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SAVOKOS

Aktyviis deguonies junginiai (ADJ) — aktyvios, trumpaamzés deguo-
nies turin¢ios molekulés ir radikalai, lastelése susidarantys fiziologinémis ir
patofiziologinémis saglygomis, taciau jy pertekliné gamyba ar nepakankamas
neutralizavimas sukelia oksidacinj stresg, kuris lemia uzdegimg ir audiniy
pazeidima.

Arachidono riigstis — polinesoCioji -6 riebaly riigstis, esanti lasteliy
membrany fosfolipiduose ir veikianti kaip pagrindinis substratas uzdegimo
bei kraujagysliy funkcija reguliuojanciy eikozanoidy biosintezei.

Aterosklerozé — létine, progresuojanti arterijy sieny liga, kuriai biidinga
endotelio disfunkcija, lipoproteiny kaupimasis intimoje, uzdegiminiy lasteliy
infiltracija ir aterominés plokstelés, dengtos jungiamojo audinio sluoksniu,
formavimasis.

Endotelio disfunkcija — sutrikusi vidinio kraujagysliy sluoksnio funkci-
ja, kai sumazéja azoto oksido gamyba, sutrinka kraujagysliy tonuso, uzde-
gimo ir kraujo kreséjimo reguliacija, o kraujagyslés tampa maZziau atsparios
zalingiems veiksniams ir aterosklerozei.

ISeminé Sirdies liga — klinikinis sindromas, atsirandantis dél nepakanka-
mos vainikiniy arterijy perfuzijos, sukeliantis iSemijg ir su ja susijusius
struktiirinius bei funkcinius miokardo pakitimus.

Renino-angiotenzino sistema (RAS) — organizmo reguliaciné sistema,
koordinuojanti kraujospiidzio, skysciy ir elektrolity pusiausvyra bei krauja-
gysliy tonusa, veikiant angiotenzino peptidams.

Stabili kriitinés angina — prognozuojamo intensyvumo ir daznio kriiti-
nés skausmo ar diskomforto epizodai, kurie pasireiskia fizinio ar emocinio
kriivio metu dé¢l pastovaus, hemodinamiskai reikSmingo vainikiniy arterijy
spindZio susiauré¢jimo.

Trombocity agregacija — procesas, kurio metu aktyvuoti trombocitai
tarpusavyje jungiasi, inicijuodami trombo formavimasi.

Uminis koronarinis sindromas — iimi, gyvybei pavojinga klinikiniy
bukliy grupé, apimanti nestabilig krutinés anging ir miokardo infarkta, kuri
i8sivysto d¢l staiga sumazéjusios vainikings arterijos perfuzijos, dazniausiai
nulemtos aterosklerozinés plokstelés plySimo, trombo formavimosi ir imaus
kraujagyslés spindzio susiauré¢jimo, sukelian¢io miokardo iSemija.
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IVADAS

Iseminé Sirdies liga (ISL), Pasaulio sveikatos organizacijos (PSO) verti-
nimu, yra viena dazniausiy létiniy neinfekciniy ligy ir sudaro didZiausia
sergamumo ir mirtingumo dalj $irdies ir kraujagysliy ligy (SKL) grupéje tiek
pasaulio, tiek ir Europos mastu [1]. Nepaisant reik§mingos pazangos ISL
prevencijos ir gydymo srityje, epidemiologiniai rodikliai rodo, kad Lietuva
patenka tarp Europos valstybiy, kurioms biidingas itin didelis vainikiniy
arterijy ligos ir ISL paplitimas bei mirtingumas [2, 3]. ISL klinikin¢ i$raiska
yra heterogeniS$ka — apima létinius ir @iminius iSeminius sindromus [4].
Létiniai iSeminiai sindromai siejami su ilgalaikiais, santykinai stabiliais
miokardo perfuzijos sutrikimais, o iminiai — su staigiais vainikiniy arterijy
(VA) okliuzijos ivykiais, dazniausiai nulemtais aterosklerozinés plokstelés
plySimo ir trombozés. D¢l Sios priezasties vis daugiau démesio skiriama
molekuliniy ir biocheminiy Zymeny paieskai, kurie galéty padeéti tiksliau
vertinti ligos eiga, prognozuoti klinikines baigtis ir individualizuoti gydyma.

ISL patogenezé yra daugialypé ir apima tarpusavyje susijusius hemodi-
naminius, uzdegiminius, oksidacinius ir trombozinius mechanizmus. Pasta-
ryjy deSimtmeciy eksperimentiniy ir klinikiniy tyrimy duomenys rodo, jog
epikardiniy VA ar net smulkiyjy kraujagysliy endotelio funkcijos sutrikimas
yra svarbus ISL patogenezés veiksnys [5—7]. Si biklé, vadinama endotelio
disfunkcija (ED), yra apibiidinama kaip endotelio 1asteliy funkcinés homeo-
stazés pazeidimas, lemiantis pakitusj kraujagysliy biologinj atsakg j fiziolo-
ginius ir patologinius veiksnius. ED pasiZymi pakitusia kraujagysles plecian-
¢iy ir sutraukianCiy veiksniy pusiausvyra, padidéjusiu oksidaciniu stresu,
uzdegiminiy signaliniy keliy aktyvumu bei kraujagysliy pralaidumo regulia-
cijos poky¢iais [8]. Sie tarpusavyje susij¢ procesai sudaro palankias salygas
aterosklerozés progresavimui, prisideda prie vainikinés mikrocirkuliacijos
funkciniy sutrikimy ir lemia miokardo perfuzijos nepakankamuma, kuris
kliniskai pasireiSkia iSemijos sindromu. ED vertinama kaip vienas anksty-
viausiy Sirdies ir kraujagysliy sistemos funkcijos sutrikimo pozymiy. Sutrikus
endotelio funkcijai, smulkiosios kraujagyslés praranda gebéjima adekvaciai
iSsiplésti padidéjus miokardo metaboliniams poreikiams. Epikardiniy VA
lygmeniu ED yra ankstyvas kraujagysliy sienos funkcinis pazeidimas, pasi-
reiSkiantis dar prie§ susiformuojant struktiiriniams ateroskleroziniams pakiti-
mams [9]. Dél Sios priezasties endotelio funkcijos nustatymas ir jvertinimas
gali biti naudinga priemoné ISL rizikos bei ateroprotekcinio gydymo
vertinimui. Nors endotelio funkcijos vertinimas klinikinéje praktikoje islieka
metodiskai sudétingas, vis daugiau démesio skiriama molekuliniams ir bio-
cheminiams rodikliams, atspindintiems endotelio aktyvacijg ir uzdegiming
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bukle. Kraujyje cirkuliuojantys biozymenys ir endotelio lasteliy signaliniy
keliy poky¢iai leidZia netiesiogiai vertinti endotelio funkcija bei farmakote-
rapijos poveikj, ypac tiriant vaisty poveikj uzdegimo ir kraujagysliy funkcijos
reguliacijai [10].

Vienas svarbiausiy biologiniy reguliaciniy mechanizmy, tiesiogiai daly-
vaujanciy endotelio funkcijos reguliacijoje, yra renino-angiotenzino sistema
(RAS). Si sistema dalyvauja kraujagysliy tonuso, uzdegiminiy procesy ir
endotelio homeostazés kontrol¢je [11]. RAS komponenty disbalansas sieja-
mas su ED vystymusi, aterosklerozés progresavimu bei nepalankiais kliniki-
niais ISL baigties rodikliais. Todél Sios sistemos farmakologinis slopinimas
angiotenzing konvertuojanc¢io fermento inhibitoriais (AKFi) ar angiotenzino
IT receptoriy blokatoriais (ARB) pripaZjstamas svarbia ateroprotekcinio
gydymo dalimi [12—-14]. Pastaraisiais metais vis didesnio démesio sulaukia ir
alternatyvioji RAS asis, susijusi su angiotenzing konvertuojanciu fermentu 2
(ACE2). Tyrimai su selektyviais ACE2 inhibitoriais suteikia galimybe deta-
liau jvertinti Sios sistemos poveikj endotelio funkcijai molekuliniu lygmeniu.
Sisteminés hemodinamikos ir RAS aktyvumo kontroléje aktyviai dalyvauja
inkstai, tad inksty lasteliy modeliai taip pat gali buti svarbis vertinant
sisteminius kraujagysliy funkcijos sutrikimus. Greta RAS, kraujagysliy
homeostazei palaikyti taip pat svarbus ir CYP4F2-20-hidroksieikozatetraeno
rugsties (20-HETE)-GPR?7S signalinis kelias, susijes su kraujagysliy uzdegi-
mo ir trombogenezes reguliacija [15]. Naujausi tyrimai rodo, kad antitrombo-
citiniai vaistai (antiagregantai) gali netiesiogiai veikti CYP4F2 aktyvuma ir
daryti pleotropinj poveikj endotelio funkcijai, neapsiribojant vien hemostazés
slopinimu [16]. Taigi, RAS ir CYP4F2-20-HETE-GPR75 aSiy saveika gali
biiti svarbi aiSkinant tiek kraujagysliy pazaidos mechanizmus, tiek individua-
lius pacienty atsako j gydyma vaistais skirtumus.

Nors pagal Europos kardiology draugijos gaires RAS inhibitoriai ar
antitrombocitiniai vaistai yra standartiné ISL gydymo dalis, klinikingje prak-
tikoje stebimas reikSmingas terapinio atsako kintamumas. Pacienty atsako 1}
miniai mechanizmai, tokie kaip fermenty transkripciné reguliacija, epigene-
tiniai procesai ar uzdegiminés mikroaplinkos poveikis fermenty aktyvumui.
Siekiant sustiprinti farmakologinj atsaka molekuliniu lygmeniu, aktyviai
ieSkoma Sio atsako reguliavimo biidy. Eksperimentiniuose modeliuose tiria-
mi nefarmakologiniai biologinio atsako moduliavimo btidai. Vienas i§ jy —
zemo daznio ultragarsas (UG), kuris gali veikti Iasteliy membrany pralai-
duma, signaliniy keliy aktyvumg ir geny raiska, taip potencialiai sustiprinda-
mas farmakologiniy junginiy poveikj bei keisdamas lasteliy funkcijas. Todél
RAS, CYP4F2-20-HETE-GPR75 signalinio kelio ir endotelio funkcijos
tarpusavio sgveikos tyrimas yra svarbus siekiant geriau suprasti terapinio
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atsako kintamumag ir nustatyti naujus ateroprotekcinés terapijos Zymenis bei
taikinius.

Siame tyrime atlikti eksperimentiniai in vitro tyrimai su Igsteliy kultii-
romis, kuriy metu buvo siekiama jvertinti RAS ir eikozanoidy metabolizmo
saveikg molekuliniu lygmeniu. Ypatingas démesys skirtas CYP4F2-20-
HETE metabolinei aSiai, analizuojant jos reguliacijos pokycius, kuriuos
lemia RAS inhibitoriai, antikoaguliantai ir antiagregantai. Endotelio, inksty
ir kepeny lastelése buvo vertintas farmakologiniy junginiy (kaptoprilio, losar-
tano, MLN-4760) poveikis geny ir baltymy raiskai, signaliniy keliy aktyvu-
mui bei funkciniams lasteliy atsako parametrams. Papildomai in vitro tyri-
muose taikytas Zemo daznio ir intensyvumo UG, siekiant jvertinti, ar $is fizi-
kinis veiksnys gali keisti vaisty biologinj aktyvuma ir sustiprinti jy poveiki
lasteliy signaliniams mechanizmams. Lasteliy kultiirose nustatyti su RAS ir
CYP4F2-20-HETE keliu susij¢ biozymenys ir jvertinti jy pokyciai, o véliau
$iy biozymeny poky¢iai buvo analizuoti ir ISL sirgusiy pacienty, gydyty RAS
inhibitoriais, kraujo plazmoje. Skirtingose ISL pasireiskimo formose anali-
zuotos Siy biozymeny sgsajos su klinikinémis charakteristikomis ir laborato-
riniy tyrimy parametrais. Toks lasteliy kulttry ir klinikiniy duomeny vertini-
mas sudaré prielaidas sistemiskai jvertinti RAS ir CYP4F2-20-HETE kelio
reik§me ISL patogenezéje bei ju, kaip galimy farmakologinio poveikio taiki-
niy, reik§me sergant ISL.

Hipotezés:

1. RAS inhibitoriy poveikis endotelio, inksty ir kepeny Iasteliy
funkcijai gali biiti susijes ne tik su klasikiniu RAS slopinimu, bet ir
su CYP4F2-20-HETE-GPR75 signalinio kelio moduliacija,
lemiancia uzdegimo, oksidacinio streso ir metaboliniy procesy
pokyc¢ius.

2. Zemo daznio UG, taikomas kartu su AKFi ar ARB, gali sustiprinti
Siy vaisty biologinj poveikj lasteliy kultiirose, veikdamas funkcinius
lasteliy atsako parametrus, signaliniy keliy aktyvuma ir geny raiska.

3. RAS-ACE2 ir CYP4F2-20-HETE-GPR?7S signaliniy asiy pusiau-
svyros poky¢iai gali biti susije su ISL klinikinés eigos heterogenis-
kumu bei prisidéti prie ligos progresavimo j iimines formas.

Darbo tikslas

IStirti renino-angiotenzino sistemos inhibitoriy, Zzemo daznio ultragarso
ir CYP4F2-20-HETE-GPR?75 asies moduliacijos poveikj endotelio, inksty ir
kepeny lasteliy funkcijai bei jvertinti su RAS-ACE?2 ir eikozanoidy meta-
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bolizmu susijusiy biozymeny klinikine reikSme iSemine Sirdies liga serganciy
ir sveiky asmeny grupése.

UZdaviniai:

1. Ivertinti antikoagulianty ir antiagreganty poveikj CYP4F2 geno ir
baltymo raiskai endotelio lgsteliy kulttrose.

2. Jvertinti AKFi, ARB ir ACE2 inhibitoriaus MLN-4760 poveikj
endotelio, inksty ir kepeny lasteliy funkciniams rodikliams, RAS,
eikozanoidy metabolizmo ir uzdegimo geny raiSkai bei 20-HETE
aktyvumui.

3. Ivertinti Zemo daZnio ultragarso, taikomo kartu su AKFi ir ARB, po-
veiki endotelio ir inksty Igsteliy funkciniams rodikliams bei RAS,
eikozanoidy metabolizmo ir uzdegimo geny raiskai.

4. Ivertinti 20-HETE ir 19(R)-HETE poveiki endotelio, inksty ir
kepeny lasteliy metaboliniam aktyvumui bei GPR75 receptoriaus
raiskai.

5. Istirti ISL serganéiy ir RAS inhibitoriais gydyty pacienty kraujo
plazmos ACE2 ir 20-HETE koncentracijas, jvertinti CYP4F2 geneti-
niy varianty itakg 20-HETE koncentracijai bei $iy biozymeny
sasajas su trombocity funkcija, klinikine ISL forma ir vainikiniy
arterijy pazeidimo pobiidziu.

Darbo mokslinis naujumas

Iki Siol ISL patogenezés ir jos gydymo atsako kintamumo tyrimuose
daugiausia démesio buvo skiriama klasikiniams hemodinaminiams ir trombo-
genez¢és mechanizmams. Taciau tarpusavyje susijusiy reguliaciniy sistemy —
RAS ir CYP4F2-20-HETE-GPR75 signalinio kelio — sgveika ED ir ISL
vystymesi néra pakankamai itirta. Siame darbe pirma kartg istirta, kaip
terapine RAS moduliacija ir hemostazg veikiantys vaistai kei¢ia CYP4F2—
20-HETE—-GPR?75 aSies aktyvuma, uzdegimo Zymenis ir funkcinius lasteliy
atsako parametrus ne tik endotelio, bet ir inksty bei kepeny lasteliy mode-
liuose. Nustatyta, kad rivaroksabanas, tiesioginis aktyvuoto X kre$¢jimo
veiksnio inhibitorius, ir antiagregantas tikagreloras reikSmingai slopina
CYP4F?2 raiska endotelio lastelése, ir tai leidzia CYP4F2 jvardyti kaip su
uzdegimu ir eikozanoidy metabolizmu susijusi molekulinj Zymenj. Pirma
kartg vieno tyrimo metu palygintas AKFi (kaptoprilio), ARB (losartano) ir
ACE2 inhibitoriaus (MLN-4760) poveikis RAS sistemos dalims ir CYP4F2—
20-HETE-GPR75 aSiai skirtingy tipy lastelése. Nustatyta, kad endotelio
lastelése kaptoprilis mazina 20-HETE aktyvuma, losartanas slopina CYP4F2
raiSkg, o MLN-4760 didina 20-HETE aktyvumg ir GPR75 raiska, taip
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patvirtindami alternatyvios RAS asies reikSme lasteliy homeostazeje. Inksty
lasteliy kultiirose stebétas analogiskas poveikio pobudis — losartanas slopino
CYP4F?2 raiska, o MLN-4760 didino GPR75 raiska.

Siame darbe taip pat pateikiami nauji duomenys apie sinergine Zemo
daznio UG ir RAS inhibitoriy sgveika endotelio ir inksty Igsteliy kultiiry
modeliuose. Nustatyta, kad Zemo daznio UG geba sustiprinti RAS inhibitoriy
biologinj poveikj, keisdamas CYP4F?2 raiska ir funkcinius Igsteliy atsako
rodiklius. Gauti rezultatai pirma kartg patvirtino sinerginj farmakologings ir
fizikinés RAS reguliacijos potencialg.

In vitro modelivose nustatyti RAS—-ACE2 ir CYP4F2-20-HETE asiy
poky¢iai buvo jvertinti ISL serganéiy ir RAS inhibitoriais gydyty pacienty
grupéje, atsizvelgiant j ISL klinikines formas bei taikoma farmakoterapija.
Atskleista, kad ACE2 ir 20-HETE koncentracijos yra susijusios su ISL klini-
kinémis formomis, o 20-HETE pasizymi didesne diagnostine verte diferenci-
juojant stabilias ir imines biikles. Sie rezultatai i§ple¢ia suvokima apie RAS
ir eikozanoidy metabolizmo saveika bei jy vaidmenj ISL patogenezéje,
pabréziant $iy molekuliniy asiy potencialg kaip biozymeny ir galimy taikiniy
personalizuojant ISL diagnostika ir gydyma.

Darbo praktiné reik§mé

In vitro tyrimy rezultatai parod¢, kad Zzemo daznio UG gali sustiprinti
RAS inhibitoriy poveiki endotelio ir inksty Igsteliy funkcijai, veikdamas su
RAS ir eikozanoidy metabolizmu susijusius signalinius mechanizmus,
iskaitant CYP4F2 raiSka ir funkcinius lasteliy atsako parametrus (lasteliy
migracija, NO susidaryma). Klinikingje praktikoje RAS inhibitoriy veiksmin-
gumas neretai iSlieka nevienodas, o papildomos priemonés jy biologiniam
poveikiui stiprinti $iuo metu néra taikomos. Tai pagrindzia tolesniy klinikiniy
tyrimy poreikj, vertinantj Zemo daznio UG kaip galimg neinvazing priemon¢
farmakoterapijos veiksmingumui didinti sergant ISL.

Tyrimy su pacienty klinikine medziaga metu nustatytos ACE2 ir 20-
HETE koncentracijy sasajos su ADF indukuota trombocity agregacija,
vartojamy RAS inhibitoriy tipu ir VA pazeidimo laipsniu rodo $iy bioZymeny
potencialg vertinant trombozinj aktyvuma ir endotelio funkcijos biikle sergant
ISL. Siy kraujo biozymeny jtraukimas j klinikinj vertinimg galéty padéti
tiksliau jvertinti gydymo RAS inhibitoriais biologinj poveik] ir pagristi labiau
individualizuota terapiniy sprendimy priémimga sergant ISL.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. ISeminés Sirdies ligos epidemiologija ir patogenezé

Sirdies ir kraujagysliy ligos (SKL) yra pagrindiné sergamumo ir mirtin-
gumo priezastis Vakary visuomenése, nepaisant reikSmingos pazangos diag-
nostikos, gydymo ir prevencijos srityse. Kasmet pasaulyje nuo SKL mirsta
apie 19,8 mIn. Zmoniy [17]. Europos Sajungoje (ES) 2022 m. nuo SKL miré
1,68 mln. Zmoniy — tai sudar¢ 32,7 proc. visy mir¢iy [3]. Eurostat duomeni-
mis, Lietuvoje mirtingumo rodikliai nuo SKL yra vieni didZiausiy ES.
2024 m. Higienos instituto duomenimis, Lietuvoje SKL sudaré daugiau kaip
puse visy mirties priezasciy (50,8 proc.), dvigubai vir§ijant mir¢iy nuo
piktybiniy naviky skai¢iy (21,5 proc.) [18]. Tarp SKL didziausia kliniking
reik§me turi i§eminé §irdies liga (ISL), lemianti 59,7 proc. miréiy Sioje ligy
grupéje [18]. Siekiant sumazinti sergamumg ir mirtinguma nuo ISL, batina
detaliai nagrinéti jos patogeneze ir nustatyti veiksnius bei bioZymenis,
svarbius ne tik ankstyvai ligos diagnostikai ir rizikos jvertinimui, bet ir
personalizuoto gydymo parinkimui.

ISL apima tiek létinius (stabili kriitinés angina), tick iminius miokardo
iSemijos sindromus (UKS) — nestabilig kriitinés anging, timinj miokardo in-
farkta. Si biiklé pasireiskia miokardo iSemija, kuri atsiranda sutrikus vainiki-
niy arterijy (VA) kraujotakai ir nepakankamai apripinant Sirdies audinius
arteriniu krauju. Dazniausia ISL priezastis yra aterosklerozés sukelta vaini-
kiniy arterijy liga (VAL) — VA aterosklerozinés kilmés stenozées, ribojancios
miokardo perfuzija ir sukelian¢ios iSemija. Siy pakitimy pradzia yra siejama
su endotelio funkcijos sutrikimais — endotelio disfunkcija (ED) laikytina
ankstyviausiu aterogenezés etapu. Tai bukle, kai pazeidziama endotelio
lasteliy funkciné homeostaze, lemianti pakitusj kraujagysliy biologinj atsaka
1 hemodinaminius ir biocheminius dirgiklius.
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Sutrikus endotelio barjerinei ir reguliacinei funkcijai, didéja kraujagysliy
sienos pralaidumas, maz¢ja azoto monoksido (NO) biologinis priecinamumas,
suaktyvéja adhezijos molekuliy ir chemokiny raiska (1.1.1 pav.). Sie patofi-
ziologiniai pokyciai skatina mazo tankio lipoproteiny (MTL) cholesterolio
kaupimasi arterijos intimoje ir monocity adhezija prie aktyvuoto endotelio.
Tai yra pagrindinis VAL patogenezés mechanizmas. Intimoje MTL, veikiami
aktyviy deguonies junginiy (ADJ, angl. reactive oxygen species, ROS) bei
lipoksigenaziy, yra oksiduojami. Vyksta létin¢ uzdegiminé reakcija — oksi-
duoti MTL skatina monocity migracija per endoteli ir jy diferenciacijg i
makrofagus. Pastarieji, fagocituodami oksiduotus MTL bei esant jy pertek-
liui, virsta vadinamosiomis putotosiomis lastelémis. Jy kaupimasis lemia
riebaliniy ruozeliy (angl. fatty streaks) susidaryma. Létinis uzdegimas, oksi-
dacinis stresas ir sutrikes cholesterolio Salinimas skatina lipidy sankaupos
did¢jima, aktyvina uzdegiminius signalinius kelius, iskaitant NF-kB, ir lemia
nekrozinio branduolio susidaryma. Tuo pat metu lygiyjy raumeny lastelés
migruoja i§ medijos j intimg, proliferuoja ir sintetina uzlgstelinés matricos
komponentus, sudarydamos jungiamojo audinio stogelj, kuris dengia nekro-
zinj branduolj. Aterosklerozei progresuojant, ploksteliy stabilumga mazina
hemodinaminiai pakitimai ir uzdegiming aplinka. D¢l $iy procesy jungiamojo
audinio stogelis plonéja, plokstelé tampa nestabili ir gali plySti. PlySus
plokstelei, j kraujotaka patenka trombogeniskos medziagos (audiniy veiks-
nys, oksiduoti lipidai), aktyvuojama trombocity ir koaguliacijos kaskada. Dél
to vystosi tromboz¢ ir staigus vainikinés kraujotakos sutrikimas, kuris klinis-
kai pasireiskia UKS [19].

Svarbu pazyméti, jog ED yra svarbi tiek stambiyjy VA aterosklerozés
patogenezéje, tiek mikrocirkuliacijos sutrikimy sukeltos iSemijos mechaniz-
muose. Epikardiniy VA ED pasireiSkia dar prie§ susidarant morfologiSkai
nustatomoms aterosklerozinéms ploksteléms ir skatina jy progresavimg [9,
21]. Smulkiose arteriolése endotelio funkcijos sutrikimas gali lemti nepakan-
kama kraujagysliy iSsiplétima ir sutrikusia miokardo perfuzija, net jei
epikardinése arterijose néra reikSmingy stenoziy.

VA ED paplitima yra sudétinga jvertinti, nes §i bukl¢ daznai persidengia
su kitais vainikinés kraujotakos funkciniais sutrikimais — vainikinés mikrocir-
kuliacijos ar vazospazminiais sutrikimais bei ankstyvosiomis neobstrukcinés
aterosklerozés formomis. Vis délto stebimieji tyrimai rodo, kad 65-90 proc.
pacienty, besiskundzian¢iy kriitinés skausmu ir neturinciy reikSmingy VA
stenoziy, nustatomi mikrocirkuliacijos sutrikimai, o0 50—70 proc. jy nustatoma
nuo endotelio priklausoma kraujagysliy disfunkcija [6, 7].

Nors aterosklerozé yra pagrindiné ISL priezastis, miokardo iSemijg taip
pat gali lemti uzdegiminiai procesai kraujagyslése, kraujagysliy vazospazmas
ar kraujo kreséjimo sistemos sutrikimai [22]. ED vystymasis, aterosklerozés
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progresavimas ir vélesni ISL etapai glaudziai susij¢ su létiniu uzdegiminiu
atsaku kraujagysliy sienoje. Sj procesa reguliuoja tarpusavyje saveikaujantys
signaliniai keliai, apimantys renino-angiotenzino sistema (RAS), eikozanoi-
dy ir oksilipiny metabolinius kelius, redokso homeostazés disbalansg ir
imuninio atsako mechanizmus [23]. Tod¢l endotelis yra vienas pagrindiniy
taikiniy, siejanciy kraujagysliy funkcijos reguliacija, uzdegima, trombozes
procesus bei gydymo atsaka. Jo molekuliniy ir funkciniy pokyc¢iy analizé yra
aktuali siekiant geriau suprasti ISL patogeneze.

1.1.1. Endotelio funkcijos ir disfunkcijos ypatumai Sirdies
ir kraujagysliy sistemoje

Endotelis sudarytas i§ vientiso endotelio 1gsteliy sluoksnio, dengiancio
kraujagysliy vidy. Jis yra esminis veiksnys palaikant Sirdies ir kraujagysliy
homeostazg, taip pat ir vystantis jy patologijai. Pirmiausia tai yra apsauginis
barjeras, atskiriantis cirkuliuojantj krauja ir kitas kraujagyslés sienos dalis:
jungiamaji audinj, fibroblastus, lygiyjy raumeny lasteles [24]. Endotelis daly-
vauja reguliuojant ne tik kraujagysliy tonuso ir hemodinamikos pusiausvyra,
tarplastelinius signalus, bet ir palaiko antitrombozine bei prieSuzdegimine
mikroaplinkg [21, 25]. D¢l sandariy Iasteliy jungciy endotelis selektyviai
kontroliuoja makromolekuliy judéjima [26]. Sveikas endotelis autokrininiu,
parakrininiu ir endokrininiu biidu geba isskirti daugybe biologiSkai aktyviy
molekuliy. Joms priskiriami jvairiis citokinai, chemokinai, augimo veiksniai
[27]. Sios i§skiriamos medziagos veikia kraujagysliy tonusg, lygiyjy raumeny
lasteliy proliferacijg ir migracija, lasteliy adhezija, uzdegiminius procesus ir
kt. [28, 29]. ISskirdamas vazoaktyvias medZiagas, sveikas endotelis palaiko
zema oksidacinio streso lygj ir atpalaiduoja kraujagysliy tonusg. Vazoakty-
vios medziagos, regulivodamos kraujagysliy spindj ir tonusa, tiesiogiai palai-
ko audiniy apriipinimo deguonimi ir medziagy apykaitos pusiausvyra [29].

Pagrindiniai kraujagysles pleciantys junginiai, kuriuos i$skiria endotelio
lastelés, yra azoto monoksidas (NO), prostaciklinas (prostaglandinas I,
PGL), bradikininas, histaminas bei endotelio kilmés hiperpoliarizuojantis
veiksnys (EDHF) [30-32]. PrieSingu poveikiu pasizymi endotelio isskiria-
mos kraujagysles sutraukiancios medziagos: endotelinas-1 (ET-1), angioten-
zinas II (Ang II), tromboksanas A> (TXA>), prostaglandinas H> (PGH>), ara-
chidono ragstis (ARA) bei ADJ [33-36]. Siy vazoaktyviy medziagy i$skyri-
mas vyksta kaip atsakas j kraujagysles veikianCius fizinius ar cheminius
veiksnius, tokius kaip endotelio pazaida ar oksidacinis stresas [37]. Kai
endotelis tinkamai nereaguoja | fiziologinius ar patologinius dirgiklius, akty-
vuojami nejprasti kompensaciniai mechanizmai, lemiantys endotelio feno-
tipo poky¢ius. Pakitus kraujagysles plecianciy ir sutraukianciy bei prokoagu-
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liaciniy ir antikoaguliaciniy veiksniy pusiausvyrai sutrinka kraujagysliy
autoreguliacija. Tai pazeidzia strukturinj bei funkcinj endotelio vientisumg ir
stebima patofiziologiné pasekme — vystosi ED [29, 38].

