
B-F). PLGA-vit. E poveikis geriausiai sumazino sistolés (p < 0,0001),
diastolés (p <0,001) ir piko laikus (p <0,001). Taip pat PLGA-vit. E poveikis
kontrakcijy laikui buvo geresnis nei DMSO+vit. E grupés ir sistolés (p <
0,01), ir piko metu (p < 0,05).

Reaktyviyju deguonies formy susidarymo iStyrimas
mitochondrijose po hipoksinés-reoksigenacinés pazaidos
paveikus inkapsuliuotu vitaminu E

Vertinant mitochondrijy ROS produkcija, 1asteliy fluorescencijos inten-
syvumo rezultatai buvo normalizuoti pagal kontroling (normoksijos) grupe,
kurios vidurkis priimtas kaip bazinis lygmuo (100 proc.) (22 pav.). Toks
skai¢iavimo metodas buvo pasirinktas siekiant vizualizuoti santykinj ROS
generavimo padidéjima sukeltos pazaidos metu bei jvertinti antioksidacinio
poveikio efektyvuma.

Metodo jautrumui ir matavimo sistemos dinaminiam diapazonui patvir-
tinti naudota teigiama kontrolé¢ AA. Blokuodamas mitochondrijy kvépavimo
grandines III kompleksa, AA indukuoja intensyvy superoksido anijony issi-
skyrimg. Paveikus H/R salygomis, AA grupéje pastebétas 70 proc. didesnis
ROS lygis nei kontrolinéje grupéje (p < 0,0001); tai patvirtina, kad naudota
matavimo metodika yra jautri mitochondrijy bioenergijos pokyciams
(22 pav. A). H/R pazaidos fone ir laisvas, ir ] nanodaleles inkapsuliuotas
vitaminas E reik§mingai slopino ROS gamyba, ta¢iau PLGA-vit. E grupéje
apsauginis efektas buvo statistiSkai patikimesnis (p < 0,0001). Lyginant Sias
dvi gydymo grupes tarpusavyje, buvo nustatytas esminis PLGA-vit. E prana-
Sumas (p < 0,05), rodantis, kad ND uztikrina efektyvesne antioksidanto
skvarbg arba didesnj jo stabilumg mitochondrijy lygmeniu. Normoksijos
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salygomis tirtos medziagos (PLGA-vit. E, DMSO+vit. E bei tus¢ios ND)
bazinés ROS produkcijos nekeité; tas pagrindzia jy sauguma vartojant
fiziologinémis salygomis (22 pav. B).
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22 pav. | polimerines nanodaleles inkapsuliuoto vitamino E
poveikis kardiomiocity mitochondrijy reaktyviyjy deguonies
molekuliy (ROS) produkcijai

(A) Hipoksijos-reoksigenacijos (H/R) salygomis; (B) normoksijos saglygomis. Mitochondrijy
ROS lygis vertintas matuojant MitoSOX zondo fluorescencijos intensyvuma. Rezultatai
normalizuoti pagal atitinkamos biiklés negydyta kontroling grupg (100 proc.). Antimicinas A
(AA) naudotas kaip teigiama metodo kontrol¢ matavimo sistemos jautrumui patvirtinti.
PLGA stulpelis atspindi vaistu nepakrauty nanodaleliy (nesiklio kontrolés) poveikj. Duome-
nys pateikiami kaip vidurkis + standartinis nuokrypis (n = 3). StatistiSkai reikSmingi skirtu-
mai lyginant su kontrole: *p < 0,05, ****p < 0,0001. Juodas apskritimas (®) nurodo statistis-
kai patikimg skirtuma (p < 0,05) lyginant PLGA-vit. E 10 poveikj su laisvo vitamino E
(DMSO+vit. E 5) grupe.

Mitochondrijy kvépavimo funkcijos pokyciai
po hipoksinés-reoksigenacinés pazaidos skiriant
inkapsuliuota vitamina E

Siekiant jvertinti PLGA-vit. E nanotransporto sistemos sauguma, buvo
atlikta kardiomiocity mitochondrijy bioenerginé analizé normoksijos salygo-
mis. Vertintas | nanodaleles inkapsuliuoto vitamino E (PLGA-vit. E ND),
laisvos formos vitamino E (DMSO+vit. E) bei tus¢io neSiklio (PLGA)
poveikis.
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Tyrimo duomenys parodé, kad visose grupése mitochondrijy kvépavimo
kreivés beveik identiskai sutapo su kontrolinés grupés DSG profiliu (23 pav.
A—C). Detali bioenerginiy parametry analizé (23 pav. D-F) patvirtino visiska
tirlamy medziagy sauguma lasteliy energiniam vientisumui: nustatytas ba-
zinis kvépavimas ir su juo susijusi ATP produkcija iSliko nepakite lyginant
su negydyta kontrole (p > 0,05). Tai rodo, kad pasirinktos koncentracijos
(10 pg/ml) medziagos nesukelia mitochondrijy funkcijy pokyc¢iy.

Svarbu pabrézti, kad nesikliai ir antioksidantas nedaré neigiamos jtakos
kardiomiocity maksimaliam kvépavimo pajégumui bei laisvajam kvépavimo
pajégumui (p > 0,05). Kadangi laisvasis pajégumas atspindi Igstelés energijos
rezerva stresui jveikti, tai jo stabilumas jrodo, kad nanodalelés normoksijos
salygomis nesumazina lasteliy adaptacinio potencialo. Taip pat neuzfiksuota
protony nuotekio pokyc¢iy; tas patvirtina mitochondrijy vidinés membranos
funkcinj stabiluma.

Apdorojimas DMSO+vit. E tur¢jo teigiama tendencijg gerinant mito-
chondrijy kvépavima, taciau statistiSkai reikSmingos mitochondrijy funkcijos
apsaugos neuztikrino (p > 0,05). Vis délto naudojant PLGA-vit. E nanodale-
les, buvo pasiekti geriausi bioenerginio stabilumo rodikliai: bazinis ir maksi-
malus kvépavimas padidéjo apie 30 proc. lyginant su negydyta H/R grupe
(p< 0,05) (24 pav. A, D). Padid¢jusi ATP gamyba PLGA-vit. E grupéje
patvirtina, kad nanodalelése esantis antioksidantas efektyviau apsaugo mito-
chondrijy elektrony pernasos granding nuo oksidacinio pazeidimo ir palaiko
lastelés energinj vientisumg. Pazymétina, kad tus¢ias PLGA nesiklis jtakos
mitochondrijy kvépavimui netur¢jo — tai patvirtino jo bioinertisSkuma.
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Melisy nanopisleliy poveikis hipoksija-reoksigenacija
paveikty kardiomiocity gyvybingumui ir kontrakcijai

Analogiskai tyrimams su PLGA-Cur ir PLGA-vit. E ND toliau vertino-
me MO NP poveikj kardiomiocity gyvybingumui normoksijos saglygomis.
Taip pat siekéme nustatyti, ar MO preparatas padeda iSsaugoti lasteliy gyvy-
binguma po sukeltos H/R pazaidos. Eksperimento metu normoksijos salygo-
mis augintos ir H/R salygomis paveiktos lastelés buvo veikiamos astuoniy
skirtingy koncentracijy méginiais: 2, 4, 8, 6, 10, 12, 16, 20 ug/ml.
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25 pav. Vaistinés melisos nanopusleliy (MO NP) dozés-atsako tyrimas
ir poveikis kardiomiocity funkcijai normoksijos sqlygomis

(A) Kardiomiocity gyvybingumo (PrestoBlue testas) priklausomybé nuo MO NP koncent-
racijos (2-20 pg/ml pagal nanopisleliy baltyma). Rezultatai normalizuoti pagal kontrolg
(100 proc.). (B-F) Kardiomiocity kontraktiliniai rodikliai veikiant parinkta optimalia
8 pg/ml MO NP koncentracija: bendras susitraukimo laikas (B), susitraukimy daznis (C),
sistolés trukmé (D), diastolés trukmé (E) ir piko laikas (F). Balti stulpeliai — Kontrolé, juodi
stulpeliai — lastelés, apdorotos MO NP. Rezultatai pateikiami kaip vidurkis + standartinis
nuokrypis (n = 3). Statistiskai reikSmingi skirtumai lyginant su kontrole: *p <0,05,
**p < 0,01, ***p < 0,001 (ANOVA su LSD post-hoc testu).

79



Eksperimentas normoksijos salygomis ir paveikus MO NP, parodé, jog
lasteliy metabolinis aktyvumas padidéjo beveik 20 proc. ir 15 proc. esant ati-
tinkamai 8 ir 10 pg/ml koncentracijos nanopisleléms. MaZesnés dozés sta-
tistiSkai reikSmingo poveikio netur¢jo, taciau 20 pg/ml koncentracija sukéle
reikSmingg neigiama pokyti — dél toksinio poveikio lgsteliy metabolinis
aktyvumas sumazgjo iki 60 proc. (25 pav. A).

Paveikus kardiomiocitus MO NP, pakito jy kontraktiliSkumas: susitrauk-
imo laikas padid¢jo dvigubai (p <0,001), o daznis beveik 3 kartus (p <0,001)
(25 pav. B, C). Tai jvyko prailgéjus ir sistolei, ir diastolei; tas 1émé ir bendro
piko laiko prailgejima (25 pav. D-F).

26 pav. A matyti, jog MO NP tur¢jo reikSmingg poveikj lasteliy kultiirai
lyginant su kontroline grupe. Reik§mingg poveikj lasteliy metaboliniam
aktyvumui turéjo paveikimas 8 ir 10 pg/ml MO NP koncentracijomis; tas
padidino metabolinj aktyvuma 30 proc. ir 18 proc., atitinkamai (p < 0,001) ir
(p <0,05). Ir 8 pg/ml, ir 10 pg/ml MO NP koncentracijy panaudojimas page-
rino H/R pazeisty kardiomiocity metabolinj aktyvuma. Atlikus §j etapa, buvo
atrinkta koncentracija, kuri veiké geriausiai ir pagal rezultatus tolesniems
tyrimams buvo pasirinkta 8 pg/ml MO NP koncentracija.

H/R pazaidos paveiktoje kardiomiocity kultiroje MO NP sukelé ryskius
kontraktilinés funkcijos poky¢€ius. Lyginant su negydyta H/R kontrolés gru-
pe, MO NP sutrumpino bendrg 1asteliy susitraukimo trukme beveik tris kartus
(nuo 0,3 s iki 0,1 s, p<0,001) (26 pav. B) ir padvigubino susitraukimy daznj —
nuo 5 iki 10 k./s (p <0,001) (26 pav. C). Taip pat buvo nustatytas statistiSkai
patikimas sistolés trukmés bei piko laiko sutrumpéjimas (p < 0,05) (26 pav.
D, F). Sie funkciniai poky¢iai rodo, kad MO NP aktyvuoja kardiomiocity
kontraktilinj atsaka po patirtos H/R pazaidos.
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26 pav. Vaistinés melisos nanopusleliy (MO NP) poveikis kardiomiocity
gyvybingumui ir kontraktilinei funkcijai hipoksijos-reoksigenacijos (H/R)
sqlygomis

(A) Kardiomiocity metabolinis aktyvumas (PrestoBlue testas) veikiant skirtingoms MO NP
koncentracijoms (2-20 pg/ml pagal piisleliy baltyma) H/R salygomis. Rezultatai normali-
zuoti pagal negydyta H/R kontrole (100 proc.). (B-F) Kardiomiocity kontraktiliniai rodikliai
po H/R pazaidos veikiant optimalia 8 pg/ml MO NP koncentracija: bendras susitraukimo
laikas (B), susitraukimy daznis (C), sistolés trukmé (D), diastolés trukmé (E) ir piko laikas
(F). Balti stulpeliai — negydyta H/R kontrol¢, juodi stulpeliai — lastelés, apdorotos MO NP.
Rezultatai pateikiami kaip vidurkis + standartinis nuokrypis (n = 3). StatistiSkai reikSmingi
skirtumai lyginant su negydyta H/R kontrole: *p <0,05, **p <0,01, ***p < 0,001 (Stjudento
t-testas).
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Melisy nanopisleliy jtaka hipoksijos—reoksigenacijos paveikty
kardiomiocity mitochondrijy kvépavimo pokyc¢iams

Normoksijos saglygomis (27 pav. C), lyginant su negydyta kontrole, MO
NP grupéje nustatytas statistiSkai reikSmingas maksimalaus kvépavimo
(p <0,05) ir su kvépavimu susietos ATP gamybos (p < 0,05) sumazéjimas.
Ypac ryskiai sumenko laisvasis kvépavimo pajégumas (angl. spare respira-
tory capacity); tas rodo, kad nanoptslelés apriboja mitochondrijy energijos
rezerva jau fiziologinémis salygomis.

A B
g, 500 g, 400
= 4 3
£= 322 I -, 3001
EE EE 20
S 2 200 S 2
83 100 a4 100
TR — - - 2 R m— \ e
(a) 20 40 60 80 o 20 40 60 80
Laikas (min.) Laikas (min.)
—— N kontrolé - MO NP -—H/R kontrolé -— MO NP
C C
S 500 > 300 > .
£ * ON kontrolé £ O H/R kontrolé
£ 400 WMO NP 2 B MO NP
3 S 200- *
o 300 o
E . £
© 200 ©
£ € 1001 *
S .0 . | 8 i *‘
U] '—| [C) m
w w
a W i ﬁ a I
0 o W S &L ° * o‘* o
o B0 6 &5 o s o .o
Q;glz_\(((o s\ﬂo\(((o &O& @QA & S ,gb(& R \(@Q‘x \{.\ A &fo &
S A SN @S & B &
L WP RS Q /\Q & @ ¥ O)QQ
SN NS SR .
> ’b\
¥ \

27 pav. Vaistinés melisos nanopusleliy poveikis mitochondrijy bioenergijai

Pateikiamas kardiomiocity deguonies suvartojimo greitis (DSG) matuotas Seahorse XFp
analizatoriumi. (A—B) Mitochondrijy kvépavimo kreivés realiu laiku atitinkamai normok-
sijos ir hipoksijos-reoksigenacijos (H/R) salygomis; (C-D) susumuoti bioenerginiai para-
metrai (bazinis ir maksimalus kvépavimas, protony nuotekis, laisvasis kvépavimo pajégumas
bei ATP gamyba). Balti stulpeliai — negydyta kontroliné grupé, juodi stulpeliai — lgstelés,
apdorotos 8 ug/ml MO NP. Visi duomenys normalizuoti pagal bendra lasteliy baltymy kiekj
(Bradfordo metodas). Rezultatai pateikiami kaip vidurkis + standartinis nuokrypis (n = 3).
Zvaigzduté (*) nurodo statistiskai reikimingg skirtuma lyginant MO NP grupe su tos pacios
buklés kontroline grupe (p < 0,05, Stjudento t-testas). Duomenys pateikti kaip vidurkis + SD
(proc.).
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H/R salygomis (27 pav. D) nustatytas analogiskas désningumas. MO NP
grupéje, lyginant su H/R kontroline grupe, maksimalus kvépavimas buvo
reik§Smingai mazesnis (p < 0,05). Taip pat nustatytas patikimas laisvojo
kvépavimo pajégumo ir su kvépavimu susietos ATP gamybos nuosmukis
(p < 0,05). Bazinis kvépavimas ir protony nuotekis abiem atvejais turéjo
maz¢jimo tendencija, taciau statistiSkai patikimo skirtumo nepasieke (p >
0,05). Sie duomenys patvirtina, kad MO NP selektyviai slopina aktyviausig
mitochondrijy veiklos fazg.

Svarbu pazyméti, kad Sis efektas nebuvo lydimas lasteliy zities (ka
patvirtino gyvybingumo testai) ir rodo, kad MO NP indukuoja kontroliuo-
jama bioenergijos poslinkj.

Melisy nanopisleliy jtaka hipoksijos-reoksigenacijos paveikty
kardiomiocity glikolizés intensyvumui

Siekiant nustatyti, kaip Iastelés kompensuoja energijos poreiki esant MO
NP nuslopintam mitochondrijy kvépavimui, buvo jvertintas uZzlastelinio
ragstéjimo greitis (URG). 28 pav. pateikiami URG matavimo rezultatai. Nu-
statyta, kad normoksijos salygomis MO NP statistiSkai reik§mingai padidina
URG (p <0,05) lyginant su kontroline grupe maksimalaus kvépavimo metu.
Tai rodo, kad lastelése suintensyvéja glikolizé — energijos gamybos biidas,
kuriam nereikalingas deguonis.

Nustatyta, kad padidéjes riigStéjimas (intensyvesné glikolize) buvo gero-
kai didesnis ir paveikus H/R salygomis MO NP paveiktoje grupéje, o ypac
maksimalaus kvépavimo fazéje (p < 0,01). Sie rezultatai kartu su mitochon-
drijy kvépavimo duomenimis patvirtina, kad MO NP sukelia metabolinj
perjungima, t.y. mazina priklausomybe¢ nuo oksidacinio fosforilinimo ir
kompensuoja tai suintensyvinta glikolize.
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28 pav. Vaistinés melisos nanopiisleliy (MO NP) jtaka
kardiomiocity glikolizés intensyvumui

Pateikiamas uzlastelinio rugstéjimo greitis (URG), matuotas Seahorse XFp analizatoriumi.
(A) Glikolizes intensyvumas normoksijos salygomis; (B) glikolizés intensyvumas hipok-
sijos-reoksigenacijos (H/R) salygomis. Balti stulpeliai — negydyta Kontrolé, juodi stulpeliai —
lastelés, apdorotos 8 ug/ml MO NP. Duomenys normalizuoti pagal lasteliy baltymy kiekj
(mpH/min./0,02 mg baltymo). Rezultatai pateikiami kaip vidurkis + standartinis nuokrypis
(n= 3). StatistiSkai reikSmingi skirtumai lyginant su atitinkama kontrole: *p < 0,05,
**p < 0,01 (Stjudento t-testas).
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DISKUSIJA

Sios disertacijos tikslas buvo jvertinti ir palyginti dviejy skirtingy strate-
gijy efektyvuma apsaugant kardiomiocitus nuo H/R sukeliamos pazaidos.
Pirmoji strategija rémesi tiksliniu klasikiniy antioksidanty (kurkumino ir
vitamino E) pristatymu j kardiomiocitus naudojant sintetines polimerines pH
jautrias nanodaleles. Antroji strategija tyré naturaliy vaistinés melisos (lot.
Melissa officinalis) nanopusleliy kardioprotekcinj poveiki. Gauti rezultatai ne
tik patvirtino PLGA nanodalelése inkapsuliuoty kurkumino ir vitamino E
pranasSumg prie$ laisvas §iy vaistiniy medziagy formas tiesiogiai apsaugant
mitochondrijy bioenergija, bet ir atskleidé alternatyvy melisy nanoptsleliy
veikimo mechanizma, pagrista kardiomiocity metaboliniu perprogramavimu
1§ oksidacinio fosforilinimo j glikoliz¢. Siekiant objektyviai ir tiksliai iSma-
tuoti $iy skirtingy nanotransporto sistemy sukeliamg apsauginj efekta, visy
pirma reikéjo sukurti, standartizuoti ir patvirtinti patikimg lgsteliy kulttros
pazaidos modelj.

SARS-CoV-2 RBD fragmentas tiesiogiai paZeidZia kardiomiocity
bioenergija ir sustiprina hipoksine-reoksigenacine pazaida

Prie§ vertinant terapinj nanotransporto sistemy ir nanopusleliy poveikj,
Siame darbe buvo jdiegtas ir validuotas in vitro H/R modelis naudojant pirmi-
nes neonataliniy Ziurkiy kardiomiocity kulttiras. Literattiroje nurodoma, kad
pirmineés kulttiros, skirtingai nei linijinés Igstelés (pvz., H9c2), iSlaiko auten-
tiska kontraktilinj aparatg ir oksidacinio fosforilinimo mechanizmus, todél
geriausiai atspindi in vivo miokardo atsaka j iSemijg [350, 351, 353]. Musy
gauti rezultatai atitiko klasikine Iastelinés pazaidos eiga: nustatytas kardio-
miocity sumazgjgs gyvybingumas, mitochondrijy disfunkcija (reikSmingai
sumazéjusi ATP produkcija bei iSnykes laisvasis kvépavimo pajégumas) ir
padidéjusi ROS gamyba. Nustatytas kardiomiocity susitraukimy daznio ir
grei¢io sumaz¢jimas tiesiogiai atspindi po H/R atsirandantj iminj kontrakti-
linj nepakankamuma, klinikinéje praktikoje Zinomg kaip miokardo ,,priblos-
kimas* [354].