Fiziologinémis salygomis endotelio homeostazg palaiko laminariné
kraujo tékmé, subalansuota endotelio vazoaktyviy mediatoriy sintezé bei
cirkuliuvojantys kraujagysliy apsauginiu poveikiu pasiZymintys veiksniai,
tokie kaip didelio tankio lipoproteinai (DTL) [39]. Ramybés biisenoje esanciy
endotelio 1gsteliy fenotipg gali sutrikdyti jvairlis veiksniai, kurie palaipsniui
sukelia ED. ED taip pat apima specifing bukl¢ — endotelio aktyvacijg. Jai
biidinga uzdegimg skatinanti, proliferaciné ir prokoaguliaciné biisena, le-
mianti aterogenezés pradzig [26]. Uzdegiminiy reakcijy molekuliniai mecha-
nizmai yra esminiai veiksniai, indukuojantys endotelio Igsteliy aktyvacija ar
disfunkcija ir ISL vystymasi [40]. Oksidacinis stresas, oksiduoti MTL,
trombozg, taip pat virusinés ir bakterinés infekcijos prisideda prie uzdegimo
lasteliy infiltraty formavimosi, kurie bendrai sustiprina vietinj kraujagysliy
uzdegima [41, 42]. ED sukelia ir kiti veiksniai: metaboliniai sutrikimai (disli-
pidemija, nutukimas, II tipo cukrinis diabetas), arterin¢ hipertenzija (AH),
riikymas, pakitusios hemodinaminés salygos ir kt. [21, 36]. ED yra ne tik ISL
inicijavimo, bet ir jos progresavimo veiksnys. Todel nustatant kraujagysliy
ligas labai svarbu suprasti molekuliniy veiksniy, lemianc¢iy endotelio funkcija
ir disfunkcija, mechanizmus.

ISskiriami penki pagrindiniai mechanizmai, apibiidinantys endotelio Igs-
teliy funkcijos sutrikimus: sumazeéjusi NO sintez¢ ir biologinis prieinamu-
mas, padidejusi kraujagysles sutraukianciy mediatoriy sintez¢, padidéjes
oksidacinis stresas ir ADJ kaupimasis, uzdegiminio ir imuninés sistemos
atsako aktyvacija bei prokoaguliacinés biisenos vystymasis [43, 44].

Pirmasis mechanizmas — sumazéjusi NO sintezé ir biologinis prieinamu-
mas — lemia sutrikusj kraujagysliy atsipalaidavimg ir didesn¢ trombozes
rizika bei aterosklerozés progresavima [44, 45]. Antrasis mechanizmas apima
padidéjusia kraujagysles sutraukianc¢iy mediatoriy, ET-1, Ang II, TXA,,
PGHa, sinteze, kuri skatina kraujagysliy spazmus bei strukttrinius sienos
pokyc¢ius [46—48]. Treciasis mechanizmas — oksidacinis stresas ir perteklinis
ADJ kaupimasis — dar labiau mazina NO biologinj prieinamuma, pazeidzia
lasteliy metaboling biikle ir aktyvuoja uzdegima skatinancius signalinius
kelius, jskaitant NF-xB signaling granding [49, 50]. Ketvirtasis mechanizmas
yra susijes su uzdegiminiy reakcijy aktyvacija, kuri didina adhezijos moleku-
liy (kraujagysliy lasteliy adhezijos molekulés 1 (VCAM-1), tarplastelinés
adhezijos molekulés 1 (ICAM-1), E-selektino) raiska ir citokiny (interleu-
kino-6 (IL-6), naviko nekrozés veiksnio-o. (TNF-a)) sinteze. Sie poky¢iai
inicijuoja monocity adhezijg ir migracijg j intima bei palaiko létinj uzdegima,
biidingg aterosklerozei [51, 52]. Penktasis mechanizmas apima prokoagulia-
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cinés biisenos vystymasi, kai endotelis jgyja trombogenisky savybiy — didéja
audiniy veiksnio, von Willebrand veiksnio (VWF) ir plazminogeno aktyvato-
riaus inhibitoriaus-1 (PAI-1) raiSka, skatinanti tromby formavimasi ir
aterotromboziniy jvykiy rizika [53, 54]. Siy mechanizmy tarpusavio saveika
lemia aterosklerozés progresavima ir ISL vystymasi.

1.1.2. Kraujagysliy funkcijos palaikymas veikiant azoto oksidui

NO yra pagrindinis ir vienas svarbiausiy endotelio i§skiriamy signaliniy
mediatoriy, reguliuojanciy kraujagysliy homeostaze. Endotelis sintetina NO
i§ L-arginino azoto atomo ir O2, o sintezés reakcijas katalizuoja endotelio
azoto oksido sintazé (eNOS) [55, 56]. Endotelio lastelés pasizymi pastovia
eNOS raiska, taciau yra nemazai humoraliniy ir mechaniniy veiksniy, galin-
¢iy reguliuoti eNOS aktyvumg. Veiksniai, darantys jtaka NO sintezei, yra
plazmos sudedamosios dalys (trombinas, sfingozino-1-fosfatas), trombocity
iSskiriamos medziagos (adenozino difosfatas, serotoninas), biologiniai me-
diatoriai (bradikininas, histaminas, prostaglandinai), neurohumoraliniai me-
diatoriai (acetilcholinas, norepinefrinas) bei jvairiis cirkuliuojantys hormonai
(katecholaminai, vazopresinas, aldosteronas) [45, 57, 58]. Be Siy veiksniy,
reik§mingg poveiki eNOS raiskai daro ir mechaniniai stimulai — hemodina-
minés jégos, tokios kaip laminariné kraujo tékmé ar Slyties jtempis (angl.
shear stress). Esant laminarinei kraujo tékmei, vyksta efektyvesné NO sin-
teze [59].

Nors NO pirmiausiai apibréziama kaip kraujagysles atpalaiduojanti ir
tonusg reguliuojanti medZziaga, jis pasiZymi daug platesniu biologiniu povei-
kiu. NO yra vienas svarbiausiy ateroprotekciniy veiksniy: slopina oksidacinj
stresg, mazina trombocity aktyvacija ir jy agregacija, moduliuoja uzdegimo
procesus, slopina leukocity adhezijg prie endotelio bei kraujagysliy lygiyjy
raumeny lgsteliy proliferacija [60, 61]. ISskyrus NO, vyksta jo difuzija j krau-
jagysliy lygiyjy raumeny lasteles, kuriose jis aktyvuoja guanilato ciklazés
sistema. Si sistema didina ciklinio guanozino monofosfato (¢cGMP) sintezg.
Padidéjes cGMP kiekis inicijuoja baltymy kinazés aktyvacija, kuri skatina
lygiyjy raumeny lasteliy atsipalaidavimg ir kraujagysliy iSsiplétima [36, 62].
Be klasikiniy poveikiy, NO dalyvauja ir potransliacinése baltymy modifika-
cijose, ypac S-nitrozilinime. Tai grjztamasis procesas, kurio metu NO grupe
prijungiama prie baltymy cisteino sulthidrilo grupés, sudarant S-nitrozilintus
baltymus. Si modifikacija yra itin svarbi reguliuojant daugybe lasteliniy pro-
cesy, svarbiy Sirdies ir kraujagysliy sistemoje, jskaitant jony kanaly akty-
vuma, lasteliy proliferacija, apoptoze, mitochondrijy kvépavimg ir bendrg
redokso homeostaze [36, 63].
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Vis délto NO biologinj prieinamumg ir jo ateroprotekcinj poveikj gali
mazinti jvairts Sirdies ir kraujagysliy sistemos rizikos veiksniai. Patologi-
némis saglygomis gali triikkti svarbiy eNOS kofaktoriy, tokiy kaip tetrahidro-
biopterinas (BH4). eNOS dimerai tampa monomerais, kurie gali prisidéti prie
ADJ sintezés [29]. BH4 trikumas daznai biina susijes su kraujagysliy oksida-
ciniu stresu, kuris yra buidingas didziajai daliai klinikiniy aterosklerozés
rizikos veiksniy: AH, cukriniam diabetui, hipercholesterolemijai, rikymui ir
kt. RAS aktyvacija, ypa¢ Ang II poveikis per Ang II 1 tipo (AT1) receptorius,
yra vienas svarbiausiy mechanizmy, lemianciy NO sintezés slopinima bei jo
biologinio prieinamumo maz¢jimg. Ang Il stimuliuoja NADPH oksidaziy
(NOX) aktyvuma ir didina ADJ sinteze. Tai tiesiogiai inaktyvuoja NO bei
skatina eNOS funkcinj atsiejimg [64]. NO, reaguodamas su superoksido ani-
jonu (O5) sudaro stipry oksidatoriy — peroksinitrita (ONOO~). ONOO™ oksi-
duoja BH4 i dihidrobioptering (BH2). Tai mazina eNOS gebé¢jimg sintetinti
NO ir skatina O, susidaryma, sukuriant uzdarg oksidacinj cikla [65, 66]. Be
to, Ang II slopina eNOS geno raiSka ir fermento aktyvumga per keliy signa-
liniy kaskady aktyvacijg [67]. Per AT: receptoriy stimuliuojamas NF-xB
kelias, kuris skatina uzdegimg skatinanciy citokiny (TNF-a, IL-6) trans-
kripcija ir mazina eNOS promotoriaus aktyvuma, taip slopindamas NO sin-
tez¢. Kita svarbi signaliné kaskada — MAPK Seimos kinaziy (ERK1/2, INK,
p38 MAPK) aktyvinimas, sukeliantis eNOS fosforilinima neaktyviose vieto-
se ir mazinantis fermento katalizinj aktyvuma. Si aktyvacija lemia sumazéjusj
NO biologinj prieinamumg. Taigi, NO sintezés ir biologinio prieinamumo
poky¢iai tiesiogiai atspindi endotelio funkcing biiklg ir yra vertinami kaip
svarbiis funkciniai rodikliai, leidziantys jvertinti ED ir jos s3sajas su ISL
patogeneze.

1.2. Renino-angiotenzino sistema

Renino-angiotenzino sistema (RAS) ir ypac jos pagrindinis efektorius
polipeptidas Ang II yra vieni svarbiausiy kraujospiidzio ir kraujagysliy
homeostazés reguliaciniy veiksniy. Jy disbalansas yra glaudziai susijes su AH
bei ED vystymusi. Svarbus vaidmuo tenka angiotenzing konvertuojantiems
fermentams (AKF) [68]. Kraujagysliy endotelis yra viena pagrindiniy ACE
(angl. angiotensin-converting enzyme) raiskos viety. ACE katalizuoja angio-
tenzino I (Ang I) virsmg j Ang II, todél yra svarbus AH vystymosi procesui.
Ang Il jungiasi prie ATi receptoriy ir aktyvuoja MAPK, PI3K/Akt,
JAK/STAT bei NADPH oksidazés vidulgstelinius signalinius kelius. Sie
signaliniai keliai gali lemti didesnj ADJ susidaryma, augimo veiksniy, ET-1,
uzdegiminiy citokiny bei adhezijos molekuliy raiska. Stimuliuodamas AT}
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receptoriy, Ang II taip pat skatina aldosterono sintezg, kuri aktyvina mineral-
kortikoidy receptorius ir didina uzdegima, fibroz¢ bei endotelio pazeidimus
[69]. Be to, Ang II skatina kraujagysliy lygiyjy raumeny lasteliy hiperplazija
ir hipertrofija. Sis poveikis susijes su mitogeny — transformuojancio augimo
veiksnio (TGF-fB), trombocity kilmés augimo veiksnio (PDGF), epidermio
augimo veiksnio (EGF), insulino augimo veiksnio (IGF-1) — endogeninés
sintezeés didéjimu [70]. Kraujagysliy lygiyjy raumeny lasteliy hiperplazijg ir
hipertrofija Ang Il indukuoja ir per O; sinteze. Sis poveikis vyksta aktyvinant
baltymy kinazg C (PKC), fosfolipaze A2 (PLA2) bei fosfolipaze D (PLD)
[71]. Ang II taip pat pasizymi protrombozinémis savybémis. Sis peptidas
indukuoja PAI-1 sintezg, slopina fibrinoliz¢, didina audiniy veiksnio raiSka
bei trombocity aktyvuma. Veikiant Ang II susiformuoja oksidacing¢ ir uzde-
gimin¢ aplinka. Ji skatina endotelio pazaida, kraujagysliy susitraukimg bei
strukttirinius sienos pokycius. D¢l $iy poky¢iy vystosi ED, kuri sudaro prie-
laidas aterosklerozes progresavimui bei AH vystymuisi [68, 72].

PrieSingai, Ang II veikimas per 2 tipo (AT2) receptoriy pasizymi palan-
kesniais kraujagysliy funkcijos pokyciais. Jis skatina kraujagysliy issiplé-
timga, sukelia antioksidacinj ir prieSuzdegiminj poveikj, palaiko kraujagysliy
homeostazg¢. Taciau Ang II giminingumas AT> receptoriams yra maZesnis nei
AT receptoriams, todé¢l vyrauja jungimasis prie AT ir biitent tai lemia Ang 11
svarba reguliuojant kraujospiidj [73]. Ang II koncentracija kraujotakoje
maze¢ja ACE2 (angl. angiotensin-converting enzyme 2) fermentui katalizuo-
jant jo hidroliz¢. Pastaraisiais metais ACE2 sulauké ypatingo démesio, nes
veikia kaip receptorius sunkaus iminio respiracinio sindromo koronaviruso 2
(SARS-CoV-2) spyglio baltymams [74, 75]. ACE2 yra cinka turintis karbo-
ksipeptidazés Seimos fermentas. Jis katalizuoja Ang II hidroliz¢ — pasalina
jo C-galo aminortigst], taip susidarant heptapeptidui angiotenzinui 1-7
(Ang 1-7). Sis peptidas veikia per Mas receptoriy, kuris yra su G baltymu
susijes receptorius. Sio receptoriaus raidka pasizymi endotelio, lygiyjy rau-
meny, makrofagy bei miokardo lastelés [76, 77]. Jungdamasis prie Mas
receptoriaus, Ang 1-7 didina NO sintezg¢ ir biologinj prieinamumg, mazina
ADJ kiekj bei slopina kraujagysliy uzdegima. Taip ACE2/Ang 1-7/Mas asis
veikia kaip prieSprieSa klasikinei RAS asiai. Klasikinés ACE/Ang II/AT; ir
alternatyvios ACE2/Ang 1-7/Mas asiy sgveika endotelio lygmeniu pavaiz-
duota 1.2.1 pav. Pastaroji asis yra svarbus ED ir AH terapinis taikinys, nes
atkuria kraujagysliy tonuso pusiausvyra, gerina kraujagysliy elastinguma ir
mazina aterosklerozés progresavimg.
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Normali endotelio signaliné veikla Sutrikusi endotelio funkcija

Ang 1-7 AT,
(4 Angl Angll 7 receptorius
ik — Angiotenzino

MAS

Kraujagysliy lygiujy Kraujagysliy lygiujy
raumeny lastelé raumeny lastelé

1.2.1 pav. Klasikinés ir alternatyviosios RAS asiy sqveika kraujagysliy
endotelio ir lygiyjy raumeny lgstelése
Adaptuota pagal Ambrosino ir bendr. [68]. ADJ — aktyviis deguonies junginiai; cAMP —
ciklinis adenozino monofosfatas; ¢cGMP — ciklinis guanozino monofosfatas; DAG —

diacilglicerolis; ETA — A endotelino receptorius; ETs1 — B1 endotelino receptorius; ETpz —
B2 endotelino receptorius; IP3 — inozitolio trifosfatas.

1.2.1. Renino-angiotenzino sistemos vaidmuo
aterosklerozés vystymuisi

Be savo tradicinio vaidmens kraujosptdzio reguliavime, RAS turi tiesio-
ginj poveikj aterogenezei. Aterosklerozé laikytina pagrindine ISL i$sivysty-
mo priezastimi [23]. Sis procesas apibiidinamas kaip létinis VA sienos
uzdegiminis atsakas j endotelio pazeidimus, kurio metu aktyvuojami jvairts
lgsteliniai ir molekuliniai mechanizmai. Pradingje stadijoje dél ED sutrinka
NO gamyba ir kraujagysliy tonuso reguliacija, didé¢ja pralaidumas MTL,
kurie kaupiasi poendoteliniame sluoksnyje (intimoje). Tai stimuliuoja adhe-
zijos molekuliy (VCAM-1, ICAM-1, E- ir P-selektiny) raiSka bei leukocity
(daugiausia monocity, T limfocity ir neutrofily) adhezija prie endotelio pavir-
Siaus [78]. Veikiant chemoatraktantams S§ios imuninés lgstelés migruoja i
kraujagyslés intimg, o monocitai diferencijuojasi j makrofagus. Makrofagai
fagocituoja oksiduotus MTL ir formuoja ,,putotgsias‘ lasteles. Jy atsiradimas
kraujagysliy sienoje yra ankstyvojo aterosklerozinio pazeidimo pozymis
[79]. ,,Putotosios* lastelés ir migrave T limfocitai iSskiria citokinus, skatina-
Cius uzdegimg ir ADJ susidarymg. Uzdegiminiy lasteliy iSskirti augimo
veiksniai ir ADJ stimuliuoja lygiyjy raumeny Igsteliy proliferacija ir elastiniy
skaiduly, proteoglikany, kolageno sintez¢. Aplink lipidinj branduolj formuo-
jasi jungiamojo audinio stogelis — susidaro ateroskleroziné plokstelé, siauri-
nanti kraujagyslés spindj [80, 81].
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Aktyvi Ang II/ACE/AT; RAS asis skatina uzdegima, kuris yra pagrin-
diné grandis, prisidedanti prie aterosklerozés vystymosi. Ne tik uzdegiminés
lastelés, bet ir Ang II veikia kaip oksidacinj stresg bei uzdegima skatinantis
mediatorius. Ang II ir AT receptoriy sgveika sukelia keliy tarpusavyje
susijusiy patologiniy signaly kaskadg. Pirmiausia, Ang Il aktyvina NADPH
oksidazés (NOX) kompleksa (ypa¢ NOX1, NOX2 ir NOXS5 izoformas), dél
to ypac padid¢ja ADJ gamyba endotelyje ir lygiyjy raumeny Igstelése [5, 82].
ADJ, tokie kaip O,, ONOO™, ne tik mazina NO biologinj prieinamuma, bet
ir tiesiogiai paZeidzia endotelio struktiiras bei baltymus. Sis oksidacinis dis-
balansas lemia endotelio kraujagysles plecianciy savybiy praradima, padidé-
jusj kraujagysliy pralaiduma bei uzdegiminiy lgsteliy adhezija [83].

Be tiesioginio poveikio oksidacinei pusiausvyrai, Ang II/AT; receptoriy
kelias aktyvina RhoA/ROCK signalinj kelig. Sis kelias stimuliuoja mitogeny
aktyvuojamas baltymy kinazes (MAPK — p38 MAPK ir ERK1/2) ir trans-
kripcijos veiksni NF-kB [84]. NF-kB transkripcijos aktyvacija indukuoja
daugelio su uzdegimu ir aterogeneze susijusiy geny raiska: uzdegiminiy ci-
tokiny (TNF-a, IL-6), chemokiny (MCP-1), adhezijos molekuliy (VCAM-1,
ICAM-1, P-selektino), fermento COX-2 bei angiotenzinogeno (AGT) [85,
86]. Sie poky¢iai skatina monocity adhezija, jy diferenciacija j makrofagus ir
oksiduoto MTL fagocitoze, formuojant ,,putotgsias‘ lasteles.

Tuo paciu metu Ang II indukuoja LOX-1 receptoriaus raiskg endotelio,
lygiyjy raumeny lastelése ir makrofaguose [87]. LOX-1 saveika su oksiduotu
MTL dar labiau stiprina oksidacinj stresa, skatina apoptozés procesus ir
palaiko létinj kraujagyslés sienos uzdegima. Susiformuoja uzdara patogene-
zin¢ grandiné: oksiduoti MTL didina ACE raiSka, o susidargs Ang II dar
labiau aktyvina LOX-1 ir AT; receptorius [88]. Dél Sio teigiamo griztamojo
rySio susiformuoja savaime palaikomas uzdegiminis ciklas, skatinantis
aterosklerozinés plokstelés progresavima ir destabilizacija.

Uzdegiminés reakcijos metu Ang II taip pat stimuliuoja osteopontino ir
kity profibroziniy baltymy sinteze [89, 90]. Sie baltymai prisideda prie lygiy-
ju raumeny lgsteliy proliferacijos, migracijos i intimg ir kolageno sintezés.
D¢l to vyksta plokstelés jungiamojo audinio bei jos struktiirinio stabilumo
poky¢iai [91, 92]. Visa §i kompleksiné signaly visuma rodo, kad per didelé
ACE/Ang II/AT; asies aktyvacija yra esminis aterogenezés variklis. Ji lemia
ne tik endotelio pazeidimus, bet ir plokstelés uzdegiminj bei jungiamojo
audinio pertvarkyma [23]. Tod¢l RAS disbalansas sudaro palankias salygas
ateroskleroziniy ploksteliy formavimuisi bei jy nestabilumui.

PrieSingai nei klasikiné proaterogeniné ACE/Ang II/AT; aSis, apsauginé
ACE2/Ang 1-7/Mas receptoriaus RAS asis palaiko kraujagysliy homeostaze
ir iSsaugo jy struktiira bei funkcija. Mas receptoriaus aktyvinimas inicijuoja
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PI3K/Akt signalinj kelia, kuris skatina eNOS fosforilinimg ir aktyvacija. Dél
$iy procesy padidéja NO sintezé. NO, veikdamas parakriniskai, sukelia krau-
jagysliy lygiyjy raumeny lasteliy atsipalaidavimg, mazina trombocity adhe-
zija ir leukocity sukibima su endoteliu [45, 77].

Ang 1-7/Mas taip pat slopina NOX aktyvuma, ypa¢ NOX2 ir NOX4
izoformas. Dél to maz¢ja ADJ susidarymas ir atkuriama redokso homeostaze
endotelio lastelése [45, 93]. Sis poveikis susijes ir su transkripcijos veiksnio
NF-«kB inaktyvacija. D¢l jos slopinama uzdegiminiy mediatoriy geny raiska —
mazeja ICAM-1, VCAM-1, taip pat citokiny 7NF-a ir IL-6 transkripcija [86,
94]. Tuomet reikSmingai maz¢ja monocity ir makrofagy adhezija bei
kraujagyslés sienos uzdegiminé infiltracija.

Eksperimentiniais aterosklerozés modeliais ApoE7/~ pelése nustatyta,
kad Ang 1-7 arba Mas receptoriaus agonistas AVE0991 mazina aterosklero-
ziniy ploksteliy dydj [95, 96]. Taip pat slopinama lygiyjy raumeny lasteliy
proliferacija ir makrofagy kaupimasis intimoje, did¢ja kolageno sinteze ir taip
gerinamas ateroskleroziniy ploksteliy stabilumas. Be to, Ang 1-7/Mas asSies
aktyvinimas dalyvauja lipidy ir gliukozés apykaitos reguliacijoje. Ji skatina
adiponektino sekrecija. Adiponektinas mazina trigliceridy, MTL koncentra-
cija kraujo plazmoje bei gerina jautruma insulinui [97]. Sie sisteminiai
metaboliniai poveikiai sustiprina bendrg antiaterogeninj Sios asies veikimg.
Todel RAS disbalanso korekcija, stiprinant ACE2/Ang 1-7/Mas aSies akty-
vumg arba slopinant ACE/Ang II/AT; aSies signalinj kelig, yra perspektyvi
aterosklerozés profilaktikos ir gydymo strategija [98].

1.3. Endotelio disfunkcijos bioZymenys

Adhezijos molekulés VCAM-1, ICAM-1, E-selektinai bei koaguliacijoje
dalyvaujancios molekulés, ypa¢ vWF ir tirpus trombomodulinas, daznai jvar-
dijamos kaip klasikiniai kraujotakoje cirkuliuojantys ED biozymenys [99].
Tagiau vien $iy biozymeny nustatymas kraujyje vertinant ISL rizikg yra dis-
kutuotinas. Daugelj Siy molekuliy sintetina ne tik endotelis, bet ir leukocitai
bei trombocitai. Todel jos néra specifiski endotelio pazaidos rodikliai [10,
100]. Be to, Sie biozymenys tiesiogiai neatspindi ir VA endotelio funkcijos.

Vis labiau pabréziama, kad endotelio funkcijos vertinimas turéty biiti
kompleksinis. Jis turéty apimti ne tik cirkuliuojan¢iy biozymeny analizg, bet
ir funkcinius kraujagysliy tyrimus, tokius kaip nuo endotelio priklausomos
vazodilatacijos ar vazokonstrikcijos vertinimas. Sie metodai tiksliau atspindi
endotelio gebéjima reguliuoti kraujagysliy tonusg. Neseniai pasitlyta dauge-
lio biozymeny nustatymo strategija, apimanti tiek naujy, tiek klasikiniy bio-
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7ymeny derinius. Tokia strategija leidZia tiksliau vertinti ISL rizika ir gydymo
veiksminguma, nes apima kelis endotelio funkcijos aspektus [101].

Kadangi endotelis atlieka daugybe fiziologiniy funkcijy, jo disfunkcijos
vertinimui tiriama visa eilé bioZymeny, atspindinciy skirtingus ED aspektus.
Jau kelis deSimtmecius tiriamos endotelio mikro-RNR ir mikrodalelés (uzlas-
telinés pislelés). Sios 0,1-1,0 um skersmens pislelés, atsiskiriangios nuo
endotelio plazminés membranos, pernesa jvairias biologiskai aktyvias mole-
kules, jskaitant adhezijos molekules, citokinus, transkripcijos veiksnius, augi-
mo veiksnius ir nukleortigstis. Patekusios j kraujotaka, Sios piislelés ir jy per-
neSamos molekulés perduoda informacija kity tipy lasteléms, reguliuoja geny
raisSkg ir Igstelinius procesus [102, 103]. Tyrimai rodo, kad mikrodaleliy kon-
centracija kraujyje did¢ja sergant AH, VAL ar cukriniu diabetu, o tai siejama
su ISL progresavimu [104, 105]. Ta¢iau duomenys apie jy patofiziologinj
poveikj néra vienareik§miai. Jos gali veikti kaip nespecifiniai lasteliy aktyva-
cijos ar pazaidos produktai, atspindintys bendrg sisteminj uzdegima.

Pastaraisiais metais vis daugiau démesio skiriama metaboliniams ir
signaliniams keliams, kurie tiesiogiai reguliuoja endotelio homeostaze, reak-
tyvumg ir sgveika su aplinkinémis struktiiromis. Tarp jy reikSmingg vieta
uzima lipidy kilmés signalinés molekulés, veikianc¢ios kaip greiti, autokri-
niniai ir parakrininiai endotelio funkcijos reguliaciniai junginiai. Siy junginiy
pusiausvyros poky¢iai lemia kraujagysliy tonuso, oksidacinio streso, uzde-
gimo bei trombozés procesy disbalansa, todél jie sudaro esmine patogenezine
jungti tarp metaboliniy sutrikimy, ED ir aterogenezés [106].

Vienas svarbiausiy lipidiniy signaliniy keliy yra arachidono rugsties
(ARA) metabolizmas. Sio proceso metu susidarantys eikozanoidai koordi-
nuoja daugelj kraujagysliy funkcijy. Si -6 polinesoioji riebaly rgstis yra
daugelio uzdegiminiy ir agregacija skatinan¢iy mediatoriy, tokiy kaip prosta-
glandinai, tromboksanai, leukotrienai ir kiti oksiduoti lipidy junginiai,
metabolinis pirmtakas [107]. Todé¢l kiekybiniai specifiniy ARA metabolity
poky¢iai gali atspindéti endotelio funkcijos sutrikimus.

1.3.1. Arachidono rugsties metabolitai

Naujausi tyrimai rodo, kad ARA metabolizmo poky¢iai yra svarbi gran-
dis, jungianti uzdegiminius, oksidacinius ir kraujagysliy reaktyvumo sutriki-
mus [106, 108]. Fiziologinémis salygomis ARA yra jterpta i lasteliy plazmi-
nés membranos fosfolipidy sudéti, daugiausia fosfatidilcholino ir fosfatidile-
tanolamino molekulése. Ji uzima antraja (sn-2) padetj glicerolio pagrinde,
kuriame jos polinesocioji grandiné lemia membranos lankstuma.
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Lastelés aktyvacijos metu fosfolipazé A> (PLA2) hidrolizuoja esterinius
ry$ius ir atpalaiduoja laisvg ARA | citoplazma. ISlaisvinta ARA tampa uzde-
gimo mediatoriy (eikozanoidy) sintezés substratu ir metabolizuojama trimis
pagrindiniais budais: veikiant ciklooksigenazéms (COX), lipoksigenazéms
(LOX) ir citochromo P450 (CYP) fermentams [107, 109]. Siy fermentiniy
keliy ARA galutiniai produktai — prostanoidai (tromboksanai, prostaglan-
dinai, prostaciklinai), leukotrienai, epoksieikozatrienoinés (EET) ir hidroksi-
eikozatetraeno riugsStys (HETE) — pasizZymi placiu biologiniu aktyvumu. Jie
dalyvauja uzdegimo, oksidacinio streso bei endotelio pralaidumo regulia-
cijoje [106, 110, 111] (1.3.1.1 pav.).