Svarbu pazyméti, kad miisy tyrime taikytas H/R modelis pasizyméjo
dideliu jautrumu papildomiems iSoriniams stresoriams. Pasauliné¢ COVID-19
pandemija atskleid¢, kad virusinés kvépavimo taky infekcijos kritiSkai pablo-
gina SKL sergandiy pacienty prognoze ir neretai sukelia @minj miokardo
pazeidima [88-90]. Nors pirminis COVID-19 taikinys yra plauciai, taciau,
esant sunkiai ligos eigai, dél viremijos ir audiniy barjery pazeidimo kraujota-
koje atsiranda cirkuliuojanciy viruso daleliy bei atsiskyrusiy jy pavirSiaus
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baltymy, kurie tiesiogiai pasiekia Sirdies raumenj [91, 92]. Siekdami iStirti Sio
reiSkinio lgstelinius mechanizmus ir eliminuoti sisteminiy veiksniy (pvz.,
sistemings hipoksijos ar imuniteto lgsteliy infiltracijos) jtaka, pirmame tyrimo
etape (Keturakis ir kt.) sukiiréme specifinio molekulinio streso model] —
kardiomiocitus paveikéme SARS-CoV-2 spyglio baltymo RBD [4].

Toks pasirinkimas leido izoliuotai jvertinti pacig pirmin¢ patologing
grand] — tiesioginj viruso RBD epitopo kontaktg su kardiomiocity pavirsSiuje
esanciais AKF2 receptoriais atmetant viruso replikacijos Iasteléje kintamuo-
sius [91, 93]. Gauti rezultatai vienareikSmiskai parodé, kad net ir neturédamas
galimybés replikuotis, vien tik cirkuliuojantj viruso fragmenta imituojantis
RBD epitopas veikia kaip stiprus pazaidos katalizatorius [4]. Nustatyta, kad
RBD fragmentas reikSmingai sustiprina H/R sukeliamg imunometaboling
pazaida [4]. Nors normoksijos saglygomis RBD poveikis lasteliy gyvybingu-
mui buvo minimalus, ta¢iau H/R fone jis sukelé didesn;j lasteliy metabolinio
aktyvumo nuosmukj ir kontraktilines funkcijos paralyziy [4].

Sis kombinuotas efektas isry§kéjo vertinant kardiomiocity imuninio atsa-
ko aktyvavima. Miisy duomenys parodé, kad izoliuota H/R pazaida pati
savaime nesukelia Zymaus uzdegimo mediatoriy generavimo. Taciau situaci-
ja 18 esmés pasikeicia kardiomiocitus i§ anksto paveikiant RBD fragmentu.
Tai lémé drastiska uzdegiminiy geny (IL-6, Cxcll, IL-1f) mRNR raiskos
padidéjimg ir masing prouzdegiminiy citokiny sekrecijg i tarplasteling terpe.
Ypac reikSmingas buvo GM-CSF ir IL-6 koncentracijos padidéjimas.

Gauti duomenys parod¢, kad SARS-CoV-2 RBD fragmentas ne tik
tiesiogiai slopina kardiomiocity metabolinj aktyvuma, bet ir indukuoja stipry
prouzdegiminj atsaka. Luminex analizés rezultatai patvirtino, kad kardio-
miocitai, paveikti RBD fragmento ir H/R salygy, reikSmingai padidina IL-6,
IL-1B, GM-CSF ir TNF-a sekrecija [4]. Tai rodo, kad paveikti Sio specifinio
virusinio epitopo kardiomiocitai aktyviai dalyvauja formuojant lokalig uzde-
gimin¢ mikroaplinka iSskirdami chemotaktinius faktorius, pritraukiancius
mieloidinés kilmés lasteles [98, 119].

Siy prouzdegiminiy mediatoriy transkripcija ir sekrecija yra dideliy ATP
sagnaudy reikalaujantis procesas. Seahorse analiz¢ atskleidé, kad H/R ir RBD
paveiktoje grupéje oksidacinis fosforilinimas yra stipriai slopinamas, o su
kvépavimu susieta ATP gamyba reikSmingai sumazéjusi [4]. Papildomas
metabolinis krivis, tenkantis citokiny sintezei H/R fone, dar labiau padidina
vidulgstelinj ATP deficitg. Nors Siame tyrime mPTP pory atsivérimas ir
kalcio jony homeostazé nebuvo tiesiogiai vertinami, taciau buvo nustatytas
Uminis kardiomiocity kontraktilinis nepakankamumas (sumazg¢jgs susitrauki-
my daznis, prailgéjusi sistol¢ ir diastol¢) atspindi Zymy bioenergijos trikuma.
Sumazejusi ATP produkcija tiesiogiai apriboja nuo energijos priklausomy
jony siurbliy (pvz., Na*/K*-ATPazeés ir sarkoplazminio tinklo Ca**-ATPazés)
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veikla, kuri kritiSkai svarbi normaliam kardiomiocity elektromechaniniam
ry$iui ir susitraukimo funkcijai palaikyti [40, 41].

Siame darbe buvo nustatytas iminis (3 val. poveikio) mitochondrijy kvé-
pavimo sumaz¢jimas normoksijos salygomis. Tradiciskai miokardo pazaida
COVID-19 infekcijos metu siejama su antriniais veiksniais (sistemine hipok-
sija dél plauciy pazeidimo ar sisteminiu uzdegimu).

Musy rezultatai atskleidé iminj SARS-CoV-2 RBD fragmento poveikj
kardiomiocity bioenergijai. Seahorse analizé parodé, kad jau po 3 valandy
inkubacijos su RBD epitopu normoksijos saglygomis, dar neprasidéjus hipok-
sijai, reikSmingai sumazg¢jo lasteliy bazinis DSG bei su kvépavimu susieta
ATP gamyba [4]. Nors Siame tyrime tiesioginé RBD sgveika su kardiomio-
city AKF2 receptoriais ir jy molekuliné dinamika nebuvo tiesiogiai vertinta,
taciau nustatyti funkciniai poky¢iai leidzia daryti prielaidg apie receptoriy
nulemta patologing kaskadg. Remiantis literattiros duomenimis, RBD prisi-
jungimas prie AKF2 sukelia §iy receptoriy internalizacija ir degradacija. Dél
to Iastelés aplinkoje kaupiasi angiotenzinas II ir per AT1 receptorius akty-
vuoja NADPH oksidaze bei sukelia pirminj oksidacinj stresg [97, 360]. Musy
uzfiksuotas greitas ir reikSmingas maksimalaus kvépavimo bei laisvojo
kvépavimo pajégumo praradimas po timaus RBD poveikio [4] atitinka §j
teorinj modelj ir parodo, kad ankstyvasis oksidacinis stresas galimai pazei-
dzia mitochondrijy elektrony pernaSos grandinés kompleksus dar iki iSeminio
streso pradzios.

Nustatytas ankstyvas mitochondrijy pazeidziamumas ir greitas energijos
rezervo iSeikvojimas tapo esminiu argumentu antrame tyrimo etape taikyti
tikslines nanotransporto sistemas. Matydami, kad virusinis stresorius drastis-
kai sumazina kardiomiocity adaptacinj potencialg pries artéjanciag hipoksija,
iSkéléme prielaida, jog sékminga lgsteliy apsauga, esant H/R, imanoma tik
greitai ir tikslingai stabilizuojant mitochondrijy membranas. Kadangi laisvos
formos antioksidanty didelés dozés gali sukelti papildomg toksiSkumg ir
nepasiZymi specifiniu tropizmu pazaidy zonoms, d¢l to pH jautriy polimeri-
niy nanodaleliy bei augaliniy nanopisleliy panaudojimas buvo pasirinktas
kaip strategija, leidZianti saugiai ir be citotoksiSkumo pristatyti apsaugines
molekules bei atkurti Iasteliy bioenergijos balansa kritiniu pazaidos mo-
mentu.
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PLGA nanodaleliy pranaSumas pries laisvas antioksidanty formas:
tolygus vaisty atpalaidavimas

Siekiant jveikti tradiciniy antioksidanty farmakokinetinius apribojimus,
Siame darbe buvo panaudotos polimerinés PLGA nanodalelés. PLGA kopoli-
meras buvo pasirinktas dél dviejy esminiy priezasCiy: jo patvirtinto saugumo
profilio (FDA ir EMA leidimai parenteriniam vartojimui) bei unikaliy degra-
dacijos savybiy.

Sintezés metu parinkti technologiniai parametrai (PVA koncentracija,
maiSymo greitis) leido gauti stabilias monodispersines nanodaleles, kuriy
fizikinés ir cheminés savybés yra suderinamos su kardiomiocity internali-
zacijos reikalavimais. Nustatytas 200—230 nm hidrodinaminis skersmuo bei
neigiamas pavirSiaus kriivis (nuo —6,5 iki —12,4 mV) [4] laikomi tinkamais
lasteliniam pasisavinimui per klatrino medijuojamg endocitoz¢ bei makropi-
nocitoze [338, 343]. Nors Siame tyrime skirtingy matmeny nanodaleliy jtaka
pasisavinimo efektyvumui nebuvo lyginama, vis délto gautos dalelés visiSkai
atitiko literatiiroje apraSyta dydzio diapazona, uztikrinantj stabilig koloiding
sistemg ir pakankamg internalizacijg i lasteles; ta patvirtino ir misy atlikti
vaizdinimo eksperimentai su PLGA-RhB konjugatais [4]. Mazas polidisper-
siSkumo indeksas (PDI < 0,188) papildomai pagrindzia sintezés protokolo
stabiluma ir suspensijos vienalytiSkuma, biiting siekiant i§vengti nanodaleliy
agregacijos in vitro eksperimenty metu. Gauti nanonesikliy parametrai leido
uztikrinti reprodukuojama antioksidanty pernasg i kardiomiocitus nekuriant
papildomy metodologiniy kintamyjy del daleliy matmeny heterogeniSkumo.

Vienas svarbiausiy §io tyrimo inovaciniy sumanymy buvo iSnaudoti
iSemijos/acidozés sukeliamg pH pokytij kaip iSorin;j trigerj selektyviam vaisty
atpalaidavimui. ISemijos metu miokarde dominuojantis anaerobinis metabo-
lizmas lemia intensyvig laktato gamyba. D¢l to tarplastelinés ir vidulgstelinés
terpés pH nukrenta nuo 7,4 iki 6,0-5,5. PLGA yra Zinomas kaip biologiSkai
skaidus polimeras, taCiau jo esteriniy rySiy hidrolizés greitis tiesiogiai
priklauso nuo aplinkos riigStingumo. Riigstinéje terpéje padidéjusi protony
(H*) koncentracija sukelia autokatalitinj efekta, ypac paspartinantj polime-
rinés medziagos skilima [309].

Masy atlikti in vitro atpalaidavimo kinetikos tyrimai patvirtino $ig hipo-
tezg: esant pH 5,5 (imituojant iSemin¢ acidoz¢), inkapsuliuotas kurkuminas
ir vitaminas E iSsiskyré 2—3 kartus sparciau ir didesniais kiekiais nei esant
fiziologiniam pH (7,4). Tai reiSkia, kad sukurtos nanodalelés veikia kaip
iSmanioji mikroaplinkos moduliuojama transporto sistema. Galima teigti, kad
sistemingje kraujotakoje tokios dalelés turéty islikti stabilios ir apsaugoti
hidrofobinj krovinj nuo prieslaikinés degradacijos bei nesukelti sisteminio
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poveikio sveikiems audiniams. Maksimali terapiné koncentracija bty pasie-
kiama tiksliai toje zonoje, kurioje pH yra sumazéjes, t.y. pazeistame
miokarde. Be to, patekusi | lastele per endocitoz¢, nanodalel¢ atsiduria
endosomoje/lizosomoje, kur pH taip pat yra rugstus (~5,0). Tai lemia greitg
polimero degradacijg ir efektyvy veikliosios medziagos atpalaidavimg i}
citozolj, 1§ kur ji gali pasiekti mitochondrijas [343].

Inkapsuliuoti antioksidantai pasiZymi geresniu kardioprotekciniu
poveikiu kardiomiocitams po hipoksijos-reoksigenacijos pazaidos

Tradiciskai antioksidantai laikomi saugiomis, lasteles sauganciomis
molekulémis. Taciau misy rezultatai atskleidé¢ siaurg jy terapinj langa: laisvi
kurkuminas ir vitaminas E didesnémis dozémis (10 pg/ml) pasizymejo ryskiu
citotoksiSkumu kardiomiocitams net normoksijos salygomis ir smarkiai
sumazino lgsteliy gyvybinguma.

Sis reiskinys turi biocheminj paaiskinima. Laisvas vitaminas E (a-toko-
ferolis), veikdamas kaip antioksidantas ir neutralizuodamas lipidy peroksilo
radikalg, pats virsta tokoferoksilo radikalu. Fiziologinémis salygomis $i
radikalg atgal i aktyvig formg redukuoja Iastelés viduje esantis vitaminas C
(askorbatas) arba glutationas. Taciau kai  lastel¢ staiga patenka didelé laisvo
vitamin E doz¢ (boliusas), 1astelés endogeniniy ko-antioksidanty nepakanka
jam regeneruoti. Tada pasireiSkia vadinamoji ,,tokoferolio sukeltos peroksi-
dacijos* (angl. Tocopherol-Mediated Peroxidation, TMP) reakcija: pats
tokoferoksilo radikalas pradeda atakuoti polinesocigsias riebaly riigstis plaz-
mingje membranoje veikdamas kaip prooksidantas ir sukeldamas lastelés zitj
[277, 359]. Tai galimai paaiskina, kodél daugelis didelés apimties klinikiniy
tyrimy (pvz., CHAOS, GISSI) [272, 273], kai pacientams buvo skiriamos
didelés laisvo vitamino E dozés, nesukeéle laukto kardioprotekcinio efekto ar
net padidino mirtinguma. Laisvo vitamino E didelés koncentracijos pazeidzia
lastelés membranas ir sukelia toksinj Soka.

Biitent ¢ia ir praver¢ia nanodaleliy inkapsuliavimas. Kai tos pacios
(10 pg/ml) koncentracijos kurkuminas ir vitaminas E buvo inkapsuliuoti |
PLGA nanodaleles, buvo pastebétas ne tik visiSkai iSnykes toksiSkumas, bet
ir stipriausias kardioprotekcinis poveikis H/R sglygomis — lasteliy gyvybin-
gumas reikSmingai padidéjo, susitraukimy parametrai normalizavosi, 0 ROS
lygis sumaz¢jo. Nanonesiklis, laipsniskai ir kontroliuojamai atpalaiduodamas
antioksidantg lastelés viduje, neleidzia susidaryti staigiam antioksidanto
koncentracijos pikui.

Vertinant specifinj $iy medziagy poveikj, kurkuminas literattiroje daz-
niausiai minimas kaip sisteminis prieSuzdegiminis agentas (NF-kB, TNF-a
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slopiklis). Kadangi miisy naudotame lgsteliniame in vitro modelyje cirkuliuo-
janc¢iy imuniniy lIgsteliy (kurios buty pagrindinis citokiny Saltinis) nebuvo,
tod¢l PLGA-Cur sukeltas efektas jrodé¢ tiesiogini kurkumino poveikj
kardiomiocitams. Seahorse analizé patvirtino, kad PLGA-Cur reikSmingai
pagerino mitochondrijy funkcijg — padidino bazinj ir maksimaly kvépavima.

Misy tyrime gauti Seahorse analizés rezultatai parodé, kad PLGA-Cur
po H/R pazaidos reikSmingai i§saugojo mitochondrijy bazinj ir maksimaly
kvépavimg bei su ATP gamyba susijusi deguonies suvartojima, o MitoSOX
duomenys patvirtino sumazéjusia ROS gamyba. Nors Siame darbe tiesio-
giniai molekuliniai kurkumino taikiniai (pvz., baltymy raiska ar lipidy perok-
sidacijos laipsnis) nebuvo vertinami, visgi miisy stebimas funkcinis bioener-
gijos iSsaugojimas koreliuoja su kity tyréjy apraSytais kardioprotekciniais
mechanizmais. Pavyzdziui, Ashrafizadeh ir kt. (2020) bei Wu ir kt. (2020) in
vitro modeliuose jrode, kad kurkuminas aktyvuoja Nrf2/HO-1 a§j padidin-
damas lastelés endogeninj antioksidacinj pajégumg ir atsparumg oksidaci-
niam stresui [8, 164]. Tikétina, kad miisy modelyje nustatytas ROS sumazéji-
mas ir gyvybingumo padid¢jimas yra nulemtas panaSiy vidulgsteliniy
adaptaciniy procesy. Kadangi H/R sukeltas mPTP pory atsivérimas klasiskai
lemia visiSka mitochondrijy membranos potencialo iSnykimg ir oksidacinio
fosforilinimo sustabdyma [5], tod¢l misy uzfiksuotas ATP gamybos para-
metry atsistatymas PLGA-Cur grup¢je netiesiogiai rodo, jog kritinis slenkstis
mPTP atsivérimui nebuvo pasiektas. Norint galutinai patvirtinti Siuos specifi-
nius apsaugos mechanizmus (Nrf2 aktyvacijg ir mPTP slopinimg) nanoda-
leliy fone, bitini tolesni tiksliniai molekuliniai tyrimai.

Miusy tyrime PLGA-vit. E nanodalelés pademonstravo stipriausig
kardioprotekcinj efekta: buvo nustatytas ne tik didziausias kardiomiocity
gyvybingumas po H/R pazaidos, bet ir reikSmingas mitochondrijy bioener-
gijos atsistatymas. Seahorse analizé parodé, kad PLGA-vit. E grupéje su ATP
gamyba susietas deguonies suvartojimo greitis (DSG) ir laisvasis kvépavimo
pajégumas buvo vidutiniskai 30 proc. didesni lyginant su negydyta H/R grupe
[4].

Sis bioenergijos stabilumas yra tiesiogiai susijes su specifiniu vitamino E
lokalizavimusi mitochondrijy vidin¢je membranoje (MVM). MVM pasizymi
unikalia sudétimi, kurioje gausu kardiolipino — fosfolipido, biitino elektrony
pernasos grandinés superkompleksams formuotis ir stabilizuoti [247, 248].
Reoksigenacijos fazéje susidarantis didesnis ROS kiekis sukelia grandinines
lipidy peroksidacijos reakcijas, kurioms kardiolipinas yra itin jautrus dél savo
polinesociyjy riebaly riigs¢iy liekany. Kardiolipino oksidacija sukelia elekt-
rony pernaSos grandinés superkompleksy destabilizacijg. D¢l to sutrinka
efektyvus elektrony perdavimas tarp I, III ir IV kompleksy, didé¢ja elektrony
nuotekis bei generuojamas papildomas ROS kiekis [249].
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Tikétina, kad dél PLGA-vit. E nanotransporto sistemos uztikrinta ir
kontroliuojama vitamino E koncentracija efektyviai nutraukia peroksidacijos
kaskadg biitent MVM lygmenyje. Neutralizuodamas lipidy peroksilo radika-
lus, vitaminas E apsaugo kardiolipino molekulinj vientisumg ir taip iS§saugo
elektrony pernasos grandinés superkompleksy struktiiring integracija. Tai
tiesiogiai paaiSkina misy uzfiksuota 30 proc. didesn; laisvajj kvépavimo
pajéguma: struktiiriSkai stabilizuoti EPG kompleksai leidzia mitochondri-
joms iSlaikyti didesnj funkcinj rezerva ir efektyviau reaguoti j metabolinj
stresg (FCCP stimuliacijg) [4]. Be to, mitochondrijy vidinés membranos
vientisumo i$saugojimas uzkerta kelig nespecifiniam protony nuotekiui atgal
1 mitochondrijy matricg ir leidZia palaikyti optimaly elektrocheminj gradienta
(Aym) bei uztikrina maksimaly ATP sintazés (V komplekso) naSuma. Vadi-
nasi, PLGA-vit. E poveikis kardiomiocity i§gyvenamumui nulemtas ne tik
bendros antioksidacinés apsaugos, bet ir specifinio mitochondrijy stabiliza-
vimo.