Veikiant COX fermentams, polinesociyjy riebaly riigsciy substratai (dau-
giausia ARA) pirmiausia konvertuojami j tarpinj produkta prostaglanding H»
(PGH»). Sis junginys, priklausomai nuo specifiniy signaly, veikiant pro-
staglandiny, prostacikliny ir tromboksano sintazéms, metabolizuojamas i pro-
stanoidus: prostaglandinus (PGD., PGE,, PGFy,), prostacikling (PGI,) bei
TXA> [110, 112]. Prostanoidy biosinteze katalizuoja dvi skirtingos COX izo-
formos: COX-1 ir COX-2. COX-1 apibudinama kaip konstitutyvi izoforma,
pasizyminti stabilia raiska daugelyje audiniy bei Igsteliy. Si izoforma palaiko
fiziologines reakcijas, tokias kaip trombocity agregacija, gleivinés apsauga ir
inksty perfuzijos reguliacija [113]. Kita vertus, COX-2 yra indukuojama tam
tikry signaly — uzdegimo, augimo veiksniy, hormony. D¢l Sios priezasties
COX-2 yra pagrindinis uzdegimo metu susidaran¢iy prostanoidy Saltinis,
reikSmingai prisidedantis prie uzdegiminiy, ateroskleroziniy ir neoplaziniy
procesy vystymosi [110, 114-116].

Antrasis ARA metabolizmo ir eikozanoidy susidarymo biidas — veikiant
LOX fermentams. Sioje metabolingje grandinéje skirtingos LOX izoformos —
5-LOX, 8-LOX, 12-LOX, 15-LOX — katalizuoja ARA oksigenacija, jterpda-
mos molekulinj deguonj j tam tikras anglies pozicijas, todel atitinkamai
susidaro 5-, 8-, 12-, 15-hidroperoksieikozatetraeno rigitys (HPETE). Sie
hidroperoksidai redukuojami peroksidaziy j atitinkamas HETE arba toliau
metabolizuojami | leukotrienus ir lipoksinus, dalyvaujancéius uzdegimo ir jo
rezoliucijos procesuose [110, 117]. Tarp LOX Seimos fermenty, 5-LOX yra
patofiziologiskai svarbiausia izoforma, nes biitent ji inicijuoja leukotrieny
sinteze [118]. 5-LOX suformuoja tarpinj produkta 5S-HPETE, kuris ver¢iamas
leukotrienu A4 (LTA4), o $is — 1 uzdegiminj mediatoriy leukotrieng B4 (LTB4)
[119]. LTB4 yra stiprus neutrofily chemotaksinis veiksnys, skatinantis jy
adhezija, aktyvacija ir degranuliacija. Jis taip pat indukuoja ADJ bei lizo-
sominiy fermenty i$siskyrimg [120]. Tokiu budu LTBj4 prisideda prie audiniy
pazeidimo, leukocity infiltracijos ir uzdegiminio atsako palaikymo. Todél
aktyvus 5-LOX kelias siejamas su aterogeneze, metaboliniu sindromu, uzde-
giminémis ir onkologinémis ligomis [121, 122].
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Treciasis ARA metabolizmo buidas apima CYP fermentus, kurie pasizy-
mi o-hidroksilazés ir epoksigenazes aktyvumu [110]. Nors CYP fermenty
Seimg sudaro daugybé izoformy, ARA metabolizmui reikSmingiausi yra
CYP4A ir CYP4F poseimiy fermentai [123]. Siy fermenty katalizuojamos
reakcijos lemia HETE susidaryma, tarp kuriy vienas svarbiausiy metabolity —
20-HETE. Ji ne tik prisideda prie kraujagysliy funkcijos reguliavimo, bet ir
turi jtakos daugeliui patofiziologiniy procesy. Zmogaus organizme 20-HETE
sintez¢ atliecka CYP4A11, CYP4F2 ir CYP4F3 izoformos [124]. ARA meta-
bolizmas, vykdomas CYP4A ir CYP4F fermenty, organizme nustatomas jvai-
riuose organuose, jskaitant inkstus, kepenis, Sirdj, plaucius, smegenis ir krau-
jagysles [125]. Kraujagyslése pagrindiné 20-HETE biosintezés vieta yra
lygiyjy raumeny lastelés. Taciau reikSminga CYP4A/F raiska aptinkama ir
endotelio lastelése, ypac iSeminés ar hipoksinés biiklés metu [126]. Tai rodo,
kad endotelis taip pat gali veikti kaip papildomas 20-HETE sintezés Saltinis.

1.3.2. 20-hidroksieikozatetraeno riigstis

20-HETE pasizymi audiniams specifiniu ir daugialypiu biologiniu povei-
kiu. Kepenyse 20-HETE dalyvauja gliukozés i$skyrime, kasoje — insulino
sekrecijoje, o Sirdies ir kraujagysliy sistemoje ji veikia kaip stipri kraujagys-
les sutraukianti medziaga [127]. 20-HETE sukelia rezistenciniy kraujagysliy
ir inksty aferentiniy arterioliy susitraukima, didina kraujagysliy pasipriesi-
nimg ir prisideda prie arterinio kraujosptiidzio padid¢jimo [15, 128]. Be to,
20-HETE veikia ir kitus kraujagysliy funkcijos aspektus: skatina kraujagysliy
sienos remodeliavimasi, lygiyjy raumeny lasteliy proliferacija ir migracija,
angiogeneze, didina kraujagysles sutraukian¢iy medziagy iSsiskyrima [129].

Sis ARA metabolitas taip pat sukelia endotelio aktyvacija, kuri yra vienas
1§ ankstyviausiy aterosklerozés etapy. Endotelio aktyvacija vyksta per uzde-
giminio transkripcijos aktyvatoriaus NF-kB signaling granding, indukuojan-
¢ig uzdegiminiy mediatoriy — citokiny (TNF-a, IL-1p) ir adhezijos molekuliy
(ICAM-1, VCAM-1) — raiskg [129-131]. ReikSminga 20-HETE sukeliamo
endotelio pazeidimo dalis siejama su pertekliniu ADJ susidarymu. 20-HETE
stimuliuoja oksidacinj stresa, kuris dar labiau aktyvina uzdegimo signalines
kaskadas, mazina NO biologinj prieinamumag ir prisideda prie ED. 20-HETE
aktyvina NADPH oksidaze ir skatina BH4 oksidacija, dél kurios funkciskai
atsieta eNOS vietoje NO pradeda sintetinti O, , o pastarasis, reaguodamas su
NO, sudaro ONOO™ [132-134]. eNOS aktyvumg 20-HETE taip pat slopina
mazindama Akt-priklausoma fosforilinimg ir didindama arginazés aktyvuma.
D¢l to sumazéja L-arginino prieinamumas NO sintezei [135].

Svarbus 20-HETE bruozas yra tiesioginis griztamasis rySys su RAS.
RAS aktyvacija skatina 20-HETE sintezg, o 20-HETE, savo ruoztu, didina
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ACE aktyvumg ir stiprina Ang II sukelta kraujagysliy reakcija [128, 136,
137]. Dél Sio rySio 20-HETE yra svarbi grandis, jungianti angliavandeniy ir
lipidy metabolizma, oksidacinj stresa, uzdegima, ateroskleroz¢ ir AH. D¢l
savo biologiniy savybiy 20-HETE dalyvauja jvairiy ligy patogenezé¢je. Be
aterosklerozés ir AH, padidéjusi 20-HETE sinteze siejama su inksty funkcijos
sutrikimu, metaboliniu sindromu, ISL, smegeny kraujotakos sutrikimais, taip
pat tam tikrais onkologiniais procesais, kuriuose 20-HETE gali skatinti
angiogenez¢ ir navikiniy lgsteliy proliferacija [128, 138, 139]. Atsizvelgiant
1 81 kompleksinj ir daugialypj poveikj, 20-HETE laikytina reikSminga RAS,
kraujagysliy funkcijos ir uzdegimo saveikos mediatore.

20-HETE kaip galimo endotelio funkcijos biozymens reikSmé buvo
iSkelta Schuck ir bendraautoriy tyrime [140]. Jame analizuotas CYP metabo-
lizuojamy eikozanoidy rySys su kraujagysliy funkcija pacientams, sergan-
tiems angiografiskai patvirtinta stabilia VAL. Autoriai nustaté, kad pacientai,
kuriy plazmos 20-HETE koncentracijos buvo didesnés, tur¢jo ryskesng ED.
Si sasaja isliko nepaisant standartinés farmakoterapijos, jskaitant angioten-
zing konvertuojancio fermento inhibitoriy (AKFi) vartojima. Kita klinikiné
studija taip pat nustaté teigiama koreliacijg tarp padid¢jusio 20-HETE kiekio
$lapime ar plazmoje ir ED Zymeny bei oksidacinio streso rodikliy [129]. Sie
rezultatai leidzia manyti, kad padidéjusi 20-HETE sintez¢ arba sutrikusi jos
biotransformacija gali buti nepriklausomas endotelio pazaidos veiksnys ir
potencialus terapinis taikinys. 20-HETE koncentracijos poky¢iai gali padéti
atrinkti pacientus, kuriems biity tikslingos intervencijos, koreguojancios 20-
HETE sinteze ar blokuojancios jos signalinj poveik].

1.3.3. CYP4F2-20-HETE aSis: sgsajos su uZdegimu
ir kraujo kreS$éjimo sistema, genetiniy veiksniy jtaka
20-HETE koncentracijai

CYP4F2-20-HETE asis gali buiti vertinama kaip molekuliné grandis,
siejanti RAS aktyvuma, eikozanoidy metabolizmg, ED ir kraujo kres¢jimo
aktyvumo pokyc¢ius. CYP4F2 yra ne tik viena reik§mingiausiy w-hidroksi-
laziy, dalyvaujanti 20-HETE biosintezéje, bet ir yra aktyvinama uzdegimo ir
trombozés procesuose [141]. CYP4F2 prisideda prie uzdegimo rezoliucijos
mazindama leukotrieno Bas koncentracija [142]. Sios asies aktyvumo
skirtumai gali turéti klinikine reik§me, ypa& vertinant pacienty atsaka j ISL
gydyma.

Klinikinéje praktikoje pastebima, kad taikant standartizuotas gydymo
strategijas pacienty atsakas j farmakoterapija iSlieka nevienodas: tas pats
vaistas skirtingiems asmenims gali biiti veiksmingas, neveiksmingas ar
sukelti nepageidaujama poveikj. Sj individualaus gydymo atsako kintamuma
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lemia paciento demografinés charakteristikos, klinikinés biiklés [143]. Reiks-
mingiausig §io kintamumo dalj nulemia genetiniai skirtumai, kurie gali keisti
su vaistu susijusiy baltymy funkcijg ir jy aktyvumg. CYP fermenty funkcija
reikSmingai priklauso nuo genetiniy variacijy, transkripcinés reguliacijos,
uzdegimo bei kity biologiniy veiksniy [144, 145]. Uzdegimo metu IL-6 ir
IL-1B slopina CYP fermenty geny transkripcijg [146]. Uzdegima skatinantys
citokinai gali sukelti reiskinj, vadinamg laikina fenokonversija (angl. pheno-
conversion), kai sumazéja vaisty metabolizmo aktyvumas dél vaistus metabo-
lizuojan¢iy fermenty raiskos slopinimo. Uzdegimo metu asmenys, kurie
genetiSkai priskiriami intensyvaus metabolizmo fenotipui (angl. extensive
metabolizers), fenotipiSkai gali tapti silpno metabolizmo fenotipo asmenimis
(angl. poor metabolizers) [147]. Be endogeniniy veiksniy, CYP fermenty
aktyvumo pokycius gali lemti iSoriniai veiksniai, tokie kaip vartojami vaistai
ar maistas [148].

Anksc¢iau publikuoti tyrimai parode, kad CYP4F2 turi jtakos antikoagu-
lianto varfarino dozavimui — CYP4F2*3 (rs2108622) polimorfizmas didina
varfarino palaikomosios dozés poreikj ir yra jtrauktas j farmakogenetinius
vaisto skyrimo algoritmus [149]. Sis variantas (V433M) yra funkciskai reiks-
mingas, nes yra siejamas su sumaz¢jusiu fermento aktyvumu ir 20-HETE
biosinteze [150]. Si genetiné variacija gali lemti tarpasmeninius 20-HETE
koncentracijos skirtumus ir keisti su tromboze bei kraujagysliy funkcija susi-
jusius procesus. Kliniking reikSme gali turéti ir kiti CYP4F2 geno variantai
(rs1558139, rs2074902), kurie siejami su fermento aktyvumo kintamumu,
nors jy funkciné jtaka 20-HETE biosintezei iSliecka nepakankamai tirta. Kai
kuriuose tyrimuose nurodoma, kad CYP4F2 rs1558139 AG genotipas gali
buti susij¢s su mazesne AH rizika [151].

CYP4F?2 geno variantai gali turéti jtakos antiagregacinio gydymo efekty-
vumui. Nie ir bendraautoriai nustate, jog CYP4F2 polimorfizmai turi jtakos
tikagreloro ir jo aktyvaus metabolito farmakokinetinéms savybéms [152].
Klinikiniuose tyrimuose $ie genetiniai skirtumai buvo siejami su trombocity
funkcijos rodikliais. Asmenims, turintiems rs3093135 TT genotipa, gydymo
tikagreloru metu nustatytas didesnis trombocity reaktyvumas, lyginant su
pacientais, turin¢iais bent vieng A alelj [153]. Be to, nustatyta, jog CYP4F2
daro jtaka antiagregaciniam poveikiui pacientams, sergantiems stabilia ir
nestabilia VAL bei cukriniu diabetu, kurie buvo gydyti antiagregantais
tikagreloru ir klopidogreliu [16, 154]. Pastarajame tyrime tirti UKS pacientai,
kuriems po stentavimo taikyta dviguba antiagregaciné terapija (DAPT)
aspirinu su tikagreloru arba klopidogreliu, nustatyta didesn¢ CYP4F2 bei 20-
HETE koncentracija pacientams, sergantiems cukriniu diabetu, ir pacien-
tams, vartojusiems tikagrelora. Didesnes jy koncentracijas cukriniu diabetu
sergantiems gali lemti intensyvesni sisteminio uzdegimo procesai, lyginant
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su neserganciais cukriniu diabetu. Be to, pacientams, kuriems nustatytas
didelis gydymo metu isliekantis trombocity reaktyvumas, nustatytos mazes-
nés CYP4F2 ir didesnés 20-HETE koncentracijos, palyginus su gerai j gydyma
reaguojanciais asmenimis. Taigi, 20-HETE gali biiti susijusi su padidéjusiu
trombocity reaktyvumu ir didesne trombozés rizika. Vis délto Sie duomenys
gauti UKS pacienty grupéje, todél 20-HETE reikimé kitose ISL klinikinése
formose reikalauja papildomy tyrimy. Kitame tyrime stebéta, kad stabilia
kriitinés angina sergantiems CYP4F2 koncentracija buvo maZesné nei
sveikiems asmenims [154]. Tod¢l CYP4F2-20-HETE asies aktyvumo ar jy
koncentracijos poky¢iai gali biiti susij¢ su trombozés rizika moduliuojanciais
mechanizmais ir kisti priklausomai nuo klinikinés biiklés ir farmakologinio
gydymo.

Atsizvelgiant i tai, kad CYP4F2 dalyvauja ARA metabolizme ir aktyv-
uojamas uzdegimo bei trombozés procesy metu, buvo iskelta hipoteze —
modernus hemostaze veikiantis gydymas, apimantis tiesiogiai veikiancius
geriamuosius antikoaguliantus (tiesioginj aktyvuoto X kreSéjimo veiksnio
(FXa) inhibitoriy rivaroksabang) bei P2Yi» receptoriaus inhibitorius
(tikagrelora), gali turéti jtakos CYP4F2 reguliacijai. Siy vaisty aktualumas
pagristas jy pla¢iu taikymu ISL sergantiems pacientams esant skirtingoms
klinikinéms ISL formoms. Tikagreloras yra vienas pagrindiniy DAPT kom-
ponenty UKS atvejais, ypa¢ po perkutaninés koronarinés intervencijos (angl.
percutaneous coronary intervention, PCI) su stento implantacija. Rivaroksa-
banas skiriamas aterotromboziniy jvykiy rizikai mazinti ISL pacientams,
kuriems budingas padidéjes trombozinis aktyvumas, remiantis Cardiova-
scular OutcoMes for People Using Anticoagulation StrategieS (COMPASS)
klinikinio tyrimo duomenimis. Kadangi endotelis yra pirminé kraujagysliy
barjerin¢ struktura, tiesiogiai dalyvaujanti uzdegimo ir trombozés iniciaci-
joje, pagristai tikslinga jvertinti $iy vaisty poveikj endotelio lgsteliy moleku-
liniams mechanizmams, iskaitant CYP4F2 raiskos pokyc¢ius HUVEC mode-
lyje.

Nors CYP4F2 ir 20-HETE biologiné reikSmeé uzdegimo, hemostazeés ir
kraujagysliy funkcijos reguliacijoje yra pagrista ankstesniais tyrimais, iki Siol
iSlieka nepakankamai aisku, kaip $ig asj veikia klinikin¢je praktikoje placiai
taikomi vaistai, skiriami ISL sergantiems pacientams. Aktualu, ar skirtingy
farmakologiniy klasiy preparatai — antikoaguliantai (FXa inhibitoriai), anti-
agregantai (P2Y 12 receptoriaus inhibitoriai) bei RAS inhibitoriai (AKFi ir
ARB) — gali tiesiogiai arba netiesiogiai keisti CYP4F2 raiska ir taip paveikti
20-HETE priklausomus signalinius mechanizmus kraujagysliy sienoje bei jy
sasajas su VA aterosklerozés progresavimu. Dél to, kad endotelis svarbus
uzdegiminiame atsake, o RAS aktyvumas funkciskai persidengia su eikoza-
noidy metabolizmu ir redokso reguliacija, butini tyrimai endotelio lasteliy
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modeliuose, leidziantys jvertinti Siy vaisty poveiki CYP4F2-20-HETE asies
reguliacijai. Tokie tyrimai galéty padéti geriau suprasti, kaip genetiniai
gali biiti susij¢ su uzdegimo, trombozés ir eikozanoidy sgveikos mecha-
nizmais.

1.4. ISeminés Sirdies ligos ir renino-angiotenzino sistemos
sasajos su inksty funkcija

ISL ir inksty funkcijos sutrikimai sudaro tarpusavyje susijusia patofizio-
loging sistema, kurioje vienos grandies pazeidimas inicijuoja arba paspartina
kitos grandies disfunkcijg [155]. Inkstai yra vienas svarbiausiy kraujotakos
homeostazés reguliatoriy. Todé¢l bet koks sisteminés hemodinamikos pakiti-
mas — ED, AH ar aterosklerozé — tiesiogiai veikia inksty perfuzija, glomeruly
filtracijos dinamika ir struktiirinj vientisuma [156]. Inksty funkcijos silpnéji-
mas skatina skysciy susilaikyma, oksidacinj stresa, uzdegiminius procesus ir
neurohormonine aktyvacija, taip didindamas ISL rizika ir progresavima.
Sutrikusi sisteminé ir periferiné kraujotaka (mikrocirkuliacija) dar labiau
sustiprina vietinio audiniy pazeidimo, hipoksijos ir uzdegiminiy reakcijy
granding. Tai ilgainiui lemia ne tik Sirdies nepakankamuma, bet ir tiesiogiai
skatina létinés inksty ligos i$sivystymg ir progresavima [157, 158].

Svarbiausias Sios kardiorenalinés asies mechanizmas — pernelyg akty-
vuota RAS. Ji, veikdama inksty funkcija, reikSmingai prisideda prie uzde-
gimo ir fibrozes. Be to, inkstai turi visaverte vieting RAS, kurios veikla gali
biiti 1§ dalies autonomiska, taciau yra glaudziai susijusi su sistemine RAS.
Aktyvuojant klasiking ACE/Ang II/AT; a$j inksty pazeidimas progresuoja.
PrieSingai, ACE2/Ang 1-7/Mas aSies aktyvacija mazina létinés inksty ligos
progresavima [159]. Pagrindinis klasikinés aSies efektorius Ang Il be jprasto
vaidmens inksty natrio jony ir kity elektrolity transporte lemia glomeruly
filtracijos barjero struktiirinius ir funkcinius pokyc¢ius. Vyksta podocity aktino
citoskeleto destabilizacija, did¢ja didesnés molekulinés masés baltymy
filtracija [160]. Ang II sustiprina intraglomerulinj spaudima, skatindamas
selektyvy eferentiniy arterioliy susitraukimg, kuris didina kompensacine
nefrony hipertrofija. Sie hemodinaminiai poky¢iai tiesiogiai mechaniskai
veikia podocitus, mezangines ir endotelio lIgsteles. Be hemodinaminiy efekty,
Ang II aktyvuoja signalinius kelius, skatinan¢ius mezanginiy lasteliy prolife-
racijg ir fibroblasty transformacija | matricg sintetinan¢ius miofibroblastus
[161]. Sis procesas atspindi audiniy fibrogeneze ir epiteliniy Igsteliy adapta-
cinj atsakg ] nepalankia mikroaplinkg. D¢l glomeruly filtracijos barjero pazai-
dos i$sivysciusi proteinurija yra svarbus tubulointersticinio pazeidimo veiks-
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nys. Proksimaliniy kanaléliy lastelés, veikiamos baltymy pertekliaus, pradeda
sekretuoti citokinus, chemokinus ir augimo veiksnius, kurie skatina uzdegi-
miniy Igsteliy infiltracijg ir tarplastelinés matricos kaupimasi [162].

Aktyvuota RAS tiesiogiai prisideda prie ED vystymosi, kuri yra svarbi
kardiorenalinés aSies dalis sergant létine inksty liga [163]. Ureminé, uzdegi-
min¢ ir oksidacinio streso aplinka mazina NO biologinj prieinamumga. Pazen-
gusiose ligos stadijose tai yra beveik universalus reiskinys ir lemia sutrikusj
kraujagysliy iSsiplétimg tiek smulkiosiose, tieck stambiosiose kraujagyslése
[164, 165]. D¢l siy pokyciy didéja periferinis kraujagysliy pasiprieSinimas,
progresuoja ateroskleroze, kraujagysliy kalcifikacija ir vystosi AH, reikSmin-
gai didinantys ISL rizikg létine inksty liga sergantiems pacientams. Dél
kraujagysliy disfunkcijos jau ankstyvose ligos stadijose sutrinka audiniy per-
fuzija, vystosi hipoksija ir progresuoja inksty bei kity organy funkcijos
nepakankamumas. Be funkciniy poky¢iy nustatomi struktiiriniai endotelio
pazeidimai — endotelio vientisumo praradimas. Jam biidingas padidéj¢s endo-
telio pralaidumas, endotelio aktyvacija, endotelio mezenchiminé transfor-
macija bei endotelio Igsteliy atsiskyrimas nuo kraujagyslés sienos [166].
Endotelio aktyvacija létinés inksty ligos atveju pasireiskia padidéjusiomis
cirkulivojanciy Igsteliy adhezijos molekuliy, jskaitant VCAM-1, ICAM-1,
E- ir P-selekting bei vWF, koncentracijomis kraujyje, kurios atspindi endo-
telio uzdegiminj aktyvuma ir trombogeniSkuma. Létiné inksty liga taip pat
siegjama ir su padidéjusia kreS¢jimo aktyvacija, patvirtinancia sisteminio
pobtidzio endotelio pazeidimag [163].

Atsizvelgiant | glaudzig sgveika tarp aktyvuotos RAS ir ED, ligoniy,
turin€iy inksty funkcijos sutrikimus, gydymas turéty biti orientuotas ne tik i
tradiciniy ISL rizikos veiksniy kontrole. Gydymas taip pat turéty bati nu-
kreiptas j tikslingg RAS moduliacijg ir endotelio funkcijos gerinimg. Toks
integruotas pozitris gali prisidéti prie inksty pazeidimo progresavimo létini-
mo, mazinti ISL komplikacijy daznj ir pagerinti klinikines baigtis.

1.4.1. RAS inhibitoriy poveikis ARA metabolizmo,
uzZdegimo ir inksty funkcijos reguliacijai

RAS ir ARA metabolizmo keliai sudaro tarpusavyje glaudziai susijusig
reguliacing sistemg, dalyvaujancig reguliuojant uzdegiminj atsaka, krauja-
gysliy ir inksty funkcija. Angiotenzing konvertuojancio fermento inhibitoriai
(AKFi) ir angiotenzino II receptoriy blokatoriai (ARB) yra pirmojo pasirin-
kimo antihipertenziniai vaistai, taciau jy poveikis neapsiriboja vien arterinio
kraujospiidzio mazinimu. Sie vaistai moduliuoja tiek sisteminj, tiek intrare-
nalinj RAS aktyvuma.
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Tyrimai rodo, kad AKFi ir ARB gali veikti ARA metabolizmo fermenty
aktyvuma, ypa¢ CYP4A ir CYP4F izoformy, dalyvaujanciy 20-HETE biosin-
tezéje [167]. Slopinant RAS aktyvuma, mazéja Ang II sukeltas CYP4A indu-
kavimas ir NADPH oksidazés aktyvacija. D¢l to sumazéja oksidaciniy radi-
kaly susidarymas ir slopinamas 20-HETE sukeliamas endotelio pazeidimas
[168-170]. AKFi didina bradikinino prieinamuma, o Sis aktyvina eNOS,
skatina NO sintez¢ ir veikia kaip funkcinis antagonistas 20-HETE sukelia-
mam kraujagysliy susitraukimui [171]. Klinikingje praktikoje AKFi gali buti
taikomi ir ilgalaikiam pacienty, serganciy staziniu Sirdies nepakankamumu,
diabetine ir nediabetine nefropatija, gydymui [172].

ARB taip pat pasizymi ryskiu renoprotekciniu poveikiu. Blokuodami
AT receptorius, ARB mazina intraglomerulinj spaudimg, normalizuoja glo-
meruly hemodinaming pusiausvyra, gerina perfuzija, todél slopina albumi-
nurijg ir apsaugo filtracijos barjera nuo Ang II sukeliamos glomeruly endote-
lio ir podocity pazaidos [173]. D¢l geresnés mikrocirkuliacijos ARB netie-
siogiai riboja létines hipoksijos progresavima, kuris yra vienas pagrindiniy
glomeruly ir intersticinés fibrozés vystymosi veiksniy. Siy mechanizmy
visuma sudaro pagrinda ARB taikymui renoprotekcinei terapijai pacientams,
kuriems progresuoja inksty funkcijos nepakankamumas.