Vaistinés melisos nanopisleliy sukeltas metabolinis
perprogramavimas — apsauginis mitochondriju slopinimas
ir glikolizés aktyvinimas

Antra §io tyrimo dalis buvo skirta natiiraliy vaistinés melisos nanopisle-
liy poveikio analizei. Skirtingai nei sintetinés PLGA nanodalelés, veikianc¢ios
kaip tikslinio poveikio neSikliai skirti konkreciai veikliajai medziagai, MO
NP pasizymi kompleksine sudétimi. Musy atlikta UPLC analizé patvirtino,
kad Siose pislelése yra sukoncentruoti polifenoliniai junginiai, pvz.,
rozmarino ir kofeino riigStys (8 pav.). Nors pradiné hipotez¢ rémési prielaida,
kad MO NP veiks kaip tiesioginiai antioksidanty nesikliai (analogiskai PLGA
sistemoms), taciau gauti bioenerginiai rodikliai atskleidé kitokj kardiomio-
city atsako profilj.

Eksperimenty duomenys parodé¢, kad MO NP moduliuoja kardiomiocity
energijos metabolizmg ne tik per oksidacinio streso slopinimg, bet ir per
tiesioginj poveikj bioenerginiams parametrams. Seahorse analizé atskleide,
kad ir normoksijos, ir H/R salygomis MO NP reik§mingai sumaZzina mito-
chondrijy DSG, maksimaly kvépavima bei su kvépavimu susieta ATP gamy-
ba [4]. Kartu buvo uzfiksuotas neigiamas chronotropinis efektas — kardiomio-
city susitraukimy daznio sumaz¢jimas. Nepaisant §io sisteminio bioenergijos
slopinimo, Igsteliy gyvybingumas po H/R pazaidos MO NP grupé¢je buvo
mazdaug 30 proc. didesnis nei kontrolinéje grupéje [4].

Sis désningumas (sumazéjes mitochondrijy kvépavimas esant didesniam
iSgyvenamumui) buvo detaliau paaiSkintas vertinant URG. StatistiSkai reiks-
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mingas URG padidéjimas MO NP grupéje rodo suaktyvéjusig laktato produk-
cijg; tas indikuoja kardiomiocity energijos profilio poslinkj link anaerobinés
glikolizés. Toks metabolinis perprogramavimas (metabolic reprogramming)
primena embrioniniam miokardui biidingg energing adaptacija arba vézinése
lastelése vykstant] Varburgo efekta, kai energijos gamyba perorientuojama |
glikolize net ir esant pakankamai deguonies sklaidai [39].

H/R pazaidos kontekste §is metabolinis peré¢jimas vertintinas kaip apsau-
giné strategija. Zinoma, kad intensyvios reoksigenacijos momentu pazeista
mitochondrijy elektrony pernasos grandiné (ypac I ir III kompleksai) nesu-
geba efektyviai perduoti elektrony, todél jie tiesiogiai redukuoja molekulinj
deguonj generuodami masinj ROS kiekj [37]. MO NP sukeltas DSG suma-
z¢jimas rodo apribota elektrony srautg per mitochondrijas. Tai leidzia daryti
prielaidg, kad mitochondrijy aktyvumo sumazinimas prie§ reoksigenacija
prevenciSkai apriboja ROS plitipsnio tikimybeg; ta patvirtino ir misy atlikti
matavimai MitoSOX zondu [4]. Tuo metu suaktyvinta glikolizé uztikrina
minimaly ATP kiekj, biiting jony homeostazei (Na*/K*-ATPazei) palaikyti ir
taip iSvengti negriZztamos lasteliy pazaidos [39].

Mechanizmas, kuriuvo MO NP sukelia §j perprogramavima, galimai yra
kompleksinis. Nustatyta didelé rozmarino rigsties koncentracija pislelése
gali tiesiogiai moduliuoti mitochondrijy fermenty veikla. Taciau remiantis
naujausia literatiira, galima kelti hipotez¢ dél tarparalystinés geny raiskos
reguliacijos, medijuojamos augaliniy miRNR. Augalinés miRNR (pvz.,
miR 156, miR168) pasizymi 2'-O-metilinimu, apsauganciu jas nuo degrada-
cijos zinduoliy lgstelése [318]. Nors Siame tyrime miRNR poveikis nebuvo
tiesiogiai matuojamas, taciau literatliroje apraSytas jy gebéjimas slopinti
mTOR kelig ar mitochondrijy biogenezés genus sutampa su misy pastebétu
bioenerginiu fenotipu [310, 317]. Todé¢l galima daryti pagrista prielaida, kad
MO NP veikia ne tik kaip polifenoliy $altinis, bet ir kaip bioaktyvi sistema,
laikinai pakeiCianti kardiomiocity energijos rezima saugesniu glikolitiniu
modeliu.

Tyrimo klinikinio ir praktinio pritaikymo perspektyvos

Sios disertacijos rezultatai atveria naujas, klinikinei praktikai ypa¢ aktua-
lias perspektyvas sprendziant miokardo reperfuzinés pazaidos problema.
Nors PTVAA yra UMI gydymo ,,auksinis standartas®, vis délto dar neturime
vaisto, kuris efektyviai uzkirsty kelig lasteliy pazeidimui reperfuzijos
momentu. Milsy tyrimas sitilo dvi labai aiskias kryptis.

PLGA yra vienas i§ nedaugelio nanopolimery, jau turin¢iy FDA ir EMA
patvirtinimg vartoti Zmonéms, todél kelias j klinikinius tyrimus atviras.
Praktiskai Sios nanodalelés galéty biiti suleidziamos intrakoronariSkai (tiesiai
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1 vainiking arterija) per kateterj PTVAA proceduros metu likus kelioms minu-
téms iki stento iSplétimo ir kraujotakos atktirimo. Dél PLGA pH jautrumo
nanodalelés kraujotakoje iSlikty stabilios, taciau atsidiirusios iSemijos pazeis-
toje zonoje, kur audiniy pH yra stipriai sumaz¢jes dél laktato sankaupos, imty
greitai skaidytis [341]. Tai uZztikrinty masinj antioksidanto atpalaidavima
biitent toje vietoje ir tuo laiku, kai susidaro ROS plitipsnis, ir taip uzkirsty
kelig mitochondrijy membrany peroksidacijai [342]. Be to, Sios nanodalelés
galéty biti jmaiSomos ] kardiopleginius tirpalus atliekant atviras Sirdies
operacijas (aortos vainikiniy jungciy suformavimg), kur miokardas taip pat
patiria kontroliuojamga iSemijg ir reperfuzija.

Vaistinés melisos nanopusleliy pademonstruotas gebéjimas sukelti
lasteliy oksidacinio fosforilinimo slopinimg ir peré¢jima prie glikolizés yra
perspektyvus transplantologijai. Viena didZiausiy Sirdies persodinimo prob-
lemy yra saugus donoro organo iSlaikymas transportavimo metu. Pridéjus
MO NP j organy konservavimo tirpalus, donoro Sirdies metabolinis greitis
galéty biti laikinai sumazintas ir apsaugoty audinius nuo iSemijos-reperfuzi-
jos smigio tausojant ATP rezervus ir slopinant oksidacinj stresg transplanta-
cijos metu.

Kadangi augalinés kilmés nanoptslelés pasizymi stabilumu rigstineje
skrandzio terpéje bei atsparumu virSkinimo fermenty poveikiui [112, 114,
117], jos gali s€kmingai pasiekti Zarnyng ir biiti pasisavinamos per zarnyno
epitelio lasteles [113, 120]. Atsizvelgiant  tai, kad daugelis augaly nanopis-
leliy yra i$skiriamos i§ valgomyjy augaly ir pasiZymi minimaliu imunogenis-
kumu bei geru biosuderinamumu, todél vertinamos kaip saugi platforma
terapiniy molekuliy peroraliam pristatymui [114, 120]. Ateityje Sios nanopus-
lelés galety biti tiriamos kaip peroraliniai papildai ar funkcinis maistas létinei
miokardo apsaugai siekiant per ilgalaike tarparalysting geny raiSkos modulia-
cijg padidinti kardiomiocity atsparumg oksidaciniam stresui bei iSeminei
pazaidai [112, 317].

Tyrimo ribotumai ir ateities perspektyvos

Nors Siame darbe gauti originallis ir inovatyviis rezultatai reikSmingai
praplecia supratimg apie nanomedicinos pritaikyma kardiologijai, visgi biiti-
na atsizvelgti j tyrimo ribotumus, kurie nurodo kelius tolesniems moksli-
niams ieSkojimams.

Pagrindinis tyrimo objektas buvo isskirti pirminiai ziurkés kardiomio-
citai in vitro modelyje. Nors Sis modelis leidzia tirti molekulinius, mito-
chondrinius ir bioenerginius mechanizmus, vis délto jis negali visiSkai
atspindéti sudétingos viso organizmo in vivo sistemos. Misy modelyje nebu-
vo vertinamas sisteminis imuniteto (cirkuliuojan¢iy makrofagy, T-limfocity,
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neutrofily infiltracijos) indélis i H/R pazaida, neurohormoninés sistemos
jtaka bei hemodinaminiai kraujospiidzio pakitimai. Klinikingje praktikoje
reperfuzinés pazaidos apimtis stipriai priklauso nuo uzdegiminiy lasteliy,
atkeliaujanciy su atsikurian¢ia kraujotaka sukeliamo antrinio pazeidimo.
Nors nustatéme, kad kardiomiocitai patys iSskiria chemotaktinius citokinus
(GM-CSF, IL-6), taciau tikra Sio reiSkinio patologiné prasmé galéty biiti
patvirtinta tik atlikus tyrimus su bendra kultira kartu su imuninémis
lastelémis arba taikant in vivo miokardo infarkto (LAD arterijos perri$imo)
modelius gyvinams ir vertinant infarkto zonos dydi (TTC dazymu) bei
Sirdies funkcinio pajégumo pakitimus echokardiografijos metodu.

Nors Siame darbe uzfiksavome specifinj kardiomiocity metabolinio
profilio poslinkj link glikolitinés energijos gamybos veikiant MO NP, taciau
tikslus Sio reiskinio molekulinis mechanizmas reikalauja tolesniy detaliy
tyrimy. Prielaida, kad Sis perprogramavimas gali biiti tarparalystinés geny
raiSkos reguliacijos rezultatas, daroma remiantis miisy nustatytu bioenergijos
fenotipu (DSG slopinimu ir URG did¢jimu) bei publikuotais duomenimis
apie augaliniy nanopisleliy miRNR stabilumg ir jy gebéjima tiesiogiai
taikytis j zinduoliy metabolinius kelius [112, 317, 318].

Siekiant $ig hipotezg pagristi empiriskai, ateities tyrimuose biitina atlikti
MO NP RNR-sekvenavimg (angl. RNA-seq) tiksliai identifikuojant esamas
miRNR sekas ir pritaikyti proteoming bei transkriptoming kardiomiocity
analizg. Tai leisty nustatyti, ar pastebétas mitochondrijy funkcijos slopinimas
yra susijes su specifiniy geny, koduojanciy elektrony pernasos grandinés
kompleksus ar pagrindinius metabolinius reguliatorius (pvz., mTOR, AMPK
signalinius kelius ar PGC-1a ekspresija), nutildymu. Be to, tyrimo iSplétimas
naudojant Zzmogaus indukuoty pliuripotenciniy kamieniniy lasteliy kilmeés
kardiomiocitus (hiPSC-CMs), suteikty esminiy Ziniy apie $iy mechanizmy
relevantiskumg Zmogaus organizmo biologijai ir padéty pagrinda klinikiniam
MO NP taikymui. Nepaisant minéty ribotumy, atliktas darbas pagrindzia
inovatyviy nanotransporto sistemy perspektyvas gerinti kardiomiocity
atsparumg stresui ir suformuoja pagrinda tolesniam jy taikymui praktin¢je
medicinoje.
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ISVADOS

In vitro H/R modelis, kartu veikiant SARS-CoV-2 RBD fragmentui
(100 ng/ml), sukélé bioenergetinj nepakankamuma kardiomiocity kulti-
roje: lasteliy gyvybingumo sumazéjima iki 70 proc. (papildomas 10 proc.
nuosmukis lyginant su izoliuota H/R pazaida), mitochondrinés ATP
gamybos normoksijos salygomis sumaz¢jima 30 proc., bei laisvojo kve-
pavimo pajégumo sumazéjima 50 proc. Taip pat sutrikdé kontraktilineg
funkcija: susitraukimy daznis sumazéjo iki 3 k./s (lyginant su 4,2 k./s
izoliuoto H/R atveju ir 6,6 k./s normoksijoje), sistolés trukmé prailgéjo
iki 0,33 s (izoliuoto H/R atveju— 0,27 s, normoksijoje — 0,15 s), o diasto-
lés trukmé pailgéjo iki 0,085 s (izoliuoto H/R atveju — 0,08 s, normok-
sijoje — 0,06 s).

Be to, SARS-CoV-2 RBD fragmentas veiké kaip uzdegimg sukeliantis
stresorius: H/R salygomis jis padidino IL-6 geny raiska 2,5 karto,
Cxcll — 2,6 karto, o IL-1B — daugiau nei 4 kartus. Baltymy sekrecijos
lygmenyje tai iSprovokavo statistiSkai patikima (p < 0,001) citokiny
gamybos Suolj: GM-CSF koncentracija iSaugo nuo 0,25 iki 2,0 pg/ml,
IL-1B — nuo 0,5 iki 1,5 pg/ml, IL-6 — nuo 1,0 iki 7,0 pg/ml, o TNF-a —
nuo 0,01 iki 0,2 pg/ml (palyginimui, izoliuoto H/R atveju baziné¢ TNF-a
koncentracija padid¢jo tik nuo 0,9 iki 1,4 pg/ml).

PLGA nesiklis leido i Iasteliy vidy saugiai pernesti 10 pg/ml antioksi-
danty koncentracija, kuri laisvoje formoje (istirpinta DMSO) buvo cito-
toksiska: laisvas vitaminas E kardiomiocity metabolinj aktyvuma normok-
sijos sglygomis sumazino 32 proc. (gyvybingumas nukrito iki 68 proc.).
Dél pH priklausomo skilimo, antioksidantai riig§tinéje aplinkoje (pH 5,5)
buvo atpalaiduojami 2,5 karto sparciau nei esant pH 7,4 (per 110 val.
i§siskyré 100 proc. kurkumino ir 75 proc. vitamino E). Toks laipsniskas
atpalaidavimas H/R salygomis PLGA-vit. E grup¢je gyvybinguma padi-
dino 26 proc., susitraukimo laikg sutrumpino nuo 0,2 s 0,1 s ir padidino
susitraukimy daznj iki 14 k./s.

PrieSingai, vaistinés melisos nanopuslelés (8 pg/ml dozé¢) normoksijos
salygomis slopino gyvybinguma bei kontrakcijas: susitraukimo laikg
prailgino 2 kartus, o daznj suretino 3 kartus (nuo 18 iki 6 k./s). Ta¢iau po
H/R pazeidimo $i dozé gyvybingumg padidino 30 proc., sutrumpino
bendra susitraukimo trukme 2,5 karto (nuo 0,3 s iki 0,12 s) ir padidino
susitraukimy daznj 2,5 karto (nuo 4 iki 10 k./s).
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PLGA nanodalelés (uzpildytos kurkuminu ir vitaminu E) stabilizavo
mitochondrijy kvépavimo funkcijg H/R salygomis. PLGA-vit. E grup¢je
bazinis kvépavimas padidéjo nuo 125 iki 185 pmol/min./mg baltymo,
maksimalus kvépavimas iSaugo nuo 290 iki 450 pmol/min./mg, laisvasis
kvépavimo pajégumas pakilo nuo 165 iki 265 pmol/min./mg, o su kvépa-
vimu susijusi ATP gamyba padidéjo nuo 60 iki 90 pmol/min./mg.

Tuo tarpu vaistinés melisos nanopislelés (esant 8 pg/ml dozei) H/R
salygomis statistiSkai reikSmingai (p < 0,05) slopino maksimaly mito-
chondrijy kvépavima (sumazino nuo 250 iki 150 pmol/min./mg baltymo)
bei su juo susieta ATP gamyba (nuo 55 iki 15 pmol/min./mg baltymo),
kas apribojo ROS gamyba. Tuo pat metu aktyvéjo glikolizé: uzlastelinio
rugstéjimo greitis (URG) padidéjo 2 kartus — nuo 50 iki 100 mpH/min./
0,02 mg baltymo (p < 0,01).
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PRAKTINES REKOMENDACILJOS

Remiantis atlikto tyrimo rezultatais, teikiamos Sios rekomendacijos:
Siekiant apsaugoti miokarda nuo reoksigenacijos sukelto oksidacinio
streso, rekomenduojama lipofilinius antioksidantus (vitaming E, kurku-
ming) vartoti inkapsuliuotus | polimerinius nesiklius (pvz., PLGA). Tai
leidzia kardiomiocituose saugiai pasiekti iki 10 pg/ml teraping koncent-
racija, kuri, Sio tyrimo duomenimis, biidama laisvos formos, sukelia
stipry citotoksinj poveikj (> 40 proc. sumazéjusi lasteliy metabolinj
aktyvuma).

Kuriant vaisty pristatymo sistemas kardiologijai, tikslinga naudoti pH
jautrius polimerus, kuriy degradacija paspartéja esant pH 5,5. Tai leidzia
uztikrinti selektyvy antioksidanty atpalaidavimg biitent iSemijos/hipok-
sijos pazeistose zonose — kur vystosi metaboliné acidozé — ir taip mini-
mizuoti sisteminj poveikj fiziologinio pH (7,4) audiniams.

Vertinant kardiomiocity apsaugos strategijas, rekomenduojama tirti MO
NP kaip priemone, sukeliancig laiking kardiomiocity bioenergijos slopi-
nima. Sis metodas gali biiti taikomas kaip prevenciné priemoné, lei-
dzianti sumazinti deguonies poreikj ir mitochondrijy ROS produkcija
kritiniu reoksigenacijos momentu.

Remiantis nustatytu MO NP poveikiu kardiomiocity bioenergetikai
(oksidacinio fosforilinimo slopinimu ir neigiamu chronotropiniu efektu),
siiloma tirti $iy nanopusleliy integracija | kardiopleginius bei organy
konservavimo tirpalus transplantologijoje. Tai galéty padéti apsaugoti
donorinj miokarda nuo energijos iSsekimo ir oksidacinés pazaidos
transportavimo bei operacijos metu.

Eksperimentiniuose ir ikiklinikiniuose tyrimuose su MO NP biutina
grieztai kontroliuoti dozavima ir nevirSyti 20 pg/ml (skaic¢iuojant pagal
pusleliy baltymg) koncentracijos, nes didesnés dozés pasizymi citotok-
siSkumu ir negriztamai sutrikdo bazinj kardiomiocity metabolinj akty-
vuma.