Siame darbe tirti trys RAS reguliuojantys junginiai — kaptoprilis, losarta-
nas ir MLN-4760 — apémé skirtingas RAS funkcinés aSies dalis. Tai leidzia
kompleksiSkai jvertinti RAS moduliacijos poveikj kraujagysliy endotelio ir
inksty funkcijai bei uzdegiminiams procesams. Kaptoprilis, pirmasis kliniki-
né¢je praktikoje pradétas naudoti AKFi, pasizymi ne tik RAS slopinamuoju,
bet ir iSreikStu pleotropiniu poveikiu. D¢l junginyje esancios tiolio grupés
(-SH) kaptoprilis pasizymi antioksidacinémis savybémis (1.4.1.1 pav.). Jis
tiesiogiai suriSa ir neutralizuoja ADJ bei slopina jy pertekling gamyba
NADPH oksidazés aktyvavimo metu, apsaugodamas endotelj nuo oksidaci-
nio pazeidimo [174]. Sios savybés yra ypaé reik§mingos létinés inksty ligos
metu, kai oksidacinis stresas ir létinis uzdegimas lemia inksty ir kraujagysliy
pazeidimo progresavimg. Be sisteminio poveikio, kaptoprilis aktyviai veikia
ir intrarenaling RAS —mazina eferentinés arteriolés tonusa ir intraglomerulinj
spaudima, slopina Ang II sukelta glomeruly sklerozg, oksidacinj stresg ir
tubulointersticings fibrozés progresavima [175, 176]. Tokiu budu palaikomas
glomeruly filtracijos barjero struktiirinis ir funkcinis vientisumas, mazinama
tyrimai rodo, kad kaptoprilis Iétina inksty funkcijos blogéjima tiek diabetinés,
tiek nediabetinés nefropatijos atvejais, o Sis nefroprotekcinis poveikis néra
vien arterinio kraujospiidzio sumaz¢jimo pasekmé [177]. Tai patvirtina, kad
kaptoprilis veikia kaip daugialypis intrarenalinés hemodinamikos ir oksida-
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cinio streso reguliatorius ir tai pagrindZia jo pasirinkima kaip tiriamajj junginj

Siame darbe.
OH
N
\

H,C 0

6]
Kaptopirilis

Tiolio grupé
1.4.1.1 pav. Kaptoprilio cheminé struktiira
Adaptuota i§ ChemSpider (Royal Society of Chemistry 2026; https://www.chemspider.com/)

Losartanas, selektyvus AT receptoriy antagonistas, taip pat pasiZymi ne
tik antihipertenziniu, bet ir antioksidaciniu bei prieSuzdegiminiu poveikiu.
Losartanas slopina Ang II sukeltg signaling kaskada ir taip mazina uzdegimi-
niy mediatoriy, jskaitant prostaglandinus, ET-1, raiS$ka bei NADPH oksidazés
stimuliuojama ADJ sintezg [178]. Losartanas yra provaistas, kuris daugiausia
kepenyse, veikiant citochromo P450 fermentams CYP2C9 ir CYP3A4, meta-
bolizuojamas j farmakologiskai aktyvy metabolitg — karboksiriigSties junginj
EXP-3174 (1.4.1.2 pav.) [179]. EXP-3174 pasizymi didesniu afinitetu AT
receptoriams nei losartanas ir uztikrina ilgalaikj bei efektyvy Ang II biologi-
nio poveikio slopinimg [180]. Losartang i$ kity ARB isskiria jo urikozurinis
poveikis, kuris sicjamas su padidéjusia §lapimo riigities ekskrecija. Sis povei-
kis susijes su uraty pernaSos baltymy slopinimu inksty proksimaliniuose
kanaléliuose, dél kurio mazéja uraty reabsorbcija [181]. Inkstuose losartanas,
panasiai kaip ir kaptoprilis, veikia intrarenaling RAS, mazindamas eferen-
tinés arteriolés tonusg, intraglomerulinj spaudimg. Sie hemodinaminiai poky-
Ciai prisideda prie proteinurijos slopinimo ir glomeruly filtracijos barjero
apsaugos [182]. Be to, losartanas slopina uzdegiminiy ir profibroziniy signa-
liniy keliy aktyvacija, mazina TGF-f raiSka bei tarplastelinés matricos
kaupimasi, taip létindamas tubulointersticinés fibrozes ir létinés inksty ligos
progresavimg [183]. Atsizvelgiant | losartano veikimo specifika, jo jtrauki-
mas ] tyrimg leidzia kompleksiSkai jvertinti RAS slopinimo poveikj endotelio
ir inksty Igsteliy funkciniams ir signaliniams mechanizmams.
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1.4.1.2 pav. Losartano ir jo aktyvaus metabolito cheminé struktiira

Adaptuota i§ ChemSpider (Royal Society of Chemistry 2026; https.://www.chemspider.com/)

MLN-4760, selektyvus ACE2 inhibitorius, leidzia tirti alternatyvig RAS
Saka (ACE2/Ang 1-7/Mas) ir jos jtakg ARA metabolizmo, uzdegimo ir inksty
funkcijos reguliacijoje. Skirtingai nuo kaptoprilio ir losartano, kurie slopina
klasiking RAS a$j, veikiant MLN-4760 galima imituoti buseng, kuriai yra
budingas sumazéjes Sios apsauginés RAS Sakos aktyvumas. Tokiai biisenai
budingas santykinis klasikinés ACE/Ang II/AT; aSies dominavimas. Nors
MLN-4760 neturi redoksiniu pozitiriu aktyviy funkciniy grupiy, taciau che-
mingje struktiiroje svarby vaidmenj atlieka dvi karboksilato grupés (-COO")
ir imidazolo ziedas (1.4.1.3 pav.) [184]. Jie su ACE2 aktyviojo centro amino-
rigstimis sudaro jonines ir vandenilines sgveikas bei stabilizuoja junginio
prisijungimg katalizinéje fermento srityje. ACE2 aktyvumo slopinimas mazi-
na Ang 1-7 biologinj prieinamuma. Tai sudaro palankias saglygas uzdegimo,
oksidacinio streso ir ED vystymuisi. Eksperimentiniai inksty pazaidos mode-
liai rodo, jog ACE2 slopinimas didina albuminurijg ir skatina glomerulinés
tarplgstelinés matricos kaupimasi. Sie poky¢iai atspindi intrarenalinés
RAS disbalansg ir inksty struktiirinio pazeidimo progresavimg [185]. Todél
MLN-4760 jtraukimas j tyrimg leidzia jvertinti RAS signalinés pusiausvyros
svarbg kraujagysliy endotelio ir inksty lasteliy funkcijai.
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1.4.1.3 pav. MLN-4760 cheminé struktiira
Adaptuota i§ ChemSpider (Royal Society of Chemistry 2026; https.://www.chemspider.com/)

1.4.2. 20-HETE ir inksty funkcijos reguliacija: GPR75 receptorius

Nors tyrimuose minétas ARA metabolitas 20-HETE dazniausiai anali-
zuojama kaip su ED susijes biozymuo, vis daugiau duomeny rodo, kad
20-HETE atlieka aktyvy vaidmen;j ne tik kraujagysliy, bet ir inksty funkcijos
reguliacijoje [186, 187]. Inkstuose 20-HETE pasizymi kompleksiniu, nuo
patofiziologiniy salygy priklausomu poveikiu: viena vertus ji dalyvauja
intrarenalinés hemodinamikos ir natrio jony reabsorbcijos reguliacijoje, kita
vertus, ji yra siejama su uzdegiminiy (NF-kB), profibroziniy (TGF-f/Smad)
ir proliferaciniy (MAPK) signaliniy keliy aktyvacija, galincia prisidéti prie
glomerulinio ir tubulointersticinio pazeidimo progresavimo [188, 189].

Pastaraisiais metais nustatyta, kad kraujagysliy endotelyje ir lygiuosiuo-
se raumenyse 20-HETE veikia per su G baltymu susijusj receptoriy GPR75
[190]. 20-HETE prisijungimas prie GPR75 sukelia Gag/11 subvieneto disocia-
cija, skatina inozitolio trifosfato (IP3) susidaryma, didina vidulasteling Ca?"
koncentracija ir aktyvina MAPK signalinj kelia [128]. Siy signaliniy jvykiy
visuma lemia ED buidingus pokycius, pasireiskianc¢ius sumazéjusiu NO biolo-
giniu prieinamumu ir padidéjusia ADJ sinteze. Be to, 20-HETE/GPR75
signalinis kelias aktyvina NF-«B bei skatina ACE raiska, sudarydamas prie-
laidas formuotis teigiamojo rySio mechanizmui tarp RAS ir ARA metabo-
lizmo (1.4.2.1 pav.) [191].
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Adaptuota pagal Froogh ir bendr. [191]. 20-HETE — 20-hidroksieikozatetraeno ragstis;
ACE — angiotenzing konvertuojantis fermentas; ACE2 — angiotenzing konvertuojantis fer-
mentas 2; AKFi — angiotenzing konvertuojancio fermento inhibitorius; Ang I — angiotenzi-
nas I; Ang II — angiotenzinas II; Ang 1-7 — angiotenzinas 1-7; ARB — angiotenzino II recep-
toriaus blokatorius; AT 1R — angiotenzino 11 1 tipo receptorius; Ca** — kalcio jonas; COX-2 —
ciklooksigenazé-2; c-Src — Src Seimos tirozino kinazé¢; CYP4F2 — citochromo P450 4 Seimos
F poseimio 2 polipeptidas; DAG — diacilglicerolis; ECAM-1 — epitelio adhezijos molekulé 1;
EGFR — epidermio augimo veiksnio receptorius; Gagqi1 — G baltymo oq11 subvienetas;
GIT1 — G baltyma sujungiantis baltymas 1; GPR75 — G baltyma jungiantis receptorius 75;
ICAM-1 — tarplasteliné adhezijos molekulé 1; IkB — NF-kB inhibitorius IxB; IKK o/p — IxB
kinazés o ir B subvienetai; IL-1 — interleukinas-1; IL-6 — interleukinas-6; IL-8 — interleuki-
nas-8; iRNR — informaciné RNR, MAS — Mas receptorius; MAPK — mitogenais aktyvinama
baltymy kinazé¢; MLN-4760 — selektyvus ACE2 inhibitorius; NF-kB — branduolio transkrip-
cijos veiksnys kapa B; NO — azoto oksidas, O, — superoksido anijonas; PKC — baltymy
kinazé C; PLA:> — fosfolipazé Az; PLC — fosfolipazé C; TNF-a — naviko nekrozés veiksnys
alfa; VCAM-1 — kraujagysliy Iasteliy adhezijos molekule 1.
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AprasSymas. ARA, veikiant citochromo P450 fermentams (daugiausia
CYP4F izoformai), metabolizuojama j 20-HETE, kuris veikia kaip biolo-
giskai aktyvus lipidinis mediatorius. 20-HETE pasizymi dideliu afinitetu su
Gq baltymu susijusiam receptoriui GPR75, lokalizuotam kraujagysliy endo-
telio ir lygiyjy raumeny lasteliy membranoje. Prisijungus 20-HETE prie
GPR75, aktyvuojamas Gag/1 baltymas, inicijuojantis fosfolipazés C (PLC)
signaling kaskada, dél kurios didéja inozitolio trifosfato (IP3) ir diacilglice-
rolio (DAG) susidarymas bei vidulgsteliné Ca?* koncentracija. Padidéjusi
Ca?" koncentracija ir baltymy kinazés C (PKC) aktyvacija lemia keliy signali-
niy keliy suZzadinimg. Vienas svarbiausiy jy yra MAPK signalinis kelias, kuris
reguliuoja geny transkripcija, lasteliy proliferacija ir uzdegiminiy mediatoriy
sintez¢. Kartu 20-HETE/GPR75 signalinis kelias sukelia eNOS inaktyvacija
arba funkcinj atsiejima, dél to mazé¢ja NO biologinis prieinamumas ir didéja
ADJ (0O;) gamyba. Sis disbalansas tiesiogiai prisideda prie kraujagysliy
susitraukimo, ED ir oksidacinio streso. 20-HETE poveikis per GPR75 apima
NF-kB signalinio kelio aktyvacija. Aktyvuotas NF-kB translokuojamas i
branduolj, kur skatina uzdegiminiy citokiny (IL-1, IL-6, TNF-a), adhezijos
molekuliy (ICAM-1, VCAM-1, E-selektino), taip pat fermenty, dalyvaujan-
¢iy eikozanoidy sintez¢je (PLA>, COX-2), raiska. Tai lemia leukocity
adhezija, uzdegiminj atsaka ir progresuojancius kraujagysliy bei audiniy
funkcijos pokycius. Paveiksle taip pat pavaizduota 20-HETE saveika su RAS
komponentais. NF-kB aktyvacija skatina ACE rai$ka, taip didindama Ang II
susidaryma ir sustiprindama klasikinés RAS aSies (ACE/Ang II/AT) aktyvu-
m3a. Ang II, veikdamas per AT receptorius, papildomai aktyvuoja MAPK ir
NF-«kB kelius, didina uzdegima, oksidacinj stresg ir ED, sudarydamas teigia-
mo griztamojo rySio mechanizmg tarp 20-HETE signalinio kelio ir RAS.
PrieSprieSa Siam patogeniniam procesui sudaro apsauginé ACE2/Ang 1-7/
Mas aSis, kuri pasizymi prieSuzdegiminiu, kraujagysles plecianciu ir antioksi-
daciniu poveikiu. Paveiksle pazyméti RAS inhibitoriai — AKFi kaptoprilis,
ARB losartanas ir selektyvus ACE2 inhibitorius MLN-4760 — iliustruoja
skirtingus farmakologinius RAS moduliacijos taikinius, leidziancius keisti
Sios signalinés pusiausvyros krypti.

PrieSingai nei endotelyje, 20-HETE signaliniai mechanizmai inksty
epitelinése lastelése ir kepenyse iki Siol ilieka nepakankamai apibrézti. Nors
Siuose audiniuose intensyviai vykdoma 20-HETE sinteze, veikiant CYP4A ir
CYP4F fermentams, tritkksta duomeny, ar GPR75 yra pagrindinis $io metabo-
lito receptorius inksty kanaléliy ar kepeny lastelése, ar 20-HETE poveikis
Siuose audiniuose yra realizuojamas per alternatyvius signalinius kelius
[192]. Tai riboja galimybes tiksliai jvertinti 20-HETE vaidmenj inksty
pazeidimo patogenezéje ir jos saveika su RAS.
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Siekiant funkciskai jvertinti 20-HETE biologinj aktyvuma ir jos tarpinin-
kaujamus signalinius kelius, modeliuose taikomas struktiiriSkai giminingas
metabolitas 19-hidroksieikozatetraeno rugstis (19-HETE). Ji veikia kaip
funkcinis 20-HETE antagonistas. Visgi, apie 19-HETE fiziologines funkcijas
yra zinoma gana nedaug palyginti su 20-HETE. 19-HETE pasizZymi gebéjimu
slopinti Ang II sukeltg hipertrofija Zzmogaus Sirdies lastelése, skatina preglo-
meruliniy kraujagysliy i$siplétima, stimuliuoja inksty Na*/K*-ATPazés akty-
vumg. Svarbu tai, kad 19-HETE pasiZymi prieSingu poveikiu kraujagysléms
ir endotelio funkcijai nei 20-HETE [193]. 19-HETE neutralizuoja 20-HETE
poveikj NO ir superoksido sintezei [194]. Tyrimai su pelémis parodé, kad 19-
HETE gali sukelti kraujagysliy atsipalaidavimg ir slopinti trombocity
aktyvacija, indukuota trombinu [193]. Nors yra Zinoma, kad 19-HETE
pasiZzymi teigiamu poveikiu kraujagysliy funkcijai, jos veikimo mechanizmai
néra iki galo aiskiis. Neseniai pavirSiaus plazmoninio rezonanso (SRR) tyri-
mu buvo parodyta, kad funkcinis 20-HETE antagonistas 19(R)-HETE geba
jungtis prie GPR75 receptoriaus 20-HETE jungimosi srities, kurig sudaro
TMS ir TM6 transmembraniniai domenai, prieSingai nei 19(S)-HETE stereo-
izomeras [195]. Vis délto 19-HETE saveika su GPR75 receptoriumi ir jo
raiSka néra patvirtinta tiek endotelyje, tiek kitose organizmo vietose kaip
inkstai ir kepenys.

Siame kontekste tikslinga vertinti RAS inhibitoriy — kaptoprilio, losar-
tano ir MLN-4760 — poveikj 20-HETE susidarymui, GPR75 receptoriaus,
eikozanoidy metabolizmo, prostaglandiny sintezés bei adhezijos molekuliy
raiSkai. Tai leisty jvertinti, kaip skirtinguose RAS signalinés kaskados
lygmenyse veikiantys inhibitoriai veikia nuo 20-HETE priklausoma signalinj
kelig ir jo sasajas su endotelio bei inksty pazeidimo patogeneze. Be to,
vertinant 20-HETE ir jos funkcinio antagonisto 19(R)-HETE poveiki GPR75
raiSkai galima jvertinti, ar 20-HETE-GPR75 asis gali buti reguliuojama
antagonistiniais ARA metabolitais, taip iSpleCiant potencialiy terapiniy
taikiniy spektra.

1.5. Zemo daZnio ultragarso poveikis RAS inhibitoriy
biologiniam atsakui

Farmakologiné RAS moduliacija ne visuomet uztikrina optimaly biolo-
ginj atsaka — vaisty efektyvuma gali riboti nepakankama audiniy penetracija
ir nevienalytis lastelinis atsakas. Heterogeniskam lasteliy atsakui jtakos gali
turéti struktiiriniai barjerai, susij¢ su aterosklerozinémis plokstelémis [196].
Aterosklerozinés plokstelés ne tik mechaniskai riboja kraujotaka ir audiniy
perfuzija, bet ir formuoja uzdegiming bei prooksidacing mikroaplinka. Si
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aplinka gali silpninti farmakologiniy junginiy veiksminguma jy taikymo vie-
toje. Tai paskatino ieSkoti papildomy metody, galin€iy pagerinti lasteliy
biologinj atsaka j vaista. Neinvaziniai terapiniai metodai sulaukia vis dides-
nio démesio gerinant gydymo efektyvuma, kartu uztikrinant palanky saugu-
mo profilj ir j pacienta orientuota gydyma [197]. Siai metody grupei
priskiriamos jvairios fizikinés intervencijos, jskaitant Sviesos, elektromagne-
tiniy lauky taikyma, vaisty pernasg naudojant mikroadatas bei ultragarsa
(UG).

Vienas i§ perspektyviy biidy sustiprinti AKFi ir ARB terapinj poveikj
endotelio ir inksty Igsteliy funkcijai gali biiti Siy vaisty derinimas su UG —
mechaninémis bangomis, kuriy daznis virSija zmogaus klausos ribg
(> 20 kHz). UG technologija dé¢l savo neinvazinio pobidzio ir nedideliy
eksploataciniy sagnaudy uzima isskirting vieta kliniking¢je diagnostikoje. UG
technologijos skirstomos j diagnostines ir terapines, atsizvelgiant j naudoja-
mg daznj ir intensyvumg. Diagnostinis UG (2-20 MHz, mazo intensyvumo)
placiai taikomas neinvazinei audiniy vizualizacijai, o terapinis UG (20 kHz—
3 MHz) sukelia biologinius efektus, priklausanc¢ius nuo perduodamos ener-
gijos intensyvumo [198]. Zemo ar vidutinio intensyvumo UG veikia daugiau-
sia neterminiais mechanizmais, tokiais kaip kavitacija ir mechanotransdu-
kcija, todél yra tinkamas tikslinés vaisty pernaSos ir audiniy funkcijos modu-
liacijos tikslams. Kita vertus, didelio intensyvumo UG sukelia terminius
efektus ir taikomas tiksliniam patologiniy audiniy pazeidimui [199]. UG
bangy daznis lemia jy skvarba, erdving raiska ir biologinj poveiki, todél yra
esminis parametras parenkant terapinj pritaikyma.

Terapinis UG, taikomas kartu su sisteminiu buidu skiriamais vaistais,
pasiZymi sinerginiu poveikiu, kuris placiai nagrinéjamas eksperimentiniuose
ir ikiklinikiniuose tyrimuose [200]. Zemo intensyvumo UG sukelti mecha-
niniai efektai, jskaitant kavitacija ir sonoporacija, didina Igsteliy proliferacija,
membrany pralaiduma, moduliuoja jony srautus, ypa¢ Ca?" pernasg ir daro
kita reikSminga itaka lasteliy funkcijai, priklausomai nuo taikomy UG
parametry [201]. Tyrimai rodo, kad Zemo intensyvumo UG gali teigiamai
veikti endotelio funkcijg — didinti NO sintezg, gerinti kraujagysliy tonusg ir
mazinti oksidacinj stresg — veiksnius, kurie yra esminiai ED ir VA mikrocir-
kuliacijos sutrikimy patogenezéje [202]. Ankstesni tyrimai taip pat parode,
kad UG pasizymi prieSuzdegiminémis savybémis, nes mazina adhezijos
molekuliy raiska ir slopina ADJ kaupimasi lasteliy kulttirose [203, 204]. D¢l
Siy savybiy terapinio UG taikymas leidzia tikslingai aktyvuoti kraujagysliy
endotelj, taip pagerinant vaisty pernasa i tikslinius audinius ir kartu mazinant
nepageidaujama poveikj netikslinése lokacijose. Inksty lastelése terapinis UG
gali veikti mechanotransdukcijos kelius, potencialiai moduliuodamas natrio
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jony ir vandens reabsorbcija bei uzdegiminiy procesy aktyvuma, kurie yra
ypac svarbis RAS reguliacijoje [205].

Siekiant uztikrinti saugy ir efektyvy UG taikyma, bitina tiksliai
charakterizuoti energijos perdavimg biologiniuose audiniuose, uztikrinant
optimaly elektrinés ir akustinés varzos suderinamuma bei efektyvig energijos
transdukcijg. Nors terminiai UG poveikiai yra gerai iStirti, neterminiai, ypac
zemo daznio ir intensyvumo UG sukeliami biologiniai efektai, susije su vais-
ty pernasos gerinimu ir lastelinio atsako moduliacija, vis dar kelia nemazai
klausimy [206]. Didzioji dalis iki Siol publikuoty tyrimy buvo atlikti in vitro
modeliuose, dazniausiai taikant auksto daznio UG, o in vivo tyrimy Sioje
srityje yra palyginti nedaug. Tai i§ dalies lemia metodologiniai i$$iikiai, susije
su optimaliy UG parametry parinkimu, nes UG skvarba kinta priklausomai
nuo daznio. /n vitro salygomis nustatyti veiksmingi UG daZnio ir intensy-
vumo deriniai ne visada gali biiti tiesiogiai perkelti | in vivo tyrimus, siekiant
analogisko biologinio efekto.

Tyrimy, kuriy metu taikytas Zemo daznio UG, atlikta nedaug. Naujau-
siais duomenimis, Zzemo daznio UG mazino senstanc¢iy lasteliy senéjima
nulemianciy biozymeny kiekj ir skatino $iy lasteliy proliferacijg [207]. Tai-
kant 24 kHz daZznio UG nustatyti reikSmingi morfologiniai poky¢iai — suma-
z¢&jes lasteliy tiiris, apoptoziniy pusleliy formavimasis, chromatino konden-
sacija bei branduolio fragmentacija [208, 209]. Atsizvelgiant | tai, kad Zemo
daznio UG gali palankiai moduliuoti lasteliy funkcija, aktyvindamas mecha-
notransdukcinius procesus bei su redokso pusiausvyra susijusius mecha-
nizmus, iSlieka aktualus klausimas, kaip parinkti optimaly Zemo daznio UG
rezima, galint] sumazinti ED poZzymius bei teigiamai veikti inksty lasteliy
funkcija. Sios prielaidos sudaro pagrindg tikslingai tirti Zemo daznio ir
intensyvumo UG taikymo galimybes. Tikétina, kad UG poveikis galéty
sustiprinti farmakologinés RAS moduliacijos biologinj atsaka ir pagerinti
kraujagysliy endotelio ir inksty 1gsteliy funkcija.
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2. TYRIMO MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Tyrimo struktiira

I (a) etapas. Lasteliy kultary tyrimai CYP4F2 raiskai

E - Lasteliy kultary veikimas Lasteliy kultary geny Lasteliy kultary CYP4F2
o MUVEE T ISL sergantiems ligoniams raiskos tyrimai raiskos tyrimai

' skiriamais vaistais Kiekybinis tikro laiko CYP4F2 kiekio nustatymas
| Hepbz's Rivaroksabanu (0,1-10 pM) PGR tyrimas e

. Tikagreloru (2,5-25 nM) CYP4F2 CYP4A11 )

Il etapas. Ligoniy grupiy tiriamosios
medziagos analizé

HUVED

RPTEC/
+ TERTY

I (b) etapas. Lasteliy kulttry tyrimai
bioZzymeny atrankai

 HepG2

Lasteliy kultary
veikimas
RAS inhibitoriais

Kaptopriliu (0,25-2,25 uM)
Losartanu (0,75-2,75 uM)
MLN-4760 (0,05-1 uM)

Lasteliy kultary veikimas
Zzemo daznio ir
intensyvumo UG bei
RAS inhibitoriais
Kaptopriliu (0,25-2,25 uM)
Losartanu (0,75-2,75 uM)
MLN-4760 (0,05-1 uM)

Lasteliy kultary veikimas
hidroksieikozatetraeno
ragstimis
20-HETE (1-100 nM)
19(R)-HETE (2-100 nM)

Lasteliy kultary
funkcijos tyrimai
« Lasteliy metabolinio
aktyvumo nustatymas
- Proliferacijos ir lasteliy
dydzio jvertinimas
« Lasteliy migracijos
tyrimas
+ Azoto oksido kiekio
nustatymas
« Aktyviy deguonies
junginiy nustatymas
+ 20-HETE kiekio
nustatymas

Lasteliy kultary geny
raiskos tyrimai

Visuminés RNR skyrimas
3
Kopijinés DNR sintezé
¥

Kiekybinis tikro laiko
PGR tyrimas

ACE  PTGS1 Geny raiskos

ACE2 PTGS2  analizé
VCAM-1 CYP4F2 taikant 2725
ICAM-1 GPR75 metoda

Ligoniai, sirge iSemine Sirdies
liga ir vartoje renino-
angiotenzino sistemos
inhibitorius (n = 122)

Palyginamosios
grupés tiriamieji
(n=54)

VAA ir VA DKTA
duomeny analizé

Klinikiniy duomeny
analizé

Ligoniy isskyrimas j grupes
atsizvelgiant j iSemijos
kliniking forma ir
aterosklerozeés pazeidimo
pobudj

Klinikiniy duomeny,
biocheminiy, hematologiniy,

Renino-angiotenzino
sistemos bioZzymeny
analizé:

ACE2 kiekio nustatymas
Eikozanoidy i$skyrimas
v

20-HETE kiekio

bendro kraujo tyrimy analizé nustatymas
I I
Trombocity agregacijos CYP4F2 varianty
tyrimas indukuojant nustatymas:

adenozino difosfatu ir
epinefrinu

rs2108622, rs1558139,
rs3093135, rs2074902

Renino-angiotenzino sistemos
biozymeny analizé:

ACE2 kiekio nustatymas
Eikozanoidy i$skyrimas
¥

20-HETE kiekio nustatymas

CYP4F2 varianty nustatymas:
2108622, rs1558139,
3093135, rs2074902

Biozymeny sasajos su
klinikiniais rodikliais
ir jy jtaka endotelio

disfunkcijai, vertinant

aterosklerozés israiska

2.1.1 pav. Tyrimo struktiira

Tyrimas buvo sudarytas i§ dviejy etapy (2.1.1 pav.). Pirmojo tyrimo
etapo metu eksperimentai buvo atlieckami su nepatologinémis endotelio ir
inksty Igsteliy kulturomis bei kepeny vézinémis lgsteliy kultiiromis in vitro.
I (a) tyrimo etape buvo vertintas ISL gydymui skiriamy vaisty poveikis
CYP4F2 raiskai. I (b) tyrimo etape, jvertinus Igsteliy funkcijos ir geny raiSkos
tyrimy rezultatus, nustatyti aktual@is biozymenys bei jy poky¢€iai. Atrinkti
biozymenys buvo tiriami antrojo tyrimo etapo metu — ligoniy, sirgusiy ISL ir
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gydyty RAS inhibitoriais bei asmeny, nesirgusiy ISL, imtyje. Tyrimai su
komercinémis lasteliy kulturomis atlikti LSMU MA Kardiologijos instituto
Molekulinés kardiologijos laboratorijoje. Tiriamyjy ligoniy ir palyginamoji
grupés surinktos Lietuvos sveikatos moksly universiteto ligoninés Kauno
kliniky (Kauno kliniky) Kardiologijos klinikoje. Tyrimai su pacienty biologi-
ne medziaga atlikti LSMU MA Kardiologijos instituto Molekulinés kardio-
logijos laboratorijoje.

2.2. Bioetika

Tyrimas su zmoniy biologine medziaga buvo atliktas vadovaujantis Hel-
sinkio deklaracijos nuostatomis. Tyrimai atlikti gavus Kauno regioninio bio-
medicininiy tyrimy etikos komiteto pritarimg biomedicininio tyrimo papildy-
mui (leidimo Nr. P1-BE-2-19/2019) (1 priedas). Visi tyrimo dalyviai buvo
informuoti apie tyrimo struktiirg ir tikslus. I§ visy tiriamyjy buvo gautas ras-
tiSkas informuotas sutikimas dalyvauti tyrime.

2.3. Reagentai, priemonés, jranga

2.3.1. Lasteliy linijos

Tyrime buvo naudojama Zzmogaus virksStelés venos endotelio Iasteliy
linija HUVEC (Gibco by Life Technologies, Karlsbadas, JAV), Zzmogaus
inksty proksimaliniy kanaléliy epiteliniy lasteliy linija RPTEC/TERT1
(Evercyte, Viena, Austrija) bei zmogaus hepatoceliulinés karcinomos Igsteliy
linija HepG2 (ATCC, Manassas, JAV). HUVEC lastelés buvo kultivuojamos
zmogaus didziyjy kraujagysliy endoteliniy lasteliy bazingje terpéje (angl.
Human Large Vessel Endothelial Cell Basal Medium, HLVECBM, Gibco by
Life Technologies, Karlsbadas, JAV), papildytoje 1x didziyjy kraujagysliy
endoteliniy lasteliy priedu (angl. Large Vessel Endothelial Supplement,
LVES, Gibco by Life Technologies, Karlsbadas, JAV) bei 1 proc. antibiotiky
tirpalu (10000 VV/ml penicilino, 10 mg/ml streptomicino, Gibco by Life
Technologies, Karlsbadas, JAV). RPTEC/TERTI Iastelés buvo auginamos
DMEM/F-12 mitybinéje terpéje (1:1 misinys) (Gibco by Life Technologies,
Karlsbadas, JAV), i kurig papildomai buvo pridéta: 4 proc. verseliy vaisiaus
serumo (angl. Fetal Bovine Serum, ¥BS, Gibco by Life Technologies,
Karlsbadas, JAV), 2 mM L-alanil-L-glutamino (Glutamax, Gibco by Life
Technologies, Karlsbadas, JAV), 1x insulino-transferino-seleno misinio
(ITS-G, Gibco by Life Technologies, Karlsbadas, JAV), 10 ng/ml Zzmogaus
epidermio augimo veiksnio (hEGF, Lonza, Volkersvilis, JAV), 25 ng/ml
hidrokortizono (Sigma-Aldrich, Sent Luisas, JAV) ir 100 ug/ml G418 sulfato
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(geneticino) (Alfa Aesar, Karlsriihe, Vokietija). HepG2 lastelés kultivuotos
DMEM mitybingje terpéje su 2 mM L-alanil-L-glutamino (Gibco by Life
Technologies, Karlsbadas, JAV), papildytoje 10 proc. FBS bei 1 proc. anti-
biotiky tirpalu (10 000 VV/ml penicilino, 10 mg/ml streptomicino). Lastelés
buvo auginamos inkubatoriuje, kuriame palaikoma pastovi 37 °C tempera-
tura, 5 proc. CO; koncentracija ir 95 proc. drégmé.

2.3.2. Reagentai

Tripsino-EDTA tirpalas (0,5 proc., Gibco by Life Technologies, Karlsba-
das, JAV), fosfatinis buferinis drusky tirpalas, pH 7,4 (angl. Phosphate-
Buffered Saline, PBS, Gibco by Life Technologies, Karlsbadas, JAV), e-Myco
Mycoplasma PCR Detection Kit rinkinys (iNtRON Biotechnology, Piety
Koréja), rivaroksabanas (Xarelto® 20 mg tabletés, Bayer, Léverkuzenas,
Vokietija), galvijy serumo albuminas (angl. bovine serum albumin, BSA,
Abcam, Kembridzas, Jungtiné Karalysté), natrio chloridas (0,9 proc.,
B. Braun, Melsungenas, Vokietija), tikagreloras (Briligue® 90 mg tabletés,
AstraZeneca, Kembridzas, Jungtiné Karalyste), kaptoprilis (= 98 proc. gry-
numas, Sigma-Aldrich, Sent Luisas, JAV), losartano kalio druska (> 98 proc.
grynumas, Sigma-Aldrich, Sent Luisas, JAV), MLN-4760 (99,78 proc.
grynumas, MedChemExpress, Piety Brunsvikas, JAV), dimetilsulfoksidas
(DMSO, > 99,9 proc. grynumas, Sigma-Aldrich, Sent Luisas, JAV), 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolio bromidas (MTT, Invitrogen, Val-
thamas, JAV), 0,4 proc. tripano meélynasis (Gibco by Life Technologies,
Karlsbadas, JAV), Nitric Oxide Assay Kit rinkinys (Invitrogen, Valthamas,
JAV), ROS/Superoxide Detection Assay Kit rinkinys (4bcam, Kembridzas,
JK), PureLink RNA Mini Kit rinkinys (Invitrogen, Valthamas, JAV), TRIzol
reagentas (Invitrogen, Valthamas, JAV), deoksiribonukleazé I (DNaze I,
Invitrogen, Valthamas, JAV), High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
with RNase Inhibitor rinkinys (Thermo Fisher Scientific Baltics, Vilnius,
Lietuva), Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Valtha-
mas, JAV), citochromo P450 4F2 (CYP4F2) ELISA rinkinys (Cloud-Clone
Corp., Hiustonas, JAV), 2,6-di-tert-butil-4-metilfenolis (butilintas hidroksito-
luenas, BHT) (Dr. Ehrenstofer GmbH, Augsburgas, Vokietija), acto riigstis
(> 99,5 proc. grynumas, Honeywell Research Chemicals, Seelze, Vokietija),
etilacetatas (> 99,5 proc. grynumas, Honeywell Research Chemicals, Seelze,
Vokietija), etanolis (96 proc. grynumas, Vilniaus degting, Vilnius, Lietuva),
20-HETE ELISA rinkinys (Detroit R&D, Inc., Detroitas, JAV), ACE2 ELISA
rinkinys (Biovendor, Brno, Cekijos Respublika), 20-HETE (> 98 proc.
grynumas, Cayman Chemical Company, An Arboras, JAV), 19(R)-HETE
(> 98 proc. grynumas, Cayman Chemical Company, An Arboras, JAV), para-
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formaldehidas (Sigma-Aldrich, Sent Luisas, JAV), Triton X-100 (Sigma-
Aldrich, Sent Luisas, JAV), 4',6-diamidino-2-fenilindolo dihidrochloridas
(DAPI, Thermo Fisher Scientific Baltics, Valthamas, JAV), anti-GPR75 anti-
ktinai (Sigma-Aldrich, Sent Luisas, JAV), rodaminu zyméti ozkos antikiinai
pries triuSio I1gG (Sigma-Aldrich, Sent Luisas, JAV), ProLong™ Glass
Antifade Mountant (Invitrogen, Valthamas, JAV), Genomic DNA Purification
Kit rinkinys (Thermo Fisher Scientific, Valthamas, JAV), TagMan™ SNP
Genotyping Assays (Thermo Fisher Scientific, Valthamas, JAV), TagMan®
Universal Master Mix Il miSinys (Thermo Fisher Scientific, Valthamas, JAV),
adenozino difosfatas (Chrono-Log Corporation, Havertown, JAV), epinefri-
nas (0,1 proc., WZF POLFA, VarSuva, Lenkija).

2.3.3. Priemonés

Lasteliy kultury kultivavimui ir tyrimams naudotos priemonés: serolo-
ginés pipetés (5, 10 ir 25 ml tario, pipe€iy antgaliai (10, 20, 100, 200 ir
1 000 pl tiirio), centrifuginiai mégintuvéliai, Saldymo mégintuvéliai, mégin-
tuvéliai (15 ir 50 ml tario), 25 cm? (T-25) ir 75 cm? (T-75) lasteliy kulttry
flakonai (Nunclon Delta Surface, Thermo Scientific, Valthamas, JAV), 6, 12,
24 ir 96 sulin¢liy kultiiry plokstelés (Nunclon Delta Surface, Thermo Scien-
tific, Valthamas, JAV), 96 sulin¢liy Iasteliy kulttiry mikroplokstelés su juodo-
mis sienelémis (Corning Inc., JAV), Countess lasteliy skaic¢iavimo stikleliai
su kameromis (/nvitrogen, Valthamas, JAV). Geny raiskos tyrimams naudotos
MicroAmp Optical 96 Sulinéliy plokstelés (Applied Biosystems, Valthamas,
JAV). Veninis kraujas buvo paimamas j BD Vacutainer® vakuuminius
mégintuvélius su KoEDTA (dikalio etilendiamintetraacetatu) genetiniams
tyrimams bei | mégintuvélius su 3,2 proc. natrio citrato tirpalu trombocity
agregacijos tyrimams (Becton, Dickinson and Company (BD), Franklin
Lakes, JAV).

2.3.4. Laboratoriné jranga

Tyrimams naudota laboratoriné jranga: Heracell VIOS 160i lasteliy
kultiiry inkubatorius (Thermo Electron LED GmbH, Langenselboldas,
Vokietija), Countess Il FL lasteliy skaiciuotuvas (Life Technologies, Botelis,
JAV), EVOS XL Core vaizdinimo sistema (/nvitrogen, Botelis, JAV), Infi-
nite® M Plex mikroploksteliy skaitytuvas (Tecan Austria GmbH, Grédigas,
Austrija), SUB Aqua Pro vandens vonelé (Grant Instruments Ltd., Kembri-
dzas, JK), Heraeus Pico 21 centrifuga (Thermo Electron LED GmbH, Oste-
rode, Vokietija), MPS-1 plokSsteliy purtykle (Biosan SIA, Ryga, Latvija), S1
serologiniy pipeciy dozatorius (Thermo Scientific, Valthamas, JAV), Hera-
safe 2030i 11 klasés biologinés saugos vertikalaus srauto laminaras (7hermo
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Electron LED GmbH, Langenselboldas, Vokietija), MSC-Advantage 11 klasés
biologinés saugos vertikalaus srauto laminaras (Thermo Electron LED GmbH,
Langenselboldas, Vokietija), Waters ACQUITY UPLC H-Class efektyviosios
skys¢iy chromatografijos sistema (Waters Corporation, Milfordas, JAV),
Waters Xevo TQOD trigubo kvadrupolio masiy spektrometras (Waters Corpo-
ration, Milfordas, JAV), 3D lazerinis skenuojantis vibrometras (Polytec
GmbH, Valdbronas, Vokietija), impedanso analizatorius (Wayne Kerr Elec-
tronics Ltd., Bognor Regis, JK), NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Valtha-
mas, JAV), Tprofessional termocikleris (Biometra GmbH, Getingenas,
Vokietija), QuantStudio 5 tikro laiko PGR sistema (Applied Biosystems, Sin-
gapiras, Singaptro Respublika), StatFax 4200 mikroploksteliy skaitytuvas
(Awareness Technologies, Palm City, JAV), EVOS M7000 vaizdinimo sistema
(Invitrogen, Botelis, JAV), Multivap azoto garinimo jrenginys (Organo-
mation, Berlin, JAV), Platelet Aggregometer TA-8V trombocity agregometras
(SD Innovation, Frouard, Pranciizija).

2.3.5. Programiné¢ jranga

ImageJ v1.54d versija (Nacionalinis sveikatos institutas (NIH), Betesda,
JAV), Tecan i-control 2.0 versija (Tecan Group Ltd., Méannedorfas, Sveica-
rija), Primer-BLAST (Nacionalinis biotechnologinés informacijos centras
(NCBI), Betesda, JAV), UCSC In-Silico PCR V39x1I versija (Kalifornijos
universitetas (UCSC), Santa Kruzas, JAV), OligoAnalyzer 3.1 versija (Inte-
grated DNA Technologies, Koralvilis, JAV), ND-1000 v3.7.1 versija (Thermo
Fisher Scientific, Valthamas, JAV), ThromboSoft v.1.6.1.3 versija (SD Inno-
vation, Frouard, Pranctzija), GraphPad Prism v.8 versija (GraphPad Soft-
ware, Inc., San Diegas, JAV), Microsoft Office LTSC Professional Plus 2024
(Microsoft Corporation, Redmondas, JAV), IBM SPSS Statistics v.27.0 ver-
sija (IBM Corporation, Armonk, JAV). Iliustracijos buvo parengtos naudojant
BioRender.com platforma (Torontas, Kanada).

2.4. Tyrimo metodai su lasteliy kultiiromis

2.4.1. Lasteliy kultiry kultivavimas

HUVEC, RPTEC/TERT1 bei HepG2 lasteliy kultiroms pasiekus apie
70-80 proc. pavirSiaus ploto padengimg T-75 kultiiry flakonuose, lastelés
buvo perkeliamos i 6, 12, 24 arba 96 suliné¢liy kultiiry ploksteles, priklauso-
mai nuo eksperimento tipo, ir inkubuojamos jprastinémis saglygomis Heracell
VIOS 160i 1asteliy kultiry inkubatoriuje. Lasteliy linijos nuo pavirSiaus buvo
atskiriamos fermentiniu biidu naudojant 0,05 proc. tripsino-EDTA tirpala.
Lasteliy koncentracija ir gyvybingumas buvo vertinami naudojant automatinj
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Countess Il FL lasteliy skaiCiuotuva, pries§ pers¢jant jas j kultary ploksteles.
Lasteliy proliferacija buvo stebima naudojant EVOS XL Core vaizdinimo
sistemg. Lastelés buvo periodiskai tiriamos dél kontaminacijos mikoplazmo-
mis naudojant e-Myco Mycoplasma PCR Detection Kit rinkinj. Visi eksperi-
mentai su HUVEC lastelémis buvo atliekami naudojant 3—6 dalijimosi ciklo
lasteles. RPTEC/TERT]1 lastelés buvo naudojamos nuo 52-ojo dalijimosi
ciklo, o HepG2 lIgstelés — nuo 33-iojo dalijimosi ciklo.

2.4.2. Lasteliy kultiiry veikimas Sirdies ir kraujagysliy sistema

veikiandiais vaistais

I tyrimo etapo pradzioje buvo jvertintas dviejy kliniskai placiai vartoja-
my vaisty, daznai skiriamy ISL sergantiems pacientams — antikoagulianto
rivaroksabano ir antiagreganto tikagreloro — poveikis endotelio ir kepeny
lasteléms. Sie tyrimai leido nustatyti junginiy pleotropinj poveikj, susijusj su
RAS aSies komponentais ir optimizuoti tyrimo salygas tolesniems I etapo
darbams. Tyrimai, atlikti su endotelio, inksty ir kepeny lastelémis, buvo skirti
sistemingai charakterizuoti RAS inhibitoriy inicijuojamus specifinius mole-
kulinius veikimo mechanizmus ir jy pleotropininius bei kliniking reikSme
turintj poveikj, ypa¢ aktualy pacientams, sergantiems ISL.

Rivaroksabano tirpalas buvo paruostas iStirpinus vieng 20 mg Xarelto
tablete 9 mg/ml natrio chlorido tirpale su albuminu, palaikant 37 °C tempera-
tirg. Albumino tirpalas buvo paruostas iStirpinus 100 mg galvijy serumo
albumino (angl. bovine serum albumin, BSA) 900 pul natrio chlorido tirpalo.
Vaisto ir albumino tirpalai buvo sumai$yti, atsizvelgiant j tai, kad rivaroksa-
bano jungimasis prie serumo albumino yra 92-95 proc. Tiksli paruosto
pradinio rivaroksabano tirpalo koncentracija nustatyta naudojant efektyvio-
sios skys¢iy chromatografijos ir tandeminés masiy spektrometrijos sistema,
sudaryta i§ Waters Acquity H-Class skys¢iy chromatografo ir trigubo kvadru-
polio Waters Xevo TQOD masiy spektrometro, veikiancio neigiamos elektro-
pursSkimo jonizacijos rezimu. HUVEC lIgstelés buvo veikiamos 0,1-10 pmol/l
(uM) rivaroksabano tirpalu ir inkubuotos 24 val.

Tikagreloro pradinis tirpalas buvo paruostas istirpinus 90 mg tikagreloro
tablete dvigubai distiliuotame vandenyje. IStirpinto tikagreloro kiekybiné
analizé buvo atlikta naudojant UPLC-QTOF-MS (angl. Ultra-Performance
Liquid Chromatography—Quadrupole Time-of-Flight Mass Spectrometry)
metoda. Skirtingy koncentracijy tikagreloro tirpalai (0,5, 1,2, 3 ir 5 uM) buvo
paruosti praskiedus apskaiciuotg pradinio tirpalo kieki 0,9 proc. natrio chlori-
du. HUVEC ir HepG2 lastelés 24 val. buvo inkubuojamos su 10 pl kiekvieno
tikagreloro tirpalo — galutinés tikagreloro koncentracijos HUVEC ir HepG2
lasteliy terpéje atitinkamai sieké 2,5, 5, 10, 15 ir 25 nM.
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Kaptoprilio pradinis tirpalas buvo paruostas iStirpinus medziaga PBS
(pH 7,4). Losartano kalio druska ir MLLN-4760 buvo istirpinti DMSO. Galu-
tiniai junginiy tirpalai, kuriais buvo veikiamos lasteliy kultiiros, paruosti
atliekant skiedimus pilnos sudéties Igsteliy kultiry mitybine terpe. HUVEC,
RPTEC/TERT1 ir HepG2 lasteliy linijos buvo paveiktos kaptoprilio galutiné-
mis koncentracijomis nuo 0,25 iki 2,25 uM, losartano —nuo 0,75 iki 2,75 uM,
0 MLN-4760 — nuo 0,05 iki 1 uM lasteliy mitybinéje terp¢je. Kaptoprilio ir
losartano koncentracijos buvo parinktos atsizvelgiant  jy terapines koncent-
racijas zmogaus plazmoje, pasiekiamas gydymo metu, siekiant uztikrinti, kad
in vitro rezultatai buity tinkamai interpretuojami klinikiniame kontekste [210—
213]. MLN-4760 koncentracijy intervalas buvo pagristas ankstesniais tyri-
mais, kuriuose buvo nagrinéjamas sio junginio poveikis in vitro, ir pasirinktas
detalesniam ACE2 inhibicijos bei su ja susijusiy signaliniy keliy poveikiui
endotelio, inksty bei kepeny lastelése tirti [214]. Lasteliy kultiiros su nuro-
dytais junginiais buvo inkubuojamos 24 val.

2.4.3. Lasteliy kultiiry sinerginis veikimas vaistais
ir Zemo daZnio ultragarsu

Nepatologines endotelio ir inksty Igsteliy linijas paveikus RAS inhibito-
riais kaptopriliu ir losartanu, Igsteliy kulttry plokstelés netrukus buvo inku-
buojamos specialiai sukurtame UG vonelés jrenginyje, pripildytame disti-
liuoto vandens (2.4.3.1 pav.). Siame jrenginyje buvo taikomas 69 kHz daznio
ir Zemo intensyvumo (5-10 mW/cm?) UG 5 min. trukmés intervalu, siekiant
nepakenkti lasteliy struktiirai. Tuomet lgstelés dar 24 val. buvo inkubuojamos
lasteliy kultiry inkubatoriuje jprastinémis saglygomis.

B | e

2.4.3.1 pav. Zemo daznio UG jrenginys su vonele,
pritaikyta lgsteliy kultiiry ploksteléms

A — Ultragarsinés vonelés signalo valdiklis; B — Ultragarsiné vonelé su pjezoelementais,
pripildyta distiliuotu vandeniu.
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Ultragarsinei stimuliacijai buvo sukonstruota specialiy matmeny vonelé
su dviem disko formos bimorfinio tipo pjezoelektriniais keitikliais, pritvir-
tintais prie dugno, siekiant optimalaus energijos perdavimo j Iasteliy kultiiry
plokstele (2.4.3.1 lentel¢). Tokia konstrukcija buvo pasirinkta dél trijy techni-
niy privalumy: (1) bimorfiné struktiira, jtvirtinta krastuose, generuoja dides-
nes virpesiy amplitudes; (2) radialinio rezimo virpesiai sudaro tolygesnj ir
maziau issisklaidziusj akustinj lauka; (3) auksStesniame UG daznyje radialinio
rezimo virpesiai sukuria daugiau energijos. Pjezoelektriniams keitikliams
valdyti buvo sukurtas specialus valdiklis, leidziantis juos veikti rezonansiniu
69 kHz dazniu, nustatytu naudojant 3D lazerinj skenuojantj vibrometrg ir im-
pedanso analizatoriy. Tyrimai patvirtino, kad biitent Siame daznyje pasie-
kiamos didziausios virpesiy amplitudés, todél jis buvo pasirinktas tolesnei
lasteliy kultury sonifikacijai.

2.4.3.1 lentelé. Zemo daznio UG jrenginio charakteristikos

Daznis ~69 kHz
Galia 40 W
Galios reguliavimas 40-100 proc.
Talpa 0,51
Vonelés dydis (mm) 120 x 80 x 10
Matmenys (mm) 130 x 90 x 60
Maitinimo Saltinis 220 V/50 Hz
Laikmatis 1-99 min.
Priedai laikiklis

2.4.4. Lasteliy kultiry metabolinio aktyvumo nustatymas

Lasteliy metabolinis aktyvumas buvo vertinamas taikant kolorimetrinj 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolio bromido (MTT) redukcijos
metoda [215]. Metaboliniu poziiiriu aktyviy (gyvybingy) lasteliy mitochon-
drijy fermentai, NAD(P)H priklausomos oksidoreduktazés, redukuoja vande-
nyje tirpig geltonos spalvos MTT druska i netirpius violetinés spalvos forma-
zano kristalus. Susidares formazano kiekis tiesiogiai koreliuoja su gyvy laste-
liy skai¢iumi bei jy metaboliniu aktyvumu. | 96 Sulinéliy ploksteles buvo
séjama po 2 x 10* HUVEC ar RPTEC/TERT1 lasteliy. Po 24 val. inkubacijos
lastelés buvo veikiamos RAS inhibitoriais ar Siais junginiais kartu su Zemo
daznio UG. Po 24 val. inkubacijos buvo atlickamas MTT testas — j Suliné-
livose esancig mitybing terpe be serumo buvo pridedama 5 mg/ml MTT
tirpalo ir inkubuojama 3,5 val. [216]. Tuomet susidar¢ formazano kristalai,
naudojant ploksteliy purtykle, buvo 15 min. tirpinti DMSO. Optinis tankis
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buvo matuojamas mikroploksteliy skaitytuvu, taikant 550 nm matavimo ir
620 nm referentinj Sviesos bangos ilgi. Lastelés, inkubuotos terpéje be tiria-
myjy medziagy, buvo naudojamos kaip kontrolinés (100 proc. gyvybingu-
mas). Sulinéliai be lasteliy buvo naudojami foniniam optiniam tankiui nusta-
tyti, kuris buvo atimtas i§ visy matavimy. Kiekvienam tiriamojo junginio
koncentracijos meéginiui, taip pat kontroliniams ir fono méginiams buvo
ruoSiama po tris pakartotinius Sulin¢lius.

2.4.5. Lasteliy kultiiry proliferacijos ir lasteliy dydZio jvertinimas

HUVEC lasteliy kultiiry proliferacija buvo vertinta naudojant Coun-
tess Il FL automatinj lasteliy skaiciuotuva. Lasteliy skaifius nustatytas
taikant dazo ekskliuzijos testa su tripano mélynuoju. Metodo principas
grindziamas tuo, kad gyvy lasteliy plazminé membrana yra selektyviai
pralaidi ir nepraleidzia dazy molekuliy, tod¢l Igstelés iSlieka nenusidaziusios.
HUVEC Iasteles pries RNR iSskyrimg geny raiskos analizei buvo atskirtos
nuo pavirSiaus ir suskaiCiuotos. Trumpai, lasteliy suspensijos dalis buvo
praskiesta santykiu 1:1 (v/v) su 0,4 proc. tripano mélynojo dazu ir jleista i
Countess lasteliy skaiCiavimo kamerg. Lasteliy skaicius buvo nustatomas
pagal jy dazymosi ypatybes, atskiriant gyvas ir negyvas lasteles. Lasteliy
skaiCiuotuvas taip pat pateiké gyvy ir negyvy lasteliy dydzio matmenis,
iSreikStus mikrometrais (um).

2.4.6. Lasteliy kultiiry migracijos tyrimas ,,Zaizdos gijimo*“ metodu

Lasteliy migracijos tyrimui, pasitelkus ,,zaizdos gijimo* modelj, HUVEC
Igstelés buvo séjamos 4 x 10* Igsteliy/cm?, 0 RPTEC/TERT1 — 6 x 10* Igste-
liy/cm? tankiu. Po 24 val. inkubacijos, kai susidaré vientisas lgsteliy viena-
sluoksnis, jame buvo suformuotas 0,5 mm plocio jbréZimas, imituojantis
zaizda [217]. Lastelés Sulinéliuose atsargiai praplautos PBS ir uZpiltos seru-
mo neturinia mitybine terpe, papildyta RAS inhibitoriais. Lastelés buvo
veikiamos Zemo daznio UG, kaip apraSyta anksCiau. Lasteliy migracija i
paZeistas vietas buvo fiksuota naudojant fazinio kontrasto mikroskopija.
Zaizdos srities vaizdai buvo uZfiksuoti 0 ir 4 val. po jbréZimo naudojant
EVOS XL Core lasteliy vaizdinimo sistema. Zaizdos ploto sumazéjimas buvo
kiekybiskai jvertintas matuojant jos plota kiekvienu laiko momentu /mageJ
v1.54d programine jranga (2.4.6.1 pav.).
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2.4.6.1 pav. Endotelio lgsteliy Zaizdos ploto jvertinimas
po 4 val. inkubacijos

A — kontrolinés Igstelés (Iastelés inkubuotos auginimo terpéje be kaptoprilio); B — lastelés,
veiktos 1,75 uM kaptopriliu.

Zaizdos ploto sumaZzéjimo procentas buvo apskai¢iuotas pagal pradinj
zaizdos plotg, naudojant formule:

Zaizdos ploto B Zaizdos plotas t, laiku — Zaizdos plotas t, laiku y

e v 100
sumazejimas Zaizdos plotas t, laiku

2.4.7. Azoto oksido kiekio nustatymas

Bendras NO kiekis HUVEC lasteliy, paveikty RAS inhibitoriais kartu su
zemo daznio UG, lasteliy kultiiry terpés supernatantuose buvo nustatytas
vadovaujantis Nitric Oxide Assay Kit rinkinio gamintojo pateiktu protokolu.
Sis tyrimo metodas leido aptikti ir kiekybiskai nustatyti nitrit3 (NO3) ir
nitratg (NO3 ) — pagrindinius stabilius NO metabolitus. Rinkinyje naudojamas
nitrato reduktazés fermentas, kuris katalizuoja nitrato virtima nitritu. Tuomet
nitritas nustatomas atlieckant Griso (angl. Griess) reakcijg, kurios metu
susidaro spalvotas azo junginys. Reakcijos produkty optinis tankis buvo
matuojamas esant 540 nm bangos ilgiui naudojant mikroploksteliy skaity-
tuva. Nitrito ir nitrato koncentracijos buvo apskaifiuotos pagal standartines
kalibracijos kreives, sudarytas naudojant zinomy koncentracijy standartus.
Bendras NO kiekis méginyje buvo apskaifiuotas sumuojant nustatytas nitrito
ir nitrato koncentracijas. Teigiamai NO sintezés kontrolei HUVEC lastelés
buvo paveiktos acetilcholinu (10 uM). Pagal gamintojo pateiktus duomenis,
metodo pakartojamumas yra auksStas — vidinis tyrimo (angl. intra-assay)
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kintamumas nevirsija 1,7 proc. (vidutiné variacijos koeficiento proc. reiks-
m¢é), o tarp tyrimy (angl. inter-assay) kintamumas nevirsija 4 proc. tiek nitri-
to, tiek nitrato koncentracijos matavimuose, uztikrinant rezultato patiki-
muma.

2.4.8. Aktyviy deguonies junginiy nustatymas

ADJ susidarymas RPTEC/TERT1 Igstelése, paveiktose RAS inhibito-
riais kartu su Zzemo daznio UG, buvo nustatytas ROS/Superoxide Detection
Assay Kit rinkiniu, vadovaujantis gamintojo pateiktomis instrukcijomis. | 96-
Sulinéliy juodas polistirenines ploksteles buvo sé¢jama po 2 x 10* RPTEC/
TERTTI lasteliy. Po 24 val. inkubacijos lastelés paveiktos kaptopriliu, losarta-
nu bei MLN-4760 kartu su zemo daznio UG. Junginiais lgstelés buvo
veikiamos 1 val., véliau atliktas indukcijos etapas su oksidacinio streso
nustatymo reagentu. Po 1 val. inkubacijos fluorescencijos intensyvumas buvo
matuojamas mikroploksteliy skaitytuvu, taikant standartinius fluoresceino
filtro parametrus (Zadinimo bangos ilgis — 488 nm, emisijos — 520 nm)
galutinio matavimo (angl. endpoint) rezimu. Kiekvieno tyrimo metu buvo
itrauktos kontrolés: teigiama kontrolé¢ (ADJ induktorius piocianinas, 25 pM),
neigiama kontrolé¢ (ADJ inhibitorius N-acetil-L-cisteinas, 5 mM), kontroli-
niai meginiai (Iastelés su tirpikliu dimetilformamidu), kontroliniai méginiai
autofluorescencijos matavimui (Igstelés su mitybine terpe) bei fono kontrolés
Sulin¢liai (tik su oksidacinio streso nustatymo reagentu). Kontroliniai
méginiai rod¢ tik Zemus autofluorescencijos signalus. Lastelés, veiktos ADJ
inhibitoriumi (N-acetil-L-cisteinu), taip pat pasizymejo mazu fluorescencijos
intensyvumu. Santykinis fluorescencijos intensyvumas kiekvienam RPTEC/
TERT1 lasteliy poveikio variantui buvo normalizuotas pagal atitinkamus
eksperimento kontrolés méginius.

2.4.9. Geny raiskos tyrimas

RNR isskyrimas ir kopijinés DNR sintezé

Visuminé¢ RNR i§ HUVEC, RPTEC/TERT1 ir HepG2 Iasteliy buvo
iSskirta naudojant PureLink RNA Mini Kit rinkinj kartu su TRIzol reagentu
[218], vadovaujantis gamintojo pateiktomis rekomendacijomis. Rinkinio
veikimo principas grindziamas organiniu iSskyrimu ir vélesniu visuminés
RNR imobilizavimu ant silicio pagrindo membranos. ISgrynintos RNR
koncentracija ir grynumas nustatyti naudojant bekiuvet] spektrofotometra
NanoDrop 2000, matuojant UV spinduliuotés absorbcijg ties 260 nm bangos
ilgiu (A260) bei absorbcijos santykius (A260/A280; A260/A230). Genomine
DNR buvo pilnai paSalinta iSgryninta RNR paveikus deoksiribonukleaze I
(DNaze I). 1ki 0,5 ng RNR buvo paveikta 1 vieneto (U)/ul koncentracijos
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DNazés I tirpalu. Méginiai atitiko tikro laiko polimerazés grandinés reakcijos
(PGR) tyrimui rekomenduojama kokybe [219]. Santykinei geny raiSkai
nustatyti buvo atlikta atsitiktiniy heksameriniy pradmeny (angl. random
hexamer primers) inicijuota atvirkstine transkripcija naudojant High-Capa-
city cDNA Reverse Transcription Kit with RNase Inhibitor rinkinj, reakcijai
naudojant 0,5 ng RNR. Paruosti méginiai perkelti | 7professional termocik-
ler}, kuriame reakcija buvo vykdoma pagal Sig programa: 10 min. esant 25 °C
temperatiirai, 2 val. esant 37 °C ir 5 min. esant 85 °C.

Kiekybinis tikro laiko polimerazés grandinés reakcijos tyrimas

Geny raiSkos kiekybiniai tikro laiko polimerazés grandininés reakcijos
(PGR) tyrimai buvo atlikti vadovaujantis MIQE gairémis [220]. Reakcijos
buvo vykdomos MicroAmp Optical 96 Sulinéliy plokstelése naudojant Quant-
Studio 5 tikro laiko PGR sistema. Reakcijos buvo atliekamos 10 pl bendrame
turyje, sudarytame i§ 5 pul 2x Power SYBR Green PCR Master Mix, 2,5 pl
PGR grynumo vandens, 250 nM (galutin¢ koncentracija) kiekvieno pradmens
ir 10 ng kopijinés DNR (kDNR). Santykinés geny raiSkos tyrimams naudoty
pradmeny sekos pateiktos 2.4.9.1 lentel¢je. Tikro laiko PGR buvo vykdomos
termociklyje pagal Siuos temperatiiros parametrus: 95 °C 10 min., 40 cikly po
95°C 15, 60,6 °C 30s ir 72 °C 1 min. Reakcijos pabaigoje buvo atlikta
lydymosi kreivés analizé. Tyrimai buvo atlikti méginius kartojant tris kartus
pagal gamintojo rekomendacijas, apskaiCiuojant Ct (angl. threshold cycle)
reikSmiy vidurkius. Tikro laiko PGR metodika buvo patvirtinta tiek in silico,
tiek eksperimentiniu biidu, jvertinant pradmeny specifiSkumg ir efektyvuma.
Pradmeny specifiSkumas ir tinkamumas buvo tikrinamas naudojant Primer-
BLAST ir UCSC In-Silico PCR irankius, atsizvelgiant | pradmeny ilgj, lydy-
mosi temperatiirg bei GC nukleotidy kieki. Atrinktos pradmeny poros buvo
papildomai jvertintos naudojant OligoAnalyzer jrank], siekiant jvertinti gali-
my antriniy struktiiry, homodimery ar heterodimery susidarymo rizika.
Normalizuota santykiné tiriamy geny raiska buvo apskai¢iuota taikant 2 44¢t
metoda [221]. Geny raiSkos normalizavimui buvo naudojamas stabilus refe-
rentinis (angl. housekeeping gene) transferino receptoriaus (TFRC) genas.
TFRC pasizyméjo amplifikacijos efektyvumu (E) artimu 100 proc., nusta-
tytas platus linijinis dinaminis intervalas (angl. linear dynamic range) ir auks-
ta tiesiSkumo koreliacija (R? > 0,99), tiriant eksperimentiniy sglygy kDNR
meéginius. Santykinés geny raiSkos rezultatai pateikti kaip ACt (ACt =
Cr tiriamojo geno — CT referentinio geno) 1t kaip pokytis kartais (PK, angl. fold change,
FC), apskaiCiuotas — PK = 2744¢t,
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2.4.10. CYP4F2 nustatymas

CYP4F2 baltymo koncentracija HUVEC lgsteliy, veikty rivaroksabanu
ir tikagreloru, lizatuose buvo nustatyta naudojant komercinj ,,sumustinio*
tipo imunofermentinés analizés (ELISA) CYP4F2 rinkinj. HUVEC lasteliy
lizatai po lasteliy atskyrimo buvo ruosti lasteles suspenduojant Saltame PBS
(4 °C) ir centrifuguojant 5 min. 1500 x g grei€iu. Véliau lastelés buvo resu-
spenduotos 300 pl lizés buferio, 10 min. inkubuotos ant ledo, 10 min. centri-
fuguotos 10000 x g grei¢iu 4 °C temperatiiroje, o surinkti supernatantai
uzsaldyti —80 °C temperatiiroje iki tolesnés analizés. ELISA analizé buvo
atlikta pagal gamintojo pateikta protokola (SEL399Hu). CYP4F2 koncent-
racija buvo nustatyta matuojant optinj tankj 450 nm bangos ilgyje, naudojant
mikroploksteliy skaitytuvg. CYP4F2 koncentracijos méginiuose buvo
apskaiCiuotos pagal standartines kreivés duomenis.

2.4.11. Eikozanoidy i§skyrimas ir 20-HETE nustatymas

20-hidroksieikozatetraeno rtgsties (20-HETE) i$skyrimas i§ HUVEC
kultiiry mitybinés terpés buvo atliktas taikant skysciy-skysciy ekstrakcijos
metoda, pritaikyta mazo ttrio biologiniams méginiams. Tyrimui naudotos
HUVEC lasteliy, 24 val. veikty RAS inhibitoriais, mitybinés terpés. Siekiant
pasalinti lasteles bei jy fragmentus, terpés 20 min. centrifuguotos 2500 x g
grei¢iu 4 °C temperatiiroje. Po centrifugavimo gautas supernatantas, kuriame
yra lgsteliy iSskirti metabolitai, jskaitant 20-HETE, buvo atskirtas nuo
nuosédy ir panaudotas tolesnei eikozanoidy ekstrakcijai. Ekstrakcijos metu
méginiai buvo stabilizuoti butilintu hidroksitoluenu (10 mg/ml), apsauganciu
nuo lipidy oksidacijos, ir partigStinti acto riigStimi (= 99,5 proc.) iki pH 4.
Eikozanoidy frakcijos buvo ekstrahuotos etilacetatu santykiu 1:1 (v/v). Mégi-
niai maiSyti purtykléje ir centrifuguoti 20 min. 2500 x g grei¢iu kambario
temperatiiroje. Po centrifugavimo virSutiné¢ organiné faz¢ buvo atskirta,
surinkta ir i§garinta azoto srove Multivap garinimo jrenginiu, palaikant 40 °C
temperatiirg iki visiSko tirpiklio pasalinimo. Gauti sausi ekstraktai buvo iStir-
pinti 20 pl 96 proc. etanolio ir praskiesti 130 pl 1x méginiy skiedimo buferiu,
kad biity gauta tinkama koncentracija tolesnei imunofermentinei analizei
(ELISA). Paruosti méginiai buvo laikomi —80 °C temperatiroje iki analizes,
atliktos per 24 val.

20-HETE kiekis HUVEC kulttry terpés ekstraktuose buvo nustatytas
naudojant Detroit R&D konkurencinio tipo in vitro 20-HETE ELISA rinkinj,
laikantis gamintojo protokolo. Sis metodas pagristas 20-HETE ir fermentis-
kai (krieny peroksidaze) konjuguoto analogo konkurencija dél prisijungimo
prie specifinio antikiino. Po inkubacijos ir plovimo etapy pridétas substratas,
kurio optinis tankis buvo matuojamas 450 nm bangos ilgyje naudojant mikro-
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ploksteliy skaitytuvag ir buvo atvirk$¢iai proporcingas meéginyje esanciai
20-HETE koncentracijai. Gauty rezultaty analize atlikta pagal standartinés
kreivés duomenis, leidziancius kiekybiskai jvertinti 20-HETE koncentracija.

2.4.12. GPRT7S vertinimas netiesioginés imunofluorescencijos
metodu

Lasteliy kultiiros buvo daZzomos netiesioginés imunofluorescencijos
metodu, siekiant nustatyti GPR75 baltymo lokalizacija ir raiSka. Lastelés
buvo augintos ant 13 mm skersmens stikleliy, patalpinty Igsteliy kultiry
plokstelés Sulinéliuose. Pries dazyma i§ Sulinéliy buvo pasalinta terpé, o
lastelés tris kartus praplautos kambario temperatiros PBS. Lasteles fiksuotos
4 proc. paraformaldehidu 10 min. kambario temperatiiroje, po to tris kartus
praplautos PBS, Svelniai vartant plokstele. Permeabilizacija atlikta inkubuo-
jant lasteles 0,2 proc. Triton X-100/PBS tirpale 10 min. kambario temperati-
roje, po to lastelés praplautos PBS. Nespecifiniam antikiiny prisijungimui
blokuoti lgstelés inkubuotos 1 proc. BSA tirpale 45 min. kambario tempera-
turoje. Po blokavimo Igstelés inkubuotos su pirminiu anti-GPR75 antikiinu
(10 pg/ml) 20 val. 4 °C temperatiiroje. Po inkubacijos Igsteles tris kartus
praplautos PBS. Rodaminu Zyméti antriniai anti-IgG antiktinai (2 pg/ml)
buvo inkubuojami 1 val. kambario temperatiiroje tamsoje. Po inkubacijos
lastelés tris kartus plautos PBS tamsoje. Branduolio DNR vizualizuoti buvo
naudojamas DAPI tirpalas (1 pg/ml), inkubuojant 10 min. kambario tempera-
tiroje, po to lgstelés dar kartg praplautos PBS. Preparatai paruosti fluorescen-
cinei mikroskopijai naudojant ProLong™ Glass Antifade Mountant terpg:
terpé uzlasinta ant objektinio stiklelio, o stiklelis su nudazytomis lgstelémis
apvertus uzdétas ant terpés. ParuoSti preparatai buvo analizuojami EVOS
M7000 fluorescenciniu mikroskopu, o stikleliai laikyti 4 °C temperatiiroje
tamsoje.

2.5. Tyrimo metodai su Zmoniy biologine medZiaga

2.5.1. Tiriamyjy pacienty grupés

Tyrimai buvo atlikti su 122 ligoniais, serganéiais ISL, kurie buvo hospi-
talizuoti Kauno kliniky Kardiologijos klinikoje nuo 2021 iki 2024 m. Ligo-
niai buvo suskirstyti | dvi grupes pagal Lietuvoje taikomas Europos kardio-
logy draugijos (angl. European Society of Cardiology, ESC) gaires. Grupés
sudarytos atsizvelgiant j klinikine ligos i§raiska (stabilig ISL ir amy koro-
narinj sindromg (UKS)). Tiriamiesiems buvo vertinami VA paZeidimo pozy-
miai, kurie nustatyti atlieckant VA angiografijos (VAA) bei VA daugia-
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sluoksnés kompiuterinés tomografijos angiografijos (VA DKTA) tyrimus
[222].

I grupe sudaré sergantys stabilia kritinés angina (SKA) (n = 30;
17,0 proc. imties). II grupe sudaré sergantys UKS (miokardo infarktu arba
nestabilia kriitinés angina) (n = 92; 52,3 proc. imties).

I I grupe jtraukti ligoniai, kuriems biidingi fizinio kriivio sukelti kriitinés
anginos simptomai, nekintantys > 6 savaites. Ligoniai netur¢jo klinikiniy,
elektrokardiografiniy ar biocheminiy UKS pozymiy. Diagnostika atlikta
ivertinus kardiologo apzitiros ir VAA tyrimo duomenis, nustatant VA pazei-
dimo pozymius. Sioje grupéje taip pat buvo pacienty, kuriems nustatyta létiné
VA okliuzija (angl. chronic total occlusion, CTO) ir aukstos rizikos ateroskle-
rozinés ploksteles (angl. high-risk plaque, HRP). Létiné VA okliuzija, diagno-
zuota pagal VAA duomenis, taikant tarptautinj CTO apibrézima — > 3 meén.
trunkanti visiska (100 proc.) VA okliuzija, kai néra antegradinés distalinés
kraujotakos (TIMI kriterijus 0 (angl. Thrombolysis in Myocardial Infarc-
tion)). | $ig grupe priskirti pacientai, kuriems nustatyta izoliuota CTO arba
CTO kartu su kitomis epikardinémis stenozémis ir klinikine¢ buklé¢ atitiko
SKA kriterijus. Ligoniai, kuriems nustatytos aukstos rizikos aterosklerozinés
plokstelés, priskirti pagal VA DKTA radinius, atitinkan¢ius HRP kriterijus
[222, 223]. HRP buvo apibrézta, jei nustatyta bent viena i$ Siy savybiy:

1) hipodensiné plokstele (HU <50 (Hounsfieldo vienetai)), rodanti

lipiding nekrozine Serdj,

2) teigiama remodeliacija, kai remodeliacijos indeksas > 1,1,

3) taskiné kalcifikacija (angl. spotty calcification),

4) ,servetélés arba ,ziedo™ pozymis (angl. napkin-ring sign), kai

mazo tankio plokstelés centring dalj supa didesnio tankio ziedas.

II grupei buvo priskirti UKS ligoniai, hospitalizuoti dél Giminio mio-
kardo infarkto (STEMI arba NSTEMI) arba nestabilios kriitinés anginos,
vadovaujantis ESC gairémis [224, 225]. Visiems ligoniams buvo atlikta
perkutaniné VA intervencija (angl. percutaneous coronary intervention, PCI)
ir VA stento implantacija. Pacientams buvo skiriama DAPT — tikagreloro arba
klopidogrelio derinys kartu su aspirinu. Pacientams, atsizvelgiant i klinikines
indikacijas, taip pat buvo skiriami statinai (atorvastatinas, rozuvastatinas,
simvastatinas), AKFi (arba ARB) ir f-adrenoblokatoriai.

Atmetimo Kriterijai. | tyrimg nebuvo jtraukti pacientai, turintys veiks-
nius, galinius reikSmingai padidinti kraujo kre$¢jimo aktyvuma, jskaitant
piktybinius navikus ar sistemines uzdegimines ligas (C reaktyviojo baltymo
koncentracija > 100 mg/l), taip pat pacientai, kuriems neseniai buvo skirta
antibiotiky terapija infekcijoms gydyti, nustatytas inksty funkcijos nepakan-
kamumas, hipotirozé, hipovolemija arba tie, kurie atsisaké dalyvauti tyrime.
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i§ pacienty medicininiy jrasy. Veninio kraujo méginiai biocheminiams ir
trombocity funkcijos tyrimams buvo paimti laikantis standartizuoto proto-
kolo. UKS sergantiems pacientams kraujo méginiai buvo paimti praéjus maz-
daug 24 val. po pradinés antiagreganty dozés skyrimo. SKA sergantiems
pacientams kraujo meéginiai buvo paimti planinio klinikinio iStyrimo metu.

2.5.2. Palyginamoji grupé

Palyginamoji grup¢ buvo atrinkta i§ tarptautinio International Health,
Alcohol and Psychosocial Factors in Eastern Europe (HAPIEE) tyrimo
Kauno kohortos. Klinikin¢ ir demografiné¢ informacija gauta i§ pradinés
Kauno HAPIEE duomeny bazés, sudarytos 2006-2008 m. Buvo atrinkti 69
tyrimo dalyviai, nesirge ISL, cukriniu diabetu ir neturéje metaboliniy sutri-
kimy.

Steb¢jimo laikotarpiu, 2008—-2024 m., 15 asmeny i§ pradinés palygina-
mosios grupés mire, tod¢l nebuvo toliau tiriami. Dokumentuotos mirties
priezastys buvo: 1 asmuo miré dél COVID-19 komplikacijy, 3 — cerebrovas-
kulinés iSemijos, 1 — hipertenzijos komplikacijy, 1 — létinés obstrukcinés
plauciy ligos (LOPL), 1 — plautinés Sirdies ligos, 1 — tulzies akmenligés, 2 —
skirtingy onkologiniy ligy, 1 — sepsio, 1 — kraujagyslinés demencijos.

Atmetus stebéjimo laikotarpiu mirusius asmenis, galuting palyginamaja
saugoti kraujo plazmos méginiai buvo prieinami bioZymeny analizei. Sie
asmenys anamnezéje ir iki 2024 m. netur¢jo iSemines ligos jvykiy. Palygina-
mosios grupes tiriamyjy asmeny amzius — jy jtraukimo j HAPIEE tyrima
metu. | $ig grupe itraukti asmenys buvo vyresnio amziaus, siekiant jvertinti,
kurie veiksniai gali biiti reik§mingi ISL vystymuisi, atsizvelgiant j skirtingus
iSeminio pazeidimo etapus. Plazmos méginiai iki bioZymeny analizés laikyti
—80 °C temperatiiroje.

2.5.3. Genominés DNR iSskyrimas ir geny varianty tyrimas
tikro laiko polimerazés grandininés reakcijos metodu

Veninio kraujo méginiai buvo surinkti j vakuuminius mégintuvelius su
K>EDTA. Genomin¢ DNR iSskirta i§ leukocity taikant iSdruskinimo metoda
arba naudojant Genomic DNA Purification Kit pagal gamintojo rekomen-
dacijas.

Tiriamyjy CYP4F?2 geno varianty (rs2108622, rs1558139, rs3093135 ir
1s2074902) nustatymas atliktas tikro laiko PGR metodu, naudojant TagMan™
SNP Genotyping Assays rinkinius. Rinkinius sudaré du aleliams specifiniai
fluorescenciskai zyméti TugMan® molekuliniai hidrolizés Zymenys ir prad-
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menys, amplifikuojantys tiriamg geno polimorfizmo sritj. Pagal gamintojo
rekomendacijas standarting PGR reakcijg sudaré TagMan® Universal Master
Mix Il miSinys, TagMan™ SNP Genotyping Assay reagentas, PGR grynumo
vanduo ir 1 pl genominés DNR (10 ng reakcijai).

PGR reakcijos miSinys buvo paskirstomas j 96 Sulinéliy ploksteles. Sie-
kiant uztikrinti genotipavimo tikslumg ir rezultaty patikimuma, kiekvienos
reakcijy serijos metu buvo jtraukiami zinomy genotipy kontroliniai méginiai
bei neigiama kontrolé be Sablono (angl. no template control, NTC). PGR
amplifikacijos temperatiiros rezimas: 95 °C — 10 min., 95 °C - 15 s, 60 °C —
90 s. Pastarieji du etapai kartoti 40 cikly. Amplifikacija ir fluorescencijos
signaly registravimas atlikti naudojant QuantStudio™ 5 tikro laiko PGR
sistemga.

2.5.4. Trombocity agregacijos tyrimas

Trombocity agregacijos tyrimas buvo atliktas taikant klasikinj Borno
metoda, kuris leidzia jvertinti kraujo kre$¢jimo dinamika, naudojant trombo-
city agregometry Platelet Aggregometer TA-8V. Veninis kraujas buvo paima-
mas ] specialius vakuuminius mégintuvélius su 3,2 proc. natrio citrato tirpalu.
Kraujo méginiai buvo tiriami per 1 val. nuo paémimo. Prie§ agregacijos tyri-
ma kraujo méginiai buvo centrifuguoti, siekiant gauti dvi plazmos frakcijas:
trombocity turinCig plazmg (angl. platelet-rich plasma, PRP) ir trombocity
neturin¢ig plazma (angl. platelet-poor plasma, PPP). Trombocity turinti
plazma buvo naudojama agregacijos reakcijoms indukuoti ir tirti, o trombo-
city neturinti plazma — kaip referentinis méginys, skirtas pradiniam Sviesos
pralaidumui kalibruoti bei rezultatams normalizuoti. Toliau trombocity
turintys plazmos méginiai buvo veikiami adenozino difosfatu (ADF) ir epine-
frinu (adrenalinu, ADR), kurie buvo naudojami kaip trombocity agregacija
indukuojantys reagentai. Sie induktoriai atlicka esminj vaidmenj aktyvuojant
trombocitus ir skatindami jy agregacija, imituojancig fiziologinj kresulio
formavimosi procesg. Agregometre trombocity agregacijos procesas ($viesos
pralaidumo poky¢iai) buvo fiksuojamas 10 min. (2.5.4.1 pav.). Trombocitams
susijungiant j agregatus, Sviesos pralaidumas didéjo.
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2.5.4.1 pav. Kraujo plazmos trombocity agregacija
indukuota ADF ir ADR

2.5.5. Eikozanoidy i$skyrimas i$ kraujo plazmos méginiy

176 tiriamiesiems 20-HETE buvo i$skirta ir i§gryninta taikant skysciy-
skysciy ekstrakcijos metoda i$ kraujo plazmos meéginiy. Méginiai buvo pa-
veikti antioksidantu butilintu hidroksitoluenu (10 mg/ml) ir partigstinti acto
rugstimi (> 99,5 proc.) iki pH 4. Eikozanoidai buvo ekstrahuoti etilacetatu
santykiu 1:1 (v/v). Méginiai intensyviai 2 min. maiSyti purtykléje ir centri-
fuguoti 20 min. 2500 x g grei¢iu kambario temperatiiroje. Po centrifugavimo
iSsiskyré trys fazes, i$ kuriy virsutiné organiné fazé buvo surinkta ir iSgarinta
azoto srove kaitinant 40 °C temperatiiroje Multivap azoto garinimo jrenginiu
iki sausy ekstrakty. Pries atliekant imunofermentine analiz¢ (ELISA tyrimg),
gauti sausi ekstraktai iStirpinti 20 pl etanolio (96 proc.) ir praskiesti 130 pl 1%
meéginiy skiedimo buferiu.

2.5.6. 20-HETE nustatymas ELISA metodu

20-HETE kiekybin¢ analiz¢ eikozanoidy ekstraktuose i$ kraujo plazmos
meéginiy buvo atlikta naudojant Detroit R&D konkurencinio tipo in vitro 20-
HETE ELISA rinkinj, laikantis gamintojo nurodymy. Tyrimo eiga pavaiz-
duota 2.5.6.1 pav. Gamintojo duomenimis, reikSmingo kryZminio reaktyvu-
mo ar sgveikos tarp 20-HETE ir struktiiriSkai giminingy arachidono, linolo
bei linoleno rugs¢iy nenustatyta. Nustatyta maziausia aptinkama 20-HETE
koncentracija yra 10 pg/ml. Optinis tankis buvo matuojamas mikroploksteliy
skaitytuvu, taikant 450 nm bangos ilgi.
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reakcijg stabdancio tripalo

2.5.6.1 pav. 20-HETE ELISA tyrimo eiga

2.5.7. ACE2 nustatymas ELISA metodu

176 tiriamiesiems ACE2 koncentracija kraujo plazmoje buvo nustatyta
naudojant ,,sumustinio* tipo ACE2 ELISA rinkinj. 96 Sulineliy mikroploks-
telés buvo padengtos Zzmogaus ACE2 atpazjstanciu polikloniniu antiktinu.
I Sulinélius buvo pridedami zinomos koncentracijos standartai ir méginiai. Po
Sulin¢liy plovimo ACE2 buvo atpazintas biotinu konjuguotu monokloniniu
antikinu prie§ ACE2. Po perteklinio antikiino pasalinimo buvo pridétas
streptavidino ir krieny peroksidazés (STREP-HRP) kompleksas. Fermento-
substrato reakcijoje buvo naudotas substratas 3,3',5,5'-tetrametilbenzidinas
(TMB), kurio spalvos intensyvumas, iSmatuotas 450 nm bangos ilgyje mikro-
ploksteliy skaitytuvu, buvo tiesiogiai proporcingas ACE2 koncentracijai
meéginyje.

2.6. Statistiné duomeny analizé

Statistiné duomeny analizé buvo atlikta naudojant programing jranga
GraphPad Prism v.8 bei IBM SPSS Statistics v.27.0. Rezultatams grafiskai
pateikti buvo naudoti GraphPad Prism v.8 ir Microsoft Office LTSC Profes-
sional Plus 2024 programiniai paketai.

Atliekant eksperimentus su HUVEC, RPTEC/TERT1 ir HepG2 lasteliy
linijomis, kiekvienam tiriamajam poveikiui atlikta ne maziau kaip 4 nepri-
klausomi eksperimentai. Duomeny pasiskirstymas vertintas taikant Sapiro—
Vilko (angl. Shapiro—Wilk) normalumo testa. Kadangi duomenys neatitiko
normaliojo skirstinio, skirtumams tarp dviejy nepriklausomy grupiy vertinti
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taikytas neparametrinis Mano—Vitnio (angl. Mann—Whitney U) kriterijus.
Kiekybiniai duomenys pateikiami kaip mediana (maziausia—didZiausia
reik§Sme). Skirtumai laikyti statistiSkai reikSmingais, kai p < 0,05.

Tiriamyjy imties analiz¢je kategoriniy klinikiniy charakteristiky pasi-
skirstymui tarp grupiy vertinti taikytas FiSerio—Frimeno—Haltono (angl.
Fisher—Freeman—Halton) testas, o kiekybiniy kintamyjy palyginimui —
Kruskalo—Voliso (angl. Kruskal-Wallis) testas. Tarpgrupiniams skirtumams
jvertinti atlikta poriné post hoc analize, taikant Mann—Whitney U testg su
Bonferroni korekcija. Genotipy pasiskirstymo atitiktis Hardy—Weinberg
pusiausvyrai vertinta taikant x* testa. RySiams tarp biozymeny ir klinikiniy
parametry nustatyti taikyta Spirmeno (angl. Spearman) rangin¢ koreliacija.
Vienaveiksné logistiné regresija taikyta siekiant jvertinti demografiniy, klini-
kiniy ir biocheminiy kintamyjy ry$j su UKS pasireiskimo tikimybe, apskai-
¢iuojant galimybiy santykius (GS) ir 95 proc. pasikliautinuosius intervalus (PI).
Modelio tinkamumas vertintas taikant Hosmerio—LemesSou (angl. Hosmer—
Lemeshow) kriterijy ir Nagelkerke R’ koeficientg. Daugiaveiksnei logistinei
regresijai ] modelj jtraukti kintamieji, atrinkti pagal vienaveiksnés analizés
rezultatus. Prie§ sudarant model; jvertintas nepriklausomyjy kintamyjy
multikolinearumas, naudojant tolerancijos ir VIF (angl. variance inflation
factor) rodiklius. BioZymeny diagnostinei ir prognozinei vertei jvertinti tai-
kyta ROC (angl. receiver operating characteristic) kreivés analizé. Apskai-
Ciuotas plotas po kreive (AUC) su 95 proc. PI, o optimali ribiné verté
nustatyta pagal Youden indeksa (J = jautrumas + specifiSkumas — 1).
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3. REZULTATAI

3.1. In vitro tyrimy su lasteliy kultiromis rezultatai

3.1.1. CYP4F2 raiskos poky¢iy vertinimas endotelio
ir kepeny lastelése

Pradiniame in vitro tyrimy etape, naudojant HUVEC lasteles, buvo verti-
namas nuo rivaroksabano ir tikagreloro koncentracijos priklausomas poveikis
CYP4F?2 raiskai lasteliy kulturose.

Rivaroksabano poveikis

Norint nustatyti rivaroksabano poveiki HUVEC lgsteléms ir jvertinti jo
galimas sgsajas su kraujagysliy uzdegiminiais procesais, lastelés buvo pa-
veiktos 0,1-10 uM rivaroksabano koncentracijomis. CYP4F2 mRNR raiskos
poky¢iai, iSreiksti kaip ACr reikSmeés bei santykinis pokytis kartais (PK),
pateikti 3.1.1.1 lenteléje. Rezultatai parode, kad po 24 val. inkubacijos riva-
roksabanu nustatytas nuo koncentracijos priklausomas CYP4F2 raiSkos
sumazejimas [226]. Vis délto skirtingy koncentracijy rivaroksabano poveikis
nedaré jtakos CYP4F2 baltymo kiekiui HUVEC Iastelése (2 priedas).

3.1.1.1 lentelé. Santykinis CYP4F?2 raiskos pokytis HUVEC lgstelése, paveik-
tose 0,1-10 uM rivaroksabano koncentracijomis

Lasteliy méginiai CYPIF2 ACr pokyGiai Sun?? Z&jusi CYPAF2 p*
mediana | min.—maks. reikimé |  raiSka (PK + SN)

OKftIISIr(r)iISaroksabanas 14.6 14,3-15.6 B B
0,1 uM rivaroksabanas 15,4 15,0-15,7 1,44 karto (0,69 = 0,14) | 0,046
0,2 uM rivaroksabanas 15,4 15,3-15,8 1,71 karto (0,58 = 0,10) | 0,026
0,5 uM rivaroksabanas 15,4 15,3-16,3 1,89 karto (0,53 £ 0,17) | 0,028
1 uM rivaroksabanas 15,6 15,2-16,8 1,93 karto (0,52 +0,17) | 0,013
2 uM rivaroksabanas 15,8 15,2-16,8 2,05 karto (0,49 + 0,15) {0,004
5 uM rivaroksabanas 15,9 15,2-16,9 2,4 karto (0,42 +0,21) {0,009
10 uM rivaroksabanas 16,1 15,3-17,2 2,72 karto (0,37 £ 0,21) {0,009

*p reikSmeé palyginti su kontroline grupe (lastelés inkubuotos auginimo terpéje be rivaroksa-
bano), atlikus n = 6 nepriklausomus eksperimentus. PK — pokytis kartais; SN — standartinis

nuokrypis.
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Tikagreloro poveikis

Norint jvertinti tikagreloro poveiki CYP4F2 ir CYP4A1l transkripcijai,
HUVEC lastelés buvo paveiktos 2,5-25 nM tikagreloro koncentracijomis. Po
24 val. inkubacijos nustatyta, kad tikagreloras mazino CYP4F?2 raisSka pri-
klausomai nuo vaisto koncentracijos (3.1.1.2 lentel¢) [227]. ReikSmingas
CYP4F?2 raiSkos sumaz¢jimas buvo stebétas naudojant 5-25 nM tikagreloro
koncentracijas, taciau didziausig poveikj sukélé 25 nM koncentracija, suma-
zinusi raiSka 2,38 karto (p = 0,009). CYP4411 raiska HUVEC Iastelése
nebuvo nustatyta.

3.1.1.2 lentelé. Santykinis CYP4F 2 raiskos pokytis HUVEC lgstelése, paveik-
tose 2,5-25 nM tikagreloro koncentracijomis

Lasteliy méginiai _CYP4F2_ ACr pOkyéifﬁ 5 Sun?? Z&jusi CYPAF2 p*
mediana | min.—maks. reikimé|  raiska (PK +SN)

OKEI;;Irf()illfagreloras 157 14.2-15.9 - -
2,5 nM tikagreloras 16,2 15,5-16.,9 1,54 karto (0,65 = 0,28) | 0,240
5 nM tikagreloras 16,3 15,6-16,8 1,61 karto (0,62 + 0,20) | 0,041
10 nM tikagreloras 16,5 15,7-16,9 1,72 karto (0,58 £ 0,12) | 0,026
15 nM tikagreloras 16,3 15,8-17,5 1,72 karto (0,58 = 0,25) | 0,032
25 nM tikagreloras 17,0 15,8-18,0 2,38 karto (0,42 +0,21) | 0,009

*p reikSmé palyginti su kontroline grupe (lastelés inkubuotos auginimo terpéje be tika-
greloro), atlikus n = 6 nepriklausomus eksperimentus. PK — pokytis kartais; SN — standartinis
nuokrypis.

CYP4F2 baltymo kiekis HUVEC lastelése paveikus vaistu taip pat ma-
z¢jo. CYP4F2 baltymo koncentracija, tiriant ELISA metodu (3.1.1.3 lentel¢),
esant Zemiausiai tirtai 2,5 nM tikagreloro koncentracijai, sumazg¢jo iki 20,6
(6,7-23,3) ng/ml (p = 0,039), o esant 5-25 nM koncentracijoms toliau mazéjo
nuo 18,0 iki 16,5 ng/ml, palyginti su kontrolinémis vaistu neveiktomis laste-
lémis (41,9 (9,4-42,9) ng/ml).
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3.1.1.3 lentelé. CYP4F?2 baltymo koncentracija HUVEC lgstelése, paveiktose
2,5-25 nM tikagreloro koncentracijomis

. . CYP4F2 koncentracija (ng/ml)
Lasteliy méginiai ; ; R p*
mediana min.—maks. reik§mé

Kontrolé — 0 nM tikagreloras 41,9 9,4-429 -
2,5 nM tikagreloras 20,6 6,7-23,3 0,039
5 nM tikagreloras 18,0 6,2-22,7 0,045
10 nM tikagreloras 19,5 7,0-25,4 0,041
15 nM tikagreloras 18,2 5,2-25,4 0,043
25 nM tikagreloras 16,5 5,5-20,9 0,036

*p reikSmé palyginti su kontroline grupe (lastelés inkubuotos auginimo terpéje be tikagre-
loro), atlikus » = 6 nepriklausomus eksperimentus.

Norint jvertinti tikagreloro poveiki kepeny lastelése, buvo tirta CYP4F2
ir CYP4A411 geny raisSka HepG2 lastelése. Rezultatai parodé¢, kad naudojant
5-25 nM tikagreloro koncentracijas, maz¢jo tieck CYP4F2, tiek CYP4A1l
raiSka, palyginti su Siy geny raiska kontrolinése lastelése. Minéti pokyciai
nebuvo reikSmingi (p > 0,4).

3.1.2. RAS inhibitoriy poveikis endotelio 1asteliy funkcijai
Poveikis lgsteliy gyvybingumui

HUVEC lasteliy kultiroms 24 val. buvo leidziama prisitvirtinti prie Suli-
néliy pavirSiaus, tuomet lastelés 24 val. buvo inkubuojamos su RAS veikian-
Ciais junginiais (kaptopriliu, losartanu ir MLN-4760). Lasteliy gyvybingumui
stebéti buvo naudojamas MTT tyrimas. Tyrimas parodé¢, kad kiekvieno nau-
doto RAS inhibitoriaus poveikis gali biiti pasiektas po 24 val. inkubacijos,
taciau ne visos terapinés koncentracijos turéjo toki patj efektyvuma. Paveikus
kaptopriliu pastebétas reikSmingas gyvybingumo padidéjimas su visomis tir-
tomis vaisto koncentracijomis, palyginti su kontroline grupe (3.1.2.1 pav. A).
Paveikus 1,25 uM kaptopriliu, stebétas stipriausias poveikis — Igsteliy gyvy-
bingumas didéjo 38 proc. (p = 0,029). Losartanas HUVEC metabolinj gyvy-
binguma didino priklausomai nuo vaisto koncentracijos (3.1.2.1 pav. B).
Lasteliy gyvybingumas didéjo nuo 31 proc. iki 66 proc., esant atitinkamoms
losartano koncentracijoms (0,75-2,75 uM). Po veikimo MLN-4760, reiks-
mingiausias metabolinio gyvybingumo did¢jimas buvo pasiektas naudojant
0,25 uM MLN-4760 — did¢jo 24 proc. (p = 0,029) (3.1.2.1 pav. C). Poveikis
gyvybingumui buvo stebétas ir naudojant kitas MLN-4760 koncentracijas.
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3.1.2.1 pav. RAS veikianciy junginiy poveikis HUVEC lgsteliy gyvybingumui

A — HUVEC metabolinis gyvybingumas procentais po 24 val. veikimo kaptopriliu (0,25—
2,25 uM); B — HUVEC metabolinis gyvybingumas procentais po 24 val. veikimo losartanu
(0,75-2,75 uM); C — HUVEC metabolinis gyvybingumas procentais po 24 val. veikimo
MLN-4760 (0,05-1 uM). Duomenys pateikiami kaip mediana su reikSmiy intervalu (n = 4).
*p < 0,05, palyginti su kontrole (kontroliné grupé — lastelés inkubuotos auginimo terpéje be
RAS veikianciy junginiy, prilyginamos 100 proc. gyvybingumui).
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Poveikis lgsteliy proliferacijai ir lgsteliy dydziui

Lasteliy proliferacija jvertinta skaiiuojant gyvybingy lasteliy skaiciy
praéjus 24 val. nuo HUVEC lasteliy inkubacijos su kaptopriliu, losartanu ir
MLN-4760 pradzios. ReikSmingas gyvybingy HUVEC Igsteliy skaiciaus
padidéjimas nustatytas tik veikiant MLN-4760 (3.1.2.2 pav. A). Sis padidé-
jimas, palyginti su kontrole, stebétas esant 0,05-0,25 pM koncentracijoms,
taciau esant 0,5 ir 1 uM koncentracijoms nebuvo nustatytas.

Siekiant istirti kaptoprilio, losartano ir MLN-4760 poveiki gyvybingy
lasteliy dydziui, buvo jvertintas junginiais veikty HUVEC lgsteliy skersmuo.
Paveikus 0,1 ir 0,25 uM MLN-4760 koncentracijomis, buvo stebétas lasteliy
dydzio sumaz¢jimas (3.1.2.2 pav. B).

E 1000000 1 DD e
- £
WV 800000 demmsnisisminoa il it s i 5
= “n
¥ 6000004 e o 20 “
g 2 . .
: [l
F S | N | o 1 1
0,00 005 0,10 025 050 1,00 0,00 005 0,10 025 050 1,0
A MLN-4760 (uM) B MLN-4760 (uM)
3.1.2.2 pav. MLN-4760 poveikis HUVEC lgsteliy proliferacijai
ir lgsteliy dydziui

A — Gyvybingy HUVEC lasteliy skaicius po 24 val. veikimo MLN-4760 (0,05-1 pM); B —
Gyvybingy HUVEC lasteliy dydis po 24 val. veikimo MLN-4760 (0,05—1 puM). Duomenys
pateikiami kaip mediana su reikSmiy intervalu (n = 4). *p < 0,05, palyginti su kontrole
(kontroliné grup¢ — lastelés inkubuotos auginimo terpé¢je be MLN-4760).

Poveikis lgsteliy migracijai

,Zaizdos gijimo* procesas po 4 val. HUVEC lasteliy inkubacijos su
kaptopriliu, losartanu ir MLN-4760 buvo jvertintas pagal Zaizdos ploto
sumazéjima, kuris atspindi endotelio 1gsteliy migracija | pazeistg vieta. Rezul-
tatai parode¢, kad kaptoprilis skatina HUVEC lasteliy migracijg ir taip prisi-
deda prie ,,zaizdos gijimo* proceso. Kaptoprilis, esant 1,25-2,25 pM kon-
centracijai lasteliy terpéje, skatino zaizdos ploto sumaz¢jima, palyginti su
kontrolinémis Igstelémis (3.1.2.3 pav. A). Tuo tarpu paveikus losartanu, buvo
stebima tendencija, kad Zaizdos plotas sumaz¢jo, bet reikSmingo skirtumo
tarp vaistu veikty lasteliy ir kontroliniy lgsteliy nenustatyta (3.1.2.3 pav. B).
Paveikus MLN-4760, kurio koncentracijos buvo nuo 0,05 iki 1 pM, reiks-
mingas poveikis ,,zaizdos gijimo* procesui nebuvo stebétas, o HUVEC laste-
liy migracija i$liko panasi kaip kontrolinése salygose.

70



- 40 PP PRR PO - 40 -
v v
S g 1 * * * 2 g-
2 - 30 - g u . o o 2 - 30 ........................................................ 0 .......
& s . N 00 % a ¥ " o
o ‘g 204 - d o ‘g 204 L™ & L1 YV | = a0 ..
T = ® B vy T =™ ®
N ‘¥ N ‘@ i
omm SN Y o= SN |
S © S ©
N E 10 rmmssrissmmupsnsss N E 1O Fitsssamstivsrspesrns v s SRR A
5 5
] 1 v
0 T T T T T r 0 T T . - : :
0,00 025 0,75 1,25 1,75 225 0,00 075 1,25 1,75 225 2,75
A Kaptoprilis (uM) B Losartanas (pM)

3.1.2.3 pav. RAS veikianciy junginiy poveikis HUVEC lgsteliy migracijai
A — Zaizdos ploto HUVEC lasteliy vienasluoksnyje sumaz¢jimas procentais po 4 val.
veikimo kaptopriliu (0,25-2,25 uM); B — Zaizdos ploto HUVEC lasteliy vienasluoksnyje
sumazg¢jimas procentais po 4 val. veikimo losartanu (0,75-2,75 uM). Duomenys pateikiami

kaip mediana su reikSmiy intervalu (n = 4). *p < 0,05, palyginti su kontrole (kontroliné
grupé — lastelés inkubuotos auginimo terpéje be RAS veikianciy junginiy).

Poveikis azoto oksido susidarymui

NO susidarymas po 24 val. HUVEC lasteliy inkubacijos su kaptopriliu,
losartanu ir MLN-4760 buvo vertintas nustatant bendra nitrity ir nitraty kon-
centracijg lasteliy auginimo terp¢je. Tyrimo rezultatai parodé, kad tiek kapto-
prilis, tiek losartanas skatina NO susidarymg HUVEC lastelése. Visose tirtose
kaptoprilio koncentracijose (0,25-2,25 pM) nustatytas reikSmingas NO kie-
kio padid¢jimas, palyginti su kontrolinémis lastelémis (3.1.2.4 pav. A). Paly-
ginus su kontrolinémis Iastelémis (8,65 (6,98—-11,25) uM), nustatyta, kad kap-
toprilis, esant 2,25 uM koncentracijai, didino NO koncentracijg iki 24,53
(23,32-28,32) uM (p = 0,029). Inkubuojant lgsteles su losartanu, reikSmingas
NO kiekio didéjimas fiksuotas tik esant 2,25 ir 2,75 uM koncentracijoms,
palyginti su nepaveiktomis lgstelémis (3.1.2.4 pav. B). Esant 2,75 uM losar-
tano koncentracijai, NO koncentracija padidéjo iki 18,31 (14,5-23,73) uM,
palyginti su kontrolinémis lastelémis (7,9 (5,23-12,36) uM, p = 0,029).
MLN-4760 poveikis buvo prieSingas: stebéta nuo koncentracijos priklausoma
tendencija, kai didéjant junginio koncentracijai, NO koncentracija lasteliy
kultiiros terpéje palaipsniui mazéjo. ReikSmingas NO kiekio sumazéjimas
nustatytas esant 1 pM MLN-4760 — NO koncentracija sieke 6,27 (5,31—
8,63) uM, palyginti su kontrolinémis lastelémis (11,32 (9,59-13,57) uM, p =
0,029) (3.1.2.4 pav. C).
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3.1.2.4 pav. RAS veikianciy junginiy poveikis HUVEC lgsteliy
NO susidarymui

A — Nitrity ir nitraty koncentracija HUVEC lgsteliy auginimo terpéje po 24 val. veikimo
kaptopriliu (0,25-2,25 uM); B — Nitrity ir nitraty koncentracija HUVEC lasteliy auginimo
terpéje po 24 val. veikimo losartanu (0,75-2,75 puM); C — Nitrity ir nitraty koncentracija
HUVEC lasteliy auginimo terpéje po 24 val. veikimo MLN-4760 (0,05-1 uM). Duomenys
pateikiami kaip mediana su reikSmiy intervalu (n = 4). *p < 0,05, palyginti su kontrole (kont-
roliné grupé — lastelés inkubuotos auginimo terpéje be RAS veikianciy junginiy).
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3.1.3. RAS inhibitoriy poveikis inksty proksimaliniy kanaléliy

epiteliniy lasteliy funkcijai

Poveikis lgsteliy gyvybingumui

Inksty proksimaliniy kanaleliy epitelinéms lasteléms RPTEC/TERT1
buvo atliktas metabolinio gyvybingumo tyrimas MTT metodu. Lastelés buvo
paveiktos skirtingomis junginiy koncentracijomis 24 val., o rezultatai iSreiks-
ti kaip gyvybingumas procentais, palyginti su vaistu neveiktomis lgstelémis,
kuriy gyvybingumas laikytas 100 proc. Kaptoprilio 0,25-2,25 uM koncentra-
cijos nedaré reikSmingos jtakos RPTEC/TERT1 Iasteliy gyvybingumui —
gyvybingumo rodikliai isliko artimi kontrolei. Losartanas, prieSingai, didino
RPTEC/TERT1 lasteliy gyvybinguma su visomis vaisto koncentracijomis
(0,75-2,75 uM) (3.1.3.1 pav. A). Didziausias gyvybingumo didé¢jimas stebé-
tas paveikus 2,75 uM — gyvybingumas didéjo 16 proc., palyginti su kontro-
linémis Igstelémis (p = 0,029). MLN-4760 0,05-0,5 uM koncentracijos
didino RPTEC/TERT1 lasteliy gyvybinguma vidutiniskai 7-9 proc., palyginti
su kontrolinémis Igstelémis (p = 0,029) (3.1.3.1 pav. B). Kita vertus, didziau-
sia tirta koncentracija (1 uM), prieSingai, sumazino lasteliy gyvybinguma iki
94,4 proc., o tai parod¢, jog MLN-4760 pasizyméjo dvilypiu poveikiu
RPTEC/TERTT! lasteliy gyvybingumui.
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3.1.3.1 pav. RAS veikianciy junginiy poveikis
RPTEC/TERTI lgsteliy gyvybingumui

A — RPTEC/TERT! lasteliy metabolinis gyvybingumas procentais po 24 val. veikimo
losartanu (0,75-2,75 uM); B — RPTEC/TERT]1 lasteliy metabolinis gyvybingumas procen-
tais po 24 val. veikimo MLN-4760 (0,05-1 uM). Duomenys pateikiami kaip mediana su
reikSmiy intervalu (n = 4). *p < 0,05, palyginti su kontrole (kontrolin¢ grupé — lastelés inku-
buotos auginimo terpéje be RAS veikianciy junginiy, prilyginamos 100 proc. gyvybin-
gumui).
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Poveikis lgsteliy migracijai

Inksty proksimaliniy kanaléliy epitelinése lastelése RPTEC/TERT1 buvo
atliktas ,,7zaizdos gijimo* tyrimas. RPTEC/TERT1 lasteliy vienasluoksnyje
buvo padaryta zaizda, o lastelés buvo veikiamos kaptopriliu, losartanu ir
MLN-4760. Kaptoprilis ir losartanas nedar¢ reik§mingo nuo koncentracijos
priklausomo poveikio RPTEC/TERTT1 lasteliy migracijai ar ,,zaizdos giji-
mui®“. MLN-4760 koncentracijos taip pat nedaré¢ jtakos RPTEC/TERTT1 laste-
liy migracijai.

Poveikis aktyviy deguonies junginiy susidarymui

Paveikus kaptopriliu, ADJ susidarymas reik§mingai sumaZzéjo su visomis
tirtomis koncentracijomis (0,25-2,25 uM), palyginti su kontrolinémis laste-
lémis (3.1.3.2 pav. A). Didziausias poveikis buvo stebétas veikiant 2,25 uM
koncentracija — ADJ sumazéjo 1,33 karto, palyginti su kontrolinémis laste-
lémis (p = 0,029). Losartanas taip pat mazino ADJ susidaryma RPTEC Iaste-
lése paveikus nuo 1,75 iki 2,75 uM koncentracijomis (3.1.3.2 pav. B). Dide-
jant losartano koncentracijai (iki 2,75 uM), ADJ kiekis mazéjo. 0,25-0,5 uM
MLN-4760 koncentracijos mazino ADJ susidaryma (p = 0,029), o 1 uM
turéjo priesinga poveiki — ADJ kiekis padid¢jo 8 proc. (p = 0,029), palyginti
su kontrolinémis lgstelémis (3.1.3.2 pav. C).

74



Santykinis ADJ

>

Santykinis ADJ

Santykinis ADJ

C

fruorescencijos
intensyvumas

fruorescencijos

fruorescencijos

intensyvumas

intensyvumas

1,19
)
"0 1 e®e
: *
0,8 o o ‘s P . T
= ** P50
076 T T T L] 1 1
000 025 075 125 1,75 225
Kaptoprilis (uM)
1,1
- .. N
1,0 i > " B e : ”
0,8 Z o
9 =
W [re— LY A . 8 !
. ] -
0,7 4
T .
0,5 -
Or4 T T T T T T
000 075 125 1,75 225 275
Losartanas (uM)
1'2 S RSN S R EE SRS B SENAERES RN BRSNS SRR NSRS SRS NS
b *
‘I,‘I T AT R R e B ER RNt S o ......
] 0©o
1,0 4 e . .
. . * *
- N * *
[oF: s Ceem— ] $ s
] =
[0 T : .............. | P
Or7 T T T | ] T
000 005 0,0 025 0,50 1,00
MLN-4760 (uM)

3.1.3.2 pav. RAS veikianciy junginiy poveikis
RPTEC/TERTI lgsteliy ADJ susidarymui

A — Santykinis ADJ fluorescencijos intensyvumas RPTEC/TERT1 lastelése po 1 val. veiki-
mo kaptopriliu (0,25-2,25 uM); B — Santykinis ADJ fluorescencijos intensyvumas RPTEC/
TERT]1 lastelése po 1 val. veikimo losartanu (0,75-2,75 uM); C — Santykinis ADJ fluo-
rescencijos intensyvumas RPTEC/TERT1 lastelése po 1 val. veikimo MLN-4760 (0,05—
1 uM). Duomenys pateikiami kaip mediana su reikSmiy intervalu (n = 4). *p < 0,05, palyginti
su kontrole (kontroliné grupé — lastelés inkubuotos auginimo terpéje be RAS veikianciy

junginiy).
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3.1.4. RAS inhibitoriy poveikis su RAS, uZdegimu ir eikozanoidy

metabolizmu susijusiy Zymeny genuy raiSkai endotelio lastelése

Kaptoprilio poveikis geny raiskai

Kaptoprilio poveikis ACE, ACE2, VCAM-1, ICAM-1, PTGS1, PTGS2,
CYP4F2 ir GPR75 geny transkripcijai buvo vertintas analizuojant §iy geny
mRNR raiskg HUVEC lastelése. Raiskos pokyciy reikSmes, iSreikstos kaip
pokytis kartais (2%“"), po poveikio skirtingomis terapinémis kaptoprilio
koncentracijomis (0,25-2,25 uM) pateiktos 3.1.4.1 pav. (A—H). Po 24 val.
inkubacijos su kaptopriliu HUVEC Iastelése nustatytas nuo koncentracijos
priklausomas ACE, ACE2, VCAM-1 ir ICAM-1 geny raiskos sumazéjimas,
palyginti su kontrolinémis Igstelémis (3.1.4.1 pav. A-D). Didziausias mRNR
raiSkos sumazéjimas buvo stebimas naudojant didZiausig tirtag kaptoprilio
koncentracijg (2,25 uM): ACE, ACE2, VCAM-1 ir ICAM-1 geny santykiné
raiSka mazéjo atitinkamai 2,94, 2,78, 3,85 ir 4,55 karto (p = 0,03). Did¢jant
kaptoprilio koncentracijoms (1,75 uM ir 2,25 uM), CYP4F2 ir GPR75 raiska
didéjo (3.1.4.1 pav. G, H). Paveikus 2,25 uM kaptoprilio koncentracijomis,
CYP4F2 ir GPR7) raiska did¢jo atitinkamai 1,28 ir 1,34 karto (p = 0,03).

Losartano poveikis geny raiskai

Po 24 wval. inkubacijos su 0,75-2,75 uM losartanu buvo nustatytas
reikSmingas ACE, PTGS2 ir CYP4F2 geny raiskos mazéjimas HUVEC
lastelése (3.1.4.2 pav. A, F, G). Geny santykiné raiSka mazé¢jo priklausomai
nuo losartano koncentracijos, palyginti su kontrolinémis lgstelémis.
Didziausias raiSkos mazéjimas stebétas veikiant 2,75 puM losartano
koncentracija— ACE, PTGS2 ir CYP4F2 geny raiska maz¢jo atitinkamai 3,03,
2,7 ir 4,76 karto (p = 0,03).
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MLN-4760 poveikis geny raiskai

Po 24 val. inkubacijos su 0,05—1 uM MLN-4760, HUVEC lastelése buvo
nustatytas ACE2 ir PTGSI geny raiSkos mazéjimas bei ICAM-1, PTGS2,
CYP4F2 ir GPR75 geny raiSkos did¢jimas, palyginti su kontrolinémis
lasteléemis (3.1.4.3 pav. A—H). MLN-4760, priklausomai nuo junginio kon-
centracijos, mazino ACE2 geno santyking raiska, palyginti su kontrolinémis
lastelémis — raiSka mazéjo nuo 1,22 iki 2,78 karto (p = 0,03) (3.1.4.3 pav. B).
PTGS] raiska labiausiai mazéjo (1,59 karto) veikiant 0,1 uM MLN-4760
palyginti su kontrolinémis Igstelemis (p = 0,03) (3.1.4.3 pav. E). PrieSingai,
ICAM-1 ir PTGS2 geny raiska did¢jo, priklausomai nuo MLN-4760
koncentracijos, palyginti su kontrolinémis lastelémis (3.1.4.3 pav. D, F).
Paveikus 1 uM MLN-4760 stebétas stipriausias poveikis — ICAM-1 it PTGS2
raiSka didéjo atitinkamai 1,7 ir 1,5 karto (p = 0,03). Be to, tik didesnés MLN-
4760 koncentracijos (0,5 uM ir 1 puM) skatino CYP4F?2 ir GPR75 raiSkos
didéjima (3.1.4.3 pav. G, H). Veikiant 1 uM MLN-4760, CYP4F2 ir GPR75
raiSka didéjo atitinkamai 2,0 ir 1,64 karto (p = 0,03).
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3.1.5. RAS inhibitoriy poveikis su RAS, uZdegimu ir eikozanoidy

metabolizmu susijusiy Zymeny geny raiskai inksty proksimaliniy

kanaléliu epitelinése lastelése

Kaptoprilio poveikis geny raiskai

Po inkubacijos su kaptopriliu ACE, VCAM-1 ir ICAM-1 geny raiSka
RPTEC/TERT1 Iastelése mazéjo priklausomai nuo vaisto koncentracijos,
palyginti su kontrolinémis Igstelémis (3.1.5.1 pav. A, C, D). Siy geny raiskos
maz¢jimas buvo reikSmingas su visomis tirtomis kaptoprilio koncentraci-
jomis, o didziausias slopinimas stebétas esant 2,25 uM koncentracijai — ACE,
VCAM-1 ir ICAM-1 raiSka mazgjo atitinkamai 1,6, 1,98 ir 2,1 karto (p = 0,03).
Stebéta, jog 1,75 uM ir 2,25 uM kaptoprilio koncentracijos daré jtaka
CYP4F2 ir GPR75 raiskai (3.1.5.1 pav. G, H). Paveikus 2,25 uM kaptopriliu,
CYP4F2 ir GPR7) raiska did¢jo atitinkamai 1,69 ir 1,63 karto (p = 0,03).

Losartano poveikis geny raiskai

Po 24 val. inkubacijos su 0,75-2,75 uM losartanu buvo nustatytas reiks-
mingas ACE, VCAM-1, PTGS?2 ir CYP4F2 geny raiskos maz¢jimas RPTEC/
TERT]1 lastelése, palyginti su kontrolinémis lgstelémis (3.1.5.2 pav. A, C, F,
G). ACE, VCAM-1 ir CYP4F?2 raiSka maz¢jo priklausomai nuo losartano
koncentracijos. Reik§mingas raiSkos slopinimas stebétas su visomis tirtomis
koncentracijomis, o didZiausias pokytis nustatytas paveikus 2,75 uM
losartano koncentracija: ACE, VCAM-1, PTGS2 ir CYP4F?2 raiska mazéjo
atitinkamai 1,61, 1,27, 1,2 ir 2,67 karto (p = 0,03). ACE2, ICAM-1, PTGS]I ir
GPR?75 geny raiska nekito (3.1.5.2 pav. B, D, E, H).
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MLN-4760 poveikis geny raiskai

Po 24 val. inkubacijos su 0,05-1 uM MLN-4760 RPTEC/TERT1
lastelése buvo nustatytas ACE2, ICAM-1, PTGS2 ir GPR75 geny raiSkos
pokytis, palyginti su kontrolinémis Igstelémis (3.1.5.3 pav. B, D, F, H). MLN-
4760, priklausomai nuo junginio koncentracijos, mazino ACE2 geno raiSka
nuo 2,4 iki 4,44 karto, palyginti su kontrolinémis lastelémis (p = 0,03)
(3.1.5.3 pav. B). ICAM-1 raiska did¢jo su visomis koncentracijomis —
stipriausias poveikis stebétas paveikus 1 uM koncentracija — raiska didéjo 1,6
karto (p = 0,03) (3.1.5.3 pav. D). PTGS? raiska taip pat didéjo priklausomai
nuo MLN-4760 koncentracijos — esant 1 uM koncentracijai, raiSka did¢jo
1,54 karto (p = 0,03) (3.1.5.3 pav. F). GPR75 raiska didé¢jo paveikus 0,5 uM
ir 1 uM MLN-4760 koncentracijomis — didziausias didéjimas (1,43 karto)
stebétas esant 1 uM koncentracijai (p = 0,03) (3.1.5.3 pav. H).
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3.1.6. RAS inhibitoriy poveikis su RAS, uZdegimu ir eikozanoidy

metabolizmu susijusiy Zymenuy geny raiSkai kepeny lastelése

Kaptoprilio poveikis geny raiskai HepG2 Ilgstelése

Kaptoprilio poveikis su RAS ir oksilipiny metabolizmu susijusiy geny
ACE, ACE2, ICAM-1, CYP4F2 ir GPR75 raiskai buvo vertintas praéjus 24
val. nuo inkubacijos pradzios paveikus HepG?2 lasteles nuo 0,25 iki 2,25 uM
kaptoprilio koncentracijomis (3.1.6.1 pav. A—E). PTGSI ir PTGS?2 raiska
HepG2 Iastelése nebuvo nustatyta. Po inkubacijos su kaptopriliu ACE raiSka
HepG2 lastelése reikSmingai mazéjo, palyginti su kontrolinémis vaistu
nepaveiktomis Igstelémis (3.1.6.1 pav. A). Didziausias poveikis nustatytas
esant 2,25 uM kaptoprilio koncentracijai — ACE raiska sumaz¢jo apie 1,4
karto (p = 0,029). PrieSingai, ACE2 raiSka did¢jo priklausomai nuo koncent-
racijos (3.1.6.1 pav. B). Nustatyta, kad didesnés kaptoprilio koncentracijos
(1,25-2,25 uM) reikSmingai didino ACE? raiska, o esant 2,25 pM, mRNR
raiSka padidejo 1,36 karto, palyginti su kontrole (p = 0,029). ICAM-1 raiSka
paveikus kaptopriliu, palyginti su kontrole, nepakito (3.1.6.1 pav. C). Panasi
tendencija nustatyta ir tiriant GPR75 raiska (3.1.6.1 pav. E). Kita vertus,
CYP4F?2 raiska didéjo reikSmingai ir priklausomai nuo vaisto koncentracijos
(3.1.6.1 pav. D). Esant 2,25 pM kaptoprilio koncentracijai, mRNR raiSka
buvo 2,42 karto aukstesné nei kontrolinése Iastelése (p = 0,029).

Losartano poveikis geny raiskai HepG2 lgstelése

Paveikus losartanu, kurio koncentracijos buvo nuo 0,75 iki 2,75 uM,
ivertinta ACE, ACE2, ICAM-1, CYP4F2 ir GPR75 geny raiska (3.1.6.2 pav.
A-E). PTGS! ir PTGS2 geny raiska nebuvo nustatyta. Losartanas nedaré
itakos HepG2 ACE, ACE?2 ir ICAM-1 geny raiskai (3.1.6.2 pav. A—C), bet
mazino CYP4F?2 raiska (3.1.6.2 pav. D). Didziausias poveikis CYP4F?2 rais-
kai stebétas naudojant 2,75 uM losartano koncentracija — raiSka sumazejo 1,7
karto (p = 0,029). Tiriant GPR7S5 taip pat nustatyta Zemesn¢ raiska (3.1.6.2
pav. E). Losartanas reikSmingai mazino GPR75 raiSka, o didziausias raiskos
sumazéjimas nustatytas paveikus 2,75 uM losartanu.

MLN-4760 poveikis geny raiskai HepG2 Igstelése

Ivertinus MLN-4760 poveikj HepG2 lastelése, pra¢jus 24 val. nuo inku-
bacijos pradzios, nustatyta, kad ACE, ICAM-1 ir CYP4F2 raiska nekito,
palyginti su kontrole (3.1.6.3 pav. A, C, D). MLN-4760, veikiant koncentra-
cijomis nuo 0,25 iki 1 uM, didino ACE? raiska, o didziausias pokytis
nustatytas esant 1 uM — raiska did¢jo 1,72 karto (p = 0,029) (3.1.6.3 pav. B).
Veikiant MLN-4760 koncentracijomis nuo 0,25 iki 1 uM, junginys slo-
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pino GPR75 raiSka — rySkiausias raiSkos mazéjimas stebétas esant 1 uM
MLN-4760 (3.1.6.3 pav. E).

> ACE raiskos pokytis (2-22<)

ICAM-1 raiskos pokytis (2-22%)

N

GPR75 raiskos pokytis (2-24<)

1,5 9+

0,5 i

0,0

0,00 0,25 0,75 1,25 1,75 2,25
Kaptoprilis (uM)

Ees

0,0

0,5 1

0,0

0,00 0,25 0,75 1,25 1,75 2,25
Kaptoprilis (uM)

PSRy

0,00 0,25 0,75 1,25 1,75 2,25
Kaptoprilis (uM)

ACE2 raiskos pokytis (2-2<)

o CYP4F2 raiskos pokytis (2-22<)

0,0

0,00 0,25 0,75 1,25 1,75 2,25

Kaptoprilis (uM)
1,5 7
" e .
» T 1L
. _...—-"‘1 i

0,5 ]

0,0 1= .
0,00 0,25 0,75 1,25 1,75 2,25

Kaptoprilis (uM)

3.1.6.1 pav. Terapiniy kaptoprilio koncentracijy (0,25-2,25 uM)
poveikis HepG?2 lgsteliy ACE, ACE2, ICAM-1, CYP4F2 ir GPR75
geny raiskos pokyciams

Geny raiska iSreiSkiama poky¢iu kartais (2722, palyginti su kontrole (kontroliné grupé —
lastelés inkubuotos auginimo terpéje be kaptoprilio). Duomenys pateikiami kaip mediana su
reikSmiy intervalu (n = 4). *p < 0,05, palyginti su kontrole.
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3.1.6.2 pav. Terapiniy losartano koncentracijy (0,75-2,75 uM)
poveikis HepG?2 lgsteliy ACE, ACE2, ICAM-1, CYP4F2 ir GPR75
geny raiskos pokyciams
Geny raiska iSreiSkiama pokyc¢iu kartais (2722, palyginti su kontrole (kontroliné grupé —
lastelés inkubuotos auginimo terpéje be losartano). Duomenys pateikiami kaip mediana su
reikSmiy intervalu (n = 4). *p < 0,05, palyginti su kontrole.
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Geny raiska iSreiskiama poky¢iu kartais (222¢Y), palyginti su kontrole (kontroliné grupé —

Iastelés inkubuotos auginimo terpéje be MLN-4760). Duomenys pateikiami kaip mediana su
reik§miy intervalu (n = 4). *p < 0,05, palyginti su kontrole.
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3.1.7. Zemo daznio UG ir RAS inhibitoriy poveikis endotelio

Iasteliy funkcijai

Poveikis lgsteliy gyvybingumui

HUVEC lasteliy kultiiros buvo 5 min. paveiktos zemo daznio (69 kHz)
ir zemo intensyvumo (5-10 mW/cm?) UG. Lasteliy veikimas vien tik zemo
daznio UG, ] terp¢ nepridedant RAS inhibitoriy, nedaré reikSmingos jtakos
HUVEC lasteliy metaboliniam gyvybingumui (3.1.7.1 pav.) [228]. Paveikus
zemo daznio UG kartu su kaptopriliu, did¢jo HUVEC lasteliy gyvybingumas
su visomis tirtomis kaptoprilio koncentracijomis (0,25-2,25 uM), palyginti su
kontrolinémis lgstelémis, veiktomis tik Zemo daznio UG (3.1.7.1 pav. A).
Toks pats poveikis stebétas ir su zemo daznio UG bei losartanu — HUVEC
lasteliy metabolinis gyvybingumas didéjo priklausomai nuo vaisto koncent-
racijos terpéje (3.1.7.1 pav. B).
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3.1.7.1 pav. Zemo daznio UG ir RAS veikianciy junginiy poveikis
HUVEC lgsteliy gyvybingumui

A — HUVEC metabolinis gyvybingumas procentais po 5 min. veikimo Zemo daznio UG ir
24 val. inkubacijos su kaptopriliu (0,25-2,25 uM); B — HUVEC metabolinis gyvybingumas
procentais po 5 min. veikimo zemo daznio UG ir 24 val. inkubacijos su losartanu (0,75—
2,75 uM). Duomenys pateikiami kaip mediana su reikSmiy intervalu (n = 4). *p < 0,05,
palyginti su kontrole (kontroliné grup¢ — Iastelés 5 min. veiktos zemo daznio UG ir inkubuo-
tos auginimo terpéje be RAS veikianciy junginiy, prilyginamos 100 proc. gyvybingumui).

Poveikis lgsteliy migracijai

HUVEC lastelése buvo atliktas ,,zaizdos gijimo* tyrimas — lasteliy
vienasluoksnyje buvo sudaryta zaizda, kuri buvo 5 min. veikta Zemo daznio
UG ir 4 val. inkubuota su skirtingomis terapinémis kaptoprilio ir losartano
koncentracijomis. Esant 1,75 ir 2,25 pM kaptoprilio koncentracijai lasteliy
terpéje, zemo daznio UG didino ,,7zaizdos gijimo* efektyvumag — stebétas
zaizdos ploto sumaz¢jimas, palyginti su kontrolinémis Iastelémis (p = 0,039)
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(3.1.7.2 pav. A). Esant 2,25 ir 2,75 pM losartano koncentracijoms ir paveikus
zemo daznio UG lIasteliy migracija taip pat buvo didesné, palyginti su
atitinkamomis koncentracijomis netaikant UG (atitinkamai, p = 0,047, p =
0,037) (3.1.7.2 pav. B).
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3.1.7.2 pav. Zemo daznio UG ir RAS veikianciy junginiy poveikis
HUVEC lgsteliy migracijai

A — Zaizdos ploto HUVEC lastelése sumazéjimas procentais Ppo 5 min. veikimo Zemo daZnio
UG ir 4 val. inkubacijos su kaptopriliu (0,25-2,25 uM); B — Zaizdos ploto HUVEC lastelése
sumaz¢jimas procentais po 5 min. veikimo Zemo daznio UG ir 4 val. inkubacijos su losartanu
(0,75-2,75 uM). Duomenys pateikiami kaip mediana su reikSmiy intervalu (n =4). *p <0,05,
palyginti su kontrole (kontroliné grupé — Iastelés 5 min. veiktos zemo daznio UG ir inkubuo-
tos auginimo terpéje be RAS veikianciy junginiy, prilyginamos 100 proc. gyvybingumui).
#p < 0,05 tarp UG veikty ir neveikty grupiy.

Poveikis azoto oksido susidarymui

Kaptoprilio ir losartano kartu su zemo daznio UG poveikis HUVEC
lasteliy NO susidarymui buvo vertintas nustatant bendra nitrity ir nitraty
koncentracijg lasteliy auginimo terpéje. Veikiant zemo daznio UG, sustipréjo
NO biosinteze skatinantis kaptoprilio poveikis. Zemo daznio UG ir 1,75 bei
2,25 uM kaptopriliu veikty endotelio Igsteliy terpéje NO koncentracija buvo
reikSmingai didesné nei Zemo daznio UG neveikty lasteliy — NO kiekis did¢jo
atitinkamai 1,48 ir 1,29 karto (»p = 0,039; p = 0,036) (3.1.7.3 pav. A).
Losartanas kartu su zemo daznio UG didino NO kiekij esant 2,25 ir 2,75 uM
losartano koncentracijoms (p = 0,03). Vien zemo daznio UG poveikis lgste-
léms, nenaudojant vaisty, tokio efekto nesukélé (3.1.7.3 pav. B).

91



N
o
(]
IS
o
]

w
o
1

.
\
w
o

1

—= N
o o
1 1
Lo 8
“
—re
\
1
\
=
—
F—t
P
®
Fpee
*

Nitrity ir nitraty
koncentracija (uM)
S
L
*
II
l—q—b—i*
|
l—!-l‘.—I

o
1
i o
Fia
—
+—i

Nitrity ir nitraty
koncentracija (uM)
R,

o
o

T 1 T T T 1 I 1 1 1

0,00 025 0,75 125 1,75 225 0,00 0,75 125 1,75 225 2,75
A Kaptoprilis (uM) B Losartanas (uM)

v Be zemo daznio UG -e- Su Zemo daznio UG

3.1.7.3 pav. Zemo daznio UG ir RAS veikianciy junginiy poveikis

HUVEC lgsteliy NO susidarymui
A —Nitrity ir nitraty koncentracija HUVEC Iasteliy auginimo terpéje po 5 min. veikimo Zemo
daznio UG ir 24 val. inkubacijos kaptopriliu (0,25-2,25 uM); B — Nitrity ir nitraty kon-
centracija HUVEC lasteliy auginimo terpéje po 5 min. veikimo Zemo daznio UG ir 24 val.
inkubacijos losartanu (0,75-2,75 pM). Duomenys pateikiami kaip mediana su reikSmiy
intervalu (n = 4). *p < 0,05, palyginti su kontrole (kontrolin¢ grupé — lastelés 5 min. veiktos
zemo daznio UG ir inkubuotos auginimo terpéje be RAS veikianc¢iy junginiy). #p < 0,05 tarp
UG veikty ir neveikty grupiy.

3.1.8. Zemo daZnio UG ir RAS inhibitoriy poveikis inksty

proksimaliniy kanaléliy epiteliniy lasteliy funkcijai

Poveikis lgsteliy gyvybingumui

Inksty proksimaliniy kanaléliy epiteliniy lasteliy RPTEC/TERT1 meta-
bolinis gyvybingumas buvo vertintas po 5 min. poveikio Zemo daznio ir
intensyvumo UG bei 24 val. inkubacijos su kaptopriliu bei losartanu. Kapto-
prilio 0,25-2,25 uM koncentracijos lasteliy terpéje nedaré reikSmingos jtakos
lasteliy gyvybingumui, tiek veikiant kartu su Zemo daznio UG, tiek be jo
(3.1.8.1 pav. A). Zemo daznio UG kartu su losartanu (0,75-2,75 uM) didino
lasteliy gyvybinguma, palyginti su kontrolinémis lastelémis (p = 0,03)
(3.1.8.1 pav. B). Taciau vien Zzemo daznio UG poveikis lgsteléms, nenau-
dojant vaisty, tokio efekto nesukélé.
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3.1.8.1 pav. Zemo daznio UG ir RAS veikianciy junginiy poveikis

RPTEC/TERTI lgsteliy gyvybingumui
A — RPTEC/TERT]1 lasteliy metabolinis gyvybingumas procentais po 5 min. veikimo Zemo
daznio UG ir 24 val. inkubacijos su kaptopriliu (0,25-2,25 uM); B—RPTEC/TERT! lasteliy
metabolinis gyvybingumas procentais po 5 min. veikimo zemo daznio UG ir 24 val.
inkubacijos su losartanu (0,75-2,75 pM). Duomenys pateikiami kaip mediana su reikSmiy
intervalu (n = 4). *p < 0,05, palyginti su kontrole (kontrolin¢ grupé — lastelés 5 min. veiktos
zemo daznio UG ir inkubuotos auginimo terpéje be RAS veikianciy junginiy, prilyginamos
100 proc. gyvybingumui).

Poveikis lgsteliy migracijai

RPTEC/TERTTI lastelése buvo atliktas ,,zaizdos gijimo* tyrimas — laste-
liy vienasluoksnyje buvo sudaryta zaizda, kuri buvo 5 min. veikta zemo daznio
UG ir 4 val. inkubuota su skirtingomis terapinémis kaptoprilio ir losartano
koncentracijomis. Kaptoprilis kartu su zemo daznio UG nedaré¢ jtakos lasteliy
migracijai (3.1.8.2 pav. A). Taciau veikiant 0,25 ir 1,75 pM kaptoprilio
koncentracijomis, stebétas reik§mingas zaizdos ploto mazéjimas tarp Zemo
daznio UG veikty ir neveikty lasteliy (atitinkamai, p = 0,035, p = 0,046). Kita
vertus, auksStesné losartano koncentracija veikiant Zemo daznio UG pagerino
»zaizdos gijimg“ (3.1.8.2 pav. B). Esant 2,25 ir 2,75 uM losartano koncent-
racijoms ir veikiant zemo daznio UG, Iasteliy migracija buvo didesn¢, paly-
ginti su atitinkamy koncentracijy kontrolinémis lastelémis nepaveikus UG
(atitinkamai, p = 0,004, p = 0,037).
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3.1.8.2 pav. Zemo daznio UG ir RAS veikianciy junginiy poveikis
RPTEC/TERTI lgsteliy migracijai

A — Zaizdos ploto RPTEC/TERT lgstelése sumazéjimas procentais po 5 min. veikimo Zemo
daznio UG ir 4 val. inkubacijos su kaptopriliu (0,25-2,25 uM); B — Zaizdos ploto
RPTEC/TERT]1 lastelése sumazejimas procentais po 5 min. veikimo Zzemo daznio UG ir
4 val. inkubacijos su losartanu (0,75-2,75 pM). Duomenys pateikiami kaip mediana su
reik§miy intervalu (n =4). *p < 0,05, palyginti su kontrole (kontrolin¢ grupé — lastelés 5 min.
veiktos zemo daznio UG ir inkubuotos auginimo terpéje be RAS veikianciy junginiy).
#p < 0,05 tarp UG veikty ir neveikty grupiy.

Poveikis aktyviy deguonies junginiy susidarymui

Kaptoprilio 1,75 ir 2,25 pM koncentracijos kartu su Zemo daznio UG
mazino ADJ kiekj, palyginti su kontrolinémis Igstelémis (p = 0,03) (3.1.8.3
pav. A). Be to, lastelése, esant visoms terapinémis kaptoprilio koncentraci-
jomis bei zemo daznio UG buvo nustatytas reikSmingai didesnis ADJ
i8siskyrimas, palyginti su UG neveiktomis lgstelémis. Losartanas kartu su
zemo daznio UG taip pat mazino ADJ sintez¢ esant nuo 1,75 iki 2,75 uM
losartano koncentracijoms (p = 0,03), taciau veikiant tik Zemo daznio UG,
toks poveikis nenustatytas (3.1.8.3 pav. B).
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3.1.8.3 pav. Zemo daznio UG ir RAS veikianciy junginiy poveikis
RPTEC/TERTI lgsteliy ADJ susidarymui

A — Santykinis ADJ fluorescencijos intensyvumas RPTEC/TERT1 lastelése po 5 min.
veikimo Zemo daznio UG ir 1 val. inkubacijos kaptopriliu (0,25-2,25 puM); B — Santykinis
ADJ fluorescencijos intensyvumas RPTEC/TERT] lastelése po 5 min. veikimo Zemo daznio
UG ir 1 val. inkubacijos losartanu (0,75-2,75 uM). Duomenys pateikiami kaip mediana su
reikSmiy intervalu (n = 4). *p < 0,05, palyginti su kontrole (lastelés 5 min. veiktos zemo
daznio UG ir inkubuotos auginimo terpéje be RAS veikianciy junginiy). #p < 0,05 tarp UG
veikty ir neveikty grupiy.

3.1.9. Zemo dazZnio UG ir RAS inhibitoriy poveikis su uZdegimu ir
eikozanoidy metabolizmu susijusiy Zymeny geny raiskai endotelio
lastelése

Kaptoprilio ir losartano kartu su Zemo daznio UG poveikis VCAM-1,
ICAM-1, PTGSI, PTGS2 ir CYP4F2 geny transkripcijai buvo analizuotas
vertinant iy geny mRNR raiska HUVEC lastelése. Zemo daznio UG daré
itakg VCAM-1, ICAM-1 ir PTGS? raiskai HUVEC lastelése (3.1.9.1 pav. A,
B, D). Veikiant kaptopriliu kartu su zemo daznio UG, mazéjo VCAM-I,
ICAM-1 ir PTGS? raiska priklausomai nuo vaisto koncentracijos, palyginti su
kontrolinémis lastelémis, veiktomis tik zemo daznio UG (p = 0,03). Veikiant
kaptopriliu ir zemo daznio UG, PTGS2 raiSka buvo slopinama labiau, nei
veikiant tik kaptopriliu be Zemo daznio UG poveikio. PrieSingai, kaptoprilis
kartu su Zemo daznio UG nedar¢ jtakos P7TGS! raiskai (3.1.9.1 pav. C).
Kaptoprilio nuo 0,75 iki 2,25 uM koncentracijos kartu su Zemo daznio UG
didino CYP4F2 raiSka, palyginti su kontrolinémis lastelémis (p = 0,03)
(3.1.9.1 pav. E). Stipriausias poveikis CYP4F?2 raiskai stebétas esant 2,25 uM
kaptoprilio koncentracijai — raiska didé¢jo 1,42 karto (p = 0,03).
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3.1.9.1 pav. Zemo daznio UG ir terapiniy kaptoprilio koncentracijy
(0,25-2,25 uM) poveikis HUVEC lgsteliy VCAM-1, ICAM-1, PTGS]1,
PTGS?2 ir CYP4F2 geny raiskos pokyciams

Geny raiska iSreiskiama poky¢iais kartais (242" lyginant su kontrole (kontroliné grupé —
lastelés 5 min. veiktos Zemo daznio UG ir inkubuotos auginimo terp¢je be kaptoprilio).
Duomenys pateikiami kaip mediana su reikSmiy intervalu (n = 4). *p < 0,05, palyginti su
kontrole. #p < 0,05 tarp UG veikty ir neveikty grupiy.
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Losartano derinys su Zemo daznio UG nedarée reikSmingos jtakos I[CAM-1
ir PTGS|1 raiskai HUVEC lastelése (3.1.9.2 pav. B, C). Tik 2,75 uM losartano
koncentracija ir zemo daznio UG mazino VCAM-I raiska, palyginti su
kontrolinémis lgstelémis (p = 0,03) (3.1.9.2 pav. A). Be to, losartanas kartu
su zemo daznio UG mazino P7TGS?2 raiska priklausomai nuo vaisto koncent-
racijos, palyginti su kontrolinémis lastelémis (3.1.9.2 pav. D). CYP4F2 raiska
losartanu paveiktose lastelése reikSmingai skyrési priklausomai nuo to, ar
buvo taikytas zemo daznio UG. Vis délto tik nuo 1,75 iki 2,75 uM losartano
derinys su zemo daznio UG mazino CYP4F?2 raiSka, palyginti su kontro-
linémis Igstelémis (p = 0,03) (3.1.9.2 pav. E).
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3.1.9.2 pav. Zemo daznio UG ir terapiniy losartano koncentracijy
(0,75-2,75 uM) poveikis HUVEC lgsteliy VCAM-1, ICAM-1,
PTGS1, PTGS2 ir CYP4F?2 geny raiskos pokyciams
Geny raiska iSreiskiama poky¢iais kartais (2724¢!) lyginant su kontrole (kontroliné grupé —
lastelés 5 min. veiktos Zzemo daznio UG ir inkubuotos auginimo terpéje be losartano).
Duomenys pateikiami kaip mediana su reik§miy intervalu (n = 4). *p < 0,05, palyginti su
kontrole. #p < 0,05 tarp UG veikty ir neveikty grupiy.
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3.1.10. RAS inhibitoriy poveikis 20-HETE susidarymui endotelio
lastelése

Siekiant jvertinti, ar RAS moduliacija turi jtakos 20-HETE iSsiskyrimui
endotelio Iastelése, HUVEC lastelés buvo paveiktos skirtingomis kaptoprilio,
losartano ir MLN-4760 koncentracijomis 24 val. laikotarpiui. 20-HETE
koncentracijos lasteliy kultiry terpés ekstraktuose pateiktos 3.1.10.1
lentel¢je. Esant 1,25-2,25 uM kaptoprilio koncentracijai buvo stebimas
reikSmingas 20-HETE koncentracijos sumazéjimas iki 6,45-6,93 ng/ml,
palyginti su kontroliniy Igsteliy verte (13,06 (10,28—15,23) ng/ml, p = 0,029).
PrieSingai, visame tirtame koncentracijy intervale (0,75-2,75 uM) losartanas
nedar¢ reikSmingos jtakos 20-HETE iSsiskyrimui. MLN-4760 parodé nuo
dozés priklausoma 20-HETE koncentracijos didéjima. Kontrolinése lastelése
20-HETE koncentracija sieké 12,85 (11,72—-15,51) ng/ml, o esant 0,1-1 uM
MLN-4760 koncentracijoms didéjo iki 17,83-20,2 ng/ml (p = 0,029).
Didziausias 20-HETE koncentracijos didéjimas sieké 1,6 karto, palyginti su
kontroliniy Iasteliy lygiu.

3.1.10.1 lentelé. RAS inhibitoriy poveikis 20-HETE koncentracijoms HUVEC
lgsteliy kultiirose

. . 20-HETE koncentracija (ng/ml)
Lasteliu méginiai - - . p*
mediana min.—maks. reik§mé

Kontrolinés Iastelés 13,06 10,28-15,23 -
0,25 uM kaptoprilis 7,32 4,31-14,1 0,200
0,75 uM kaptoprilis 7,93 6,22-15,44 0,343
1,25 uM kaptoprilis 6,93 6,13-9,62 0,029
1,75 uM kaptoprilis 6,67 5,55-9,54 0,029
2,25 uM kaptoprilis 6,45 5,32-7,96 0,029
Kontrolinés Iastelés 11,59 5,1-17,41 —
0,75 uM losartanas 13,79 10,64-16,7 0,686
1,25 uM losartanas 13,27 11,27-19,2 0,486
1,75 uM losartanas 12,18 7,62-23,32 0,886
2,25 uM losartanas 14,63 9,73-15,64 0,686
2,75 uM losartanas 14,91 10,54-16,01 0,686
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3.1.10.1 lentelés tesinys

20-HETE koncentracija (ng/ml)
Lasteliu méginiai : . . p*

mediana min.—maks. reik§mé
Kontrolinés Iastelés 12,85 11,72-15,51 —
0,05 uM MLN-4760 15,0 10,71-18,33 0,486
0,1 uM MLN-4760 17,83 15,88-23,82 0,029
0,25 uM MLN-4760 18,9 15,9-21,27 0,029
0,5 uM MLN-4760 19,08 16,34-22,35 0,029
1 uM MLN-4760 20,2 16,55-22,84 0,029

*p reikSme palyginti su kontroline grupe (lastelés inkubuotos auginimo terpéje be RAS
inhibitoriy), atlikus # = 4 nepriklausomus eksperimentus.

3.1.11. Hidroksieikozatetraeno riig§ciy poveikis lasteliy funkcijai

Poveikis endotelio lgsteléms

Siekiant jvertinti CYP450 kilmés eikozanoidy — hidroksieikozatetraeno
rugsciy — poveikj skirtingy tipy lasteliy funkcijai, buvo atliktas HUVEC,
RPTEC/TERT1 bei HepG2 lasteliy metabolinio aktyvumo tyrimas MTT me-
todu. Lasteliy kultiiros buvo veikiamos 20-HETE ir 19(R)-HETE. 20-HETE
tur¢jo reikSmingg neigiamg poveikj endotelio lgsteliy gyvybingumui
(3.1.11.1 pav. A). Jau esant 1 nM koncentracijai, HUVEC metabolinis akty-
vumas reik§mingai maz¢jo, palyginti su kontrolinémis Igstelémis (p = 0,029).
Gyvybingumo maz¢jimas iSliko su visomis tirtomis koncentracijomis (iki
100 nM). Didziausias poveikis stebétas paveikus 100 nM — HUVEC metabo-
linis aktyvumas mazejo 19 proc. (p = 0,029). Skirtingai nuo 20-HETE, jos
antagonistas 19(R)-HETE reikSmingo poveikio HUVEC Iasteliy gyvybin-
gumui nedaré (3.1.11.1 pav. B).
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3.1.11.1 pav. Hidroksieikozatetraeno rigsciy poveikis
HUVEC lgsteliy gyvybingumui
A —HUVEC metabolinis gyvybingumas procentais po 24 val. veikimo 20-HETE (1-100 nM);
B — HUVEC metabolinis gyvybingumas procentais po 24 val. veikimo 19(R)-HETE (2—
100 nM). Duomenys pateikiami kaip mediana su reikSmiy intervalu (n = 4). *p <0,05,
palyginti su kontrole (kontroliné grupé — Iastelés inkubuotos auginimo terp¢je be hidroksi-
eikozatetraeno riig§ciy, prilyginamos 100 proc. gyvybingumui).

Poveikis inksty lgsteléms

Vertinant 20-HETE poveiki RPTEC/TERT1 lasteliy gyvybingumui,
nustatyta, kad lasteles veikiant 2—-100 nM koncentracijomis, metabolinis
aktyvumas reikSmingai sumaz¢jo, palyginti su kontrole (p = 0,029) (3.1.11.2
pav. A). Didziausias poveikis stebétas, inkubuojant lasteles su 100 nM 20-
HETE — gyvybingumas sumazéjo 21 proc., palyginti su kontrolinémis
lasteléemis (p = 0,029). Kita vertus, 19(R)-HETE 2—-100 nM koncentracijos
RPTEC/TERTT1 lasteliy metabolinio aktyvumo neveiké (3.1.11.2 pav. B).
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3.1.11.2 pav. Hidroksieikozatetraeno rigsciy poveikis
RPTEC/TERTI lgsteliy gyvybingumui

A — RPTEC/TERT! lasteliy metabolinis gyvybingumas procentais po 24 val. veikimo
20-HETE (1-100 nM); B — RPTEC/TERT1 lasteliy metabolinis gyvybingumas procentais
po 24 val. veikimo 19(R)-HETE (2—-100 nM). Duomenys pateikiami kaip mediana su reiks-
miy intervalu (n = 4). *p <0,05, palyginti su kontrole (kontroliné grupé — lastelés inkubuotos
auginimo terpéje be hidroksieikozatetraeno riig§¢iy, prilyginamos 100 proc. gyvybingumui).
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Poveikis kepeny lgsteléms

Vertinant 20-HETE poveikj HepG2 lasteléms, stebétas panasus poveikis
kaip ir su HUVEC bei RPTEC/TERT1 lastelémis — su visomis tirtomis kon-
centracijomis (1-100 nM) metabolinis lasteliy gyvybingumas buvo reikSmin-
gai sumazejes, palyginti su kontrole (p = 0,029) (3.1.11.3 pav. A). DidZiausias
poveikis, kaip ir su HUVEC bei RPTEC/TERTT1 Igstelémis, stebétas paveikus
100 nM — HepG2 metabolinis aktyvumas mazejo 25 proc. (p = 0,029). 19(R)-
HETE poveikis buvo priesingas stebétam su 20-HETE — paveikus lasteles 2—
100 nM 19(R)-HETE metabolinis lgsteliy aktyvumas buvo padidéjes, paly-
ginti su kontrole (p = 0,029) (3.1.11.3 pav. B). Didziausig poveikj gyvybin-
gumui turéjo inkubacija su 10 nM 19(R)-HETE — lasteliy gyvybingumas
didé¢jo 29 proc., palyginti su kontrolinémis Igstelémis (p = 0,029).
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3.1.11.3 pav. Hidroksieikozatetraeno rigsciy poveikis
HepG?2 Igsteliy gyvybingumui
A — HepG2 lasteliy metabolinis gyvybingumas procentais po 24 val. veikimo 20-HETE (1-
100 nM); B — HepG2 lasteliy metabolinis gyvybingumas procentais po 24 val. veikimo
19(R)-HETE (2-100 nM). Duomenys pateikiami kaip mediana su reikSmiy intervalu (n = 4).
*p < 0,05, palyginti su kontrole (kontroliné grupé — lastelés inkubuotos auginimo terpéje be
hidroksieikozatetraeno riig§¢iy, prilyginamos 100 proc. gyvybingumui).

3.1.12. Hidroksieikozatetraeno riigi¢iy poveikis receptoriaus
GPR?75 raiSkai

Pries vertinant hidroksieikozatetraeno riigsciy poveiki GPR75 geno
raiSkai, pirmiausia buvo atliktas GPR75 baltymo lokalizacijos tyrimas fiksuo-
tose HUVEC ir HepG?2 Iastelése netiesioginés imunofluorescencijos metodu.
Abiejose lasteliy kultiirose nustatytas silpnas GPR75 imunofluorescencinis
signalas, pasiskirstgs daugiausia citoplazmoje, be aiSkiai iSreikStos membra-
nings ar branduolio srities lokalizacijos (3.1.12.1 pav. A, B). Tiek endotelio,
tiek kepeny lastelése buvo nustatytas nedidelis GPR75 raiskos lygis, atitin-
kantis receptoriaus audiniy specifiSkumg ir jo santykinai zZema raiska ne
neuroninése lgstelése. Siekiant jvertinti dazymo specifiSkuma, atlikta neigia-
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ma kontrol¢, kai lgstelés dazytos tik antriniu IgG antikinu (3.1.12.1 pav. C).
Kontroliniame meéginyje nespecifinis fluorescencinis signalas nebuvo stebé-
tas, patvirtinant, kad stebétas silpnas signalas HUVEC ir HepG2 Iastelése
néra susijes su foniniu dazymu.

A B

10 pm 10 um

10 um

3.1.12.1 pav. GPR75 imunofluorescenciné raiska lgsteliy kultiirose

A — GPR7S5 raiskos vertinimas netiesioginiu imunofluorescencijos metodu HUVEC lastelé-
se; B — GPR7S5 raiskos vertinimas imunofluorescencijos metodu HepG2 lastelése; C — Nei-
giama kontrol¢, dazyta tik antriniu IgG antiktinu, skirta jvertinti nespecifinj fluorescencijos
signala.

Sie rezultatai sudaré metodinj pagrindg tolesniems tyrimams, vertinan-
tiems, kaip CYP450 kilmés eikozanoidai — 20-HETE ir 19(R)-HETE —
moduliuoja GPR75 raiSka skirtingy tipy lastelése. IStyrus GPR75 mRNR
raiSkg HUVEC lastelése (3.1.12.2 pav. A) 20-HETE sukélé nuosekly GPR75
raiSkos did¢jimg. Didziausias poveikis stebétas 100 nM salygomis, kai
GPR?75 raiSka did¢jo 1,62 karto, palyginti su kontrolinémis lastelémis (p =
0,029). RPTEC/TERT1 lastelése (3.1.12.2 pav. B) reikSmingo atsako veikiant
koncentracijomis nuo 1 iki 5 nM nenustatyta, taciau 20-HETE poveikis tapo
rySkesnis esant nuo 10 iki 100 nM koncentracijoms. Veikiant 100 nM
koncentracija, GPR75 raiSka didéjo 1,3 karto (p = 0,029). HepG2 lastelése
(3.1.12.2 pav. C) stebéta tendencija buvo panasi j endotelio lasteliy atsaka:
GPR?75 raiSkos pokytis taip pat nustatytas esant nuo 1 iki 100 nM koncent-
racijoms, o 100 nM koncentracija lémé didziausia GPR75 raiSkos didéjima.
Kita vertus, 19(R)-HETE neturéjo reikSmingo GPR75 raiskos pokycio né
vienoje i$ tirty lasteliy linijy. Tai leidzia manyti, jog 19(R)-HETE nedaro
tiesioginio poveikio GPR75 transkripcijai, o jos biologinis poveikis gali buti
susijgs su konkurenciniu receptoriaus ligandy viety blokavimu ir signaly
perdavimo slopinimu.
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3.1.12.2 pav. 20-HETE (1-100 nM) poveikis lgsteliy kultiiry
GPR75 geno raiskos pokyciams

A — HUVEC lasteliy GPR75 raiskos pokytis po 24 val. veikimo 20-HETE (1-100 nM); B