Planuojant ikiklinikinius tyrimus in vivo, rekomenduojama prioriteta
teikti PLGA-vit. E nanodaleliy intrakoronariniam skyrimui (pvz., prie$
atkuriant kraujotaka vainikingje arterijoje). Misy tyrime bitent S§is
derinys pademonstravo didZiausig potencialg stabilizuojant kardiomio-
city bioenergija (ATP gamyba ir laisvaji kvépavimo pajéguma) po
hipoksijos-reoksigenacijos pazaidos.
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REZULTATU APIBENDRINIMAS

Charakteristika PLGA-Cur PLGA-vit. E MO NP
Medziaga Hidrofobinis Hidrofobinis vitaminas | Nattralios augalinés
polifenolis i§ (antioksidantas) kilmés vezikulés su
ciberzolés polifenoliais (rozmarino
r. ir kt.) bei miRNR
Nesiklio tipas Sintetinis kopoli- | Sintetinis kopolimeras |Néra (pati nanopislelé

meras (PLGA)

(PLGA)

yra natiiralus lipidinis
nesiklis)

Optimali 10 pg/ml (PLGA |10 ug/ml (PLGA 8 ug/ml (pagal pisleliy
koncentracija formoje) formoje) baltyma)
Poveikis gyvy- ReikSmingai padi- | Didziausias efektas ReikSmingai padidino
bingumui (H/R) |dino (~20 proc.), (~26 proc. padidéji- (~30 proc.), taciau
efektyviau nei mas), visiskai neutra- | pasizymi siauru
laisva forma lizuotas laisvos formos | terapiniu langu
toksiSkumas
Poveikis Padidino bazinj ir | Stipriausiai atkairé Sumazino O: suvartoji-
mitochondrijy maksimaly kvépa- | ATP gamyba ir laisvajj | ma (DSG), bet kompen-
kvépavimui vima, atktré bio- | kvépavimo pajéguma |saciskai suaktyvino gli-
energijos funkcija kolize (padidéjo URG)
Poveikis ROS Reik$mingai Efektyviausiai neutra- | Sumazino (dél tikslingo
gamybai sumazino lizavo ROS produkcija | oksidacinio fosforilini-
(lipidy peroksidacijos | mo slopinimo)
prevencija)

Funkcinis povei-
kis (kontrakcijos)

Atkireé susitrauki-
mo parametrus

Stipriai pagerino,
reikSmingai sutrumpi-
no sistolés ir diastolés
trukme

Neigiamas chronotro-
pinis efektas — stipriai
sulétino susitraukimy
daznj

Sasajos su
literatiira

Atitinka [216, 344]
tyrimus (inkapsu-
liacija j polimerus

Papildo ir praplecia
[317] tyrimus jrodant
nanonesiklio biitinybe

Apsauginis mechaniz-
mas pagristas metaboli-
niu perprogramavimu,

reikSmingai didina | toksiniam pikui (TMP) | panasiu j Varburgo
efektyvuma) iSvengti efekta
Pagrindinis veiki- | Antioksidacinis, Membrany stabilizavi- | Mitochondrijy kvépa-
mo mechanizmas | mitochondrijy mas, tiesioginé lipidy | vimo slopinimas ir

membranos poten-
cialo palaikymas

peroksidacijos preven-
cija

peré¢jimas prie glikolizés

Galimas kliniki-
nis potencialas

Tiksliné terapija
esant dideliam
oksidaciniam
stresui

Uminé reperfuzijos
terapija mitochondrijy
membrany apsaugai
(pvz., PTVAA metu)

Organy apsauga per
metabolinj perprogra-
mavimga (deguonies
poreikio sumazinima)
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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].

We utilized a pH-sensitive PLGA nanoparticle system (developed at
Acibadem 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].

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].

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.

To assess how curcumin- and vitamin E-loaded nanoparticles and
Melissa officinalis nanovesicles affect cell viability and contractility
during H/R stress.

To determine the extent to which these synthetic and natural
nanocarriers preserve mitochondrial function following H/R injury.
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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 mm?, 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 um 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 (¢TnT) 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 pL. 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

. Source / .
Material / Reagent Manufacturer Location
PLGA (50:50, MM 100-125 kDa) Corbion Netherlands

Curcumin (Cur)

Sigma-Aldrich

St. Louis, MO, USA

Vitamin E (a-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 Paisley, UK
Technologies

Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco, Life Paisley, UK
Technologies

Trypsin-EDTA (2.5%) Gibco, Life Paisley, UK
Technologies

HBSS (without Ca?*/Mg?") Gibco, Life Paisley, UK
Technologies

ExoPLANT Lo Nanovesicle Isolation Kit Exolitus Kaunas, Lithuania

MitoSOX Red Superoxide Indicator Thermo Fisher Waltham, MA,
Scientific USA

Seahorse XFp Cell Mito Stress Test Kit Agilent Santa Clara, CA,
Technologies USA

Power SYBR™ Green PCR Master Mix

Thermo Fisher
Scientific

Vilnius, Lithuania

High-Capacity cDNA Reverse Transcription

Thermo Fisher

Vilnius, Lithuania

Kit Scientific

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 um 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% CO.,
93% N3z) 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% O; incubator for an additional
24 hours. Treatments — PLGA-curcumin (10 pg/mL), PLGA-vitamin E
(10 pg/mL), or Melissa officinalis extracellular vesicles (8 pg/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% Oz 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:

e Oligomycin (1.5 uM): Inhibits ATP synthase, allowing the calcu-

lation of ATP-linked respiration.
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e FCCP (2.0 uM): An uncoupling agent used to reach maximal respi-
ratory capacity and calculate the spare respiratory capacity.

e Antimycin A/ Rotenone (0.5 pM): Inhibitors of complexes I and I1I,
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
DMil). Then the videos were processed using the Myocyter plugin (Imagel
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-1B, NF-kB1). Primers showed in Table 2.
Pro-inflammatory cytokine concentrations (IL-6, TNF-a, 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 Gene name Biological function
symbol

1L-6 Interleukin 6 Pro-inflammatory cytokine, acute phase
response

CCLI C-X-C motif chemokine ligand 1 | Neutrophil chemoattractant (rat IL-8
analog)

IL-15 Interleukin 1 beta Potent pro-inflammatory mediator,
inflammasome marker

TNF Tumor necrosis factor alpha Primary inflammatory response initiator

NF-kBI |Nuclear factor kappa B subunit 1 | Master transcription factor for immune
response

GAPDH | Glyceraldehyde-3-phosphate Endogenous control (housekeeping gene)

dehydrogenase
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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% O 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
(Ca?") 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.

107



"(3593-1 s JuapIS) 100°0 > d wesese ‘TO°0 > d sex S0°0 > d 4 :90UBOYIUSIS [RONSHRIS (€ = U) (IS F UBSW Sk pajuasald
a1e synsay “(urejoxd Swurwyjowd) Juejuod urejoid Je[n][oo (810} 03 POZIJRWIOU dIoM BIEp YOO [V "(IDO) uondwnsuod uo3Axo poyull-d 1V
pasea1oop pue ‘uonjerrdsar jewrxew paysmurwp ‘Ayoedes Arojendsar areds Jo ssof [e103 ‘uoneridsar [eseq poonpal AuediyiudIs Aq paoUIPIAd
‘uoneadsal [eLIpUOYd0IIW JO uoIssarddns oruaIsAs & ur pajynsal Jnsur J/H 1591, ssans oA d ¥ asioyeas a3 ursn guriyold onegisusorg (q)
"uoneuaSAX00I-1s0d SSOIS OANEPIXO UL 9SEoIoul padJew e Junedipul ‘A)isuojul ooudosaIon[y poy XOSOMIN Aq psynuenb ‘uononpoid
(SOY) so10ads ua3AX0 9A130BAI [RLIPUOYIOIA (D) "SuoIeInp OIjoISeIp pue d1j03sAs po3uojoid pue ‘Aouonbaiy peonpar ‘sawin) jeaq paseaIoul
Aq pozuojoeIRyd  JUruunls o[ioenuod,, Sunensuowop ‘uidnid 101A004JN oy} elA pazA[eue sidjoweled o[noenuoo/euonouny (g) dnoid
M/H 2y} ur duloop juedijiugis e Juimoys ‘Aesse onjgoisald oy) Aq paurtLIaop se AjAnoe o1j0qedjA (V) 's[onuod (N) srxowtou 0) paredwod
uoNBUISAX03I JO [ 47 pue (¢ ¢,7) erxodAy Jo [ g Surmoq[oy Amlur 9)A00AwoIpIes Jo Juawssasse oLjoweled-ninu ay) sajensnyl 213y oy J,

§210004101p.v2 J0.4 Lapwired ur jppout (/H) :ehctm@osmk-cwkc%@ 0&.3 u1 ayj Jo uoyvpyv ‘g ‘St

4H N 4H N 4H N 4H N =
0 0 0 0 0 =
o o 00l o o = S
ot (o[04 bA
- 3 -3 007 5 % S 5% 05 29
08 g% 00y g5 00¢ 8% T 2=
B 3 B 3 v 83 0oL g 3 0oL Z <
0zl 58 09 S8 ool 4t 58 <9
=3 =3 =3 osL — 3§ 05t 24
* ooL 3 . oog 3 09 @ 3 <2
00¢ oool *HE 00 00¢ = 0oc¢ m
uonesidsal Ayoeded uoneudsal
uondnpoud 41y |ewixe Klojelidsal aledg |eseg
Ayanoe jeppuoyouiy @ uonpnpoid SO D
4H N . 4H N . 4H N . 4H N 4H N . 4H N

00 000 000 0 00 0
1'o 200 00 z E [40) oc 52
7 7 > 7 25
0w ¥00 R ¥00 R v o 70 & o 33
* o () ) 8 ) 2.
€0 " 900 3 900 3 9 3 EE 90 3 09 < B
" n .m. w \M 3
0 800 800 o 8 80 08 &3

S0 oLo 5 oLo oL o'l 00l
*%
awiy yead awiy sjoiselq w1} 9]03sAS Kouanbai4 sawl} yeag

uoduny2> g  Anandedijoqersiy v

108



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, Cxcll, and IL-18 (Fig. 3). Especial-
ly, IL-1P 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-a 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.
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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
targeted nanocarriers (PLGA and MO EV) must be specifically oriented
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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

Total drug
Particle size Surface concent- | Drug EE RhB concent-
NPs PDI . ration
(nm) charge (mV)| ration (%) (ng/mL)
(ng/ml)
PLGA 219.5+12.3(0.186|-7.11 £ 1.79 — _ _

PLGA-Cur |2314+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 (a-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 pg/mL dose of free Vitamin E or curcumin caused
a40-50% 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 ng/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 pg/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 Ca?* 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.

115



A Viability B Contraction time C Rate

%
KX 2R

: X 1 *X%
1509 — 057 Lx 81 =
e ’ ]_l
°F [ ' 0.4 " 6
@ > 1004 3 T 7
e e 0.31 H
g g g 4
55 oo § 0.21 g |
= w = 2
T £ 0.1
0- 0.0- 0-
N Q Q > Q »
Oo’ég@(’oc,&(?&\ Q\’OY«\{;‘\ 06“00*6 NORS S Q\’({o‘\
C O* ~AX NS o L X %
(@] O X 3 s S X
NS Qv W N N\ N
o < Q < Q R
D Systole time E Diastole time F Peak time
*¥¥¥ *¥%
0.15+ 0.15 1 * 0.20
P I*-x-* ° 0.15
3 5 0.101 5
S S S 0.10
] o S 005
3 & 0.054 3
0.
0.00- 00
> & b O O (A ORI
(/& Q\’:,(,& (/0(’\\" X(’\)‘ ch& (/0(% x(’& Qf(})‘
Q@g Q\zc> 0®% Q\/Q> OQ% Q\«b

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,
*EXE p <0.0001 (ANOVA with LSD post-hoc test).

116



A Viability B Contractiontime  C Rate
KEX¥
I 1
*¥ KKK
3;@ 1507 —— [ -
c<S ) °
g2 100 2 5
[T} <] ]
= C g 7]
£5 5 % 2
L o=
TS 09 0 (o O
WS IIABN CIIE
(/O&QQX\.\{& \,.<<’ /YT
O 0% X
oHE RE
D Systole time E Diastole time F Peak time
HKeKeK
1
[ X ) *¥¥ *¥¥
— 1
* *¥¥ *¥%
— — 1
*¥ *% *¥¥ X¥¥¥ * ¥ X%X¥
0.06 ! 0.08; T L 0.15 U
3 0.04 g 000 3 010
S S 0.04 S
3 0.02 s 0.02 3 0.05
0.00 0.00 0.00
AT AT AN
SURINCER SURZNEA SRR
SR N S e St e
\ed ol \ed
o@“) Q\’b o@“) Q\/O O®% Q\/(9

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 Ca*" 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 (e).
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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 (e) 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 (e) 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.
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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 x 10'2 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 x 10'2 particles/mL
and corresponded to a total protein concentration of 372.28 + 47.26 pg/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 pg/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 pg/mL (based on total vesicle protein) had
no negative effect on viability and were accompanied by a slight increase in
metabolic activity. At 20 pg/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 pg/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 pg/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 pg/ml concentration, while a cytotoxic effect is
observed at 20 pg/mL. (B-F) Assessment of cardiomyocyte contractile performance after
H-R insult using the optimal 8 pg/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
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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 pg/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
reprogramming.

One of the key observations in this study was the metabolic shift asso-
ciated with MO nanovesicles during H/R injury (Fig. 15). Real-time bioener-
getic analysis using the Seahorse XFp system showed that MO NVs reduced

125



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 ug/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, Cxcll by 2.6-fold, and IL-1B 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-1P from 0.5 to 1.5 pg/mL, IL-6 from 1.0 to 7.0 pg/mL, and
TNF-a from 0.01 to 0.2 pg/mL (for comparison, in the isolated H/R
model, TNF-a levels increased only from 0.9 to 1.4 pg/mL).

The PLGA carrier enabled the safe intracellular delivery of antioxidants
at a concentration of 10 pg/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 pg/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).

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 pg/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

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 pg/mL in cardiomyocytes, which
would otherwise be cytotoxic (> 40% reduction in metabolic activity) in
free form.

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.

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.

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.

However, dosing must be strictly controlled. Preclinical data indicates
that MO nanovesicle protein concentrations above 20 pg/mL irreversibly
impair baseline cardiomyocyte metabolism.

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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et al. pH-responsive PLGA nanoparticles enable sustained curcumin
release and preserve mitochondrial bioenergetics in cardiomyocytes. J
Drug Deliv Sci Technol. 2026;118:108075.

2. Keturakis V, Narauskaité D, Balion Z, Gecys D, Kulkoviené G, Kairyte
M, et al. The effect of SARS-CoV-2 spike protein RBD-epitope on
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cardiomyocytes subjected to hypoxia and reoxygenation. Int J Mol Sci.
2023;24(23):16554. doi: 10.3390/ijms242316554.

Other publications

1. Aitaliyev S, Rumbinaité E, Jurenas M, Ceponiené I, Keturakis V, et al.
Histologically validated myocardial fibrosis in relation to left ventricular
geometry and its function in aortic stenosis. Medicina (Kaunas).
2024;60(4):667. doi: 10.3390/medicina60040667.

2. Kuprytée M, Lesauskaité V, Keturakis V, et al. Remodeling of cardio-
myocytes: study of morphological cellular changes preceding sympto-
matic ischemic heart failure. Int J Mol Sci. 2023;24(19):14557. doi:
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Participation in scientific conferences

2025 European Meeting on Glial Cells in Health and Disease;
International Health Sciences Conference; Health for
All; Open Readings.

2024 World Congress on Targeting Extracellular Vesicles;
Lithuanian Neuroscience Association Conference.

2015—present Participation in national and international conferences in
cardiology and cardiac surgery.

Professional development

2021 Cardiovascular anastomosis skills training
2019 Salzburg Cardiac Surgery Seminar, Austria
2018 Salzburg Cardiac Surgery Seminar, Austria

Additional information

The doctoral dissertation is based on two first-author publications focusing
on nanoparticle-based cardioprotection and SARS-CoV-2-related cardio-
myocyte dysfunction. Both publications are in peer-reviewed international
journals indexed in Web of Science databases.
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S1 pav. Kurkumino kalibravimo kreivé
nustatyta LC-MS/MS metodu

Grafike pavaizduotas prietaiso atsako priklausomumas nuo kurkumino koncentracijos
(0—10 000 ng/ml). Naudotas pirmo laipsnio logaritminis priartinimas, uZtikrinantis auksta
koreliacijos koeficientg (R? = 0,998). Rodyklé nurodo vieng i§ standartiniy matavimo tasky.
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82 pav. Vitamino E (a-tokoferolio) kalibravimo kreivé
nustatyta LC-MS/MS metodu

Pavaizduota tiesin¢ priklausomybé tarp prietaiso atsako ir vitamino E koncentracijos
(0-1000 ng/ml). Nustatytas aukstas duomeny patikimumas (R? = 0,9799). Kreivé naudota
tiksliam vitamino E kiekiui nanodalelése ir jo atpalaidavimo kinetikai apskaiciuoti.

153



0.6000

0.5000
y = 0.0005x + 0.0096y

R?=0.9885

0.4000

0.3000

0.2000

0.1000

Fluorescence intensity

0.0000
0 200 400 600 800 1000 1200

-0.1000
Concentration (ppm)

83 pav. Rodamino B (RhB) kalibravimo kreivé

Tiesiné fluorescencijos intensyvumo priklausomybé nuo RhB koncentracijos (ppm). Lygtis
y =0,0005x + 0,0096y ir determinacijos koeficientas R? = 0,9885 naudoti kiekybiniam RhB
konjugato vertinimui nanodalelése.

84 pav. PLGA-RhB nanodaleliy internalizacija kardiomiocituose

Fluorescencinés mikroskopijos vaizdas po 24 valandy inkubacijos. Mélyna spalva (Hoechst
33342) zymi lgstelés branduolj, raudona spalva — su Rodaminu B konjuguotas PLGA
nanodaleles. Matoma ryski nanodaleliy akumuliacija citoplazmoje bei perinukleariniame
regione.
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Kardiomiocitai Kitos Igstelés

S5 pav. Pirminés kardiomiocity kultiiros sudeétis

Histograma atspindi santykinj lasteliy pasiskirstyma iSskirtoje kultiiroje pagal Troponino T
(cTnT) zymens raiska. Kardiomiocitai sudaro 84,3 + 5,2 proc. visos populiacijos, likusig dalj
sudaro kitos lastelés (fibroblastai bei endotelio Igstelés).
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PADEKA

Pirmiausia nuoSirdZiai dékoju savo darbo vadovui prof. habil. dr. Riman-
tui Beneciui uz nejkainojamag pagalbg, nuolatinj palaikyma ir vertingas jzval-
gas per visg doktorantiiros laikotarpi.

Taip pat reiSkiu nuoSirdzig padéka savo konsultantams: dr. Aistei
Jekabsonei bei prof. habil. dr. Vaivai Lesauskaitei uz profesionalias konsul-
tacijas, mokslines diskusijas, vertingus patarimus ir kantryb¢ planuojant bei
vykdant tyrimus.

Dékoju Turkijos mokslininkei assoc. prof. Ozgul Gok-Ozatay uz bendra-
darbiavimg ir vertingas jzvalgas.

Esu dékingas savo laboratorijos kolegoms — dr. Zbignev Balion,
Deimantei Puzinovei, Inetai Zukauskaitei, Deimantei Kulakauskienei — uZ
bendradarbiavima, pagalbg ir draugiska atmosferg darbo metu.

Deékoju studentams, kurie prisijungé ir pad¢jo — ypa¢ Mildai Kairytei,
taip pat Ernestai Pilnikovaitei, Daniel Benyamin, Ernui Zveaghin.

Nuosirdziai dékoju Vaistiniy medziagy ikiklinikiniy tyrimy laboratorijos
vadovui prof. Edgarui StankeviCiui uz suteiktas galimybes vykdyti moksli-
nius tyrimus ir palaikyma.

Esu dékingas Sirdies chirurgijos skyriaus kolegoms uz palaikyma,
supratimg ir pagalbg kasdien¢je profesingje veikloje.

Didziausig padéka skiriu savo Seimai — uz begalinj palaikyma, kantrybe
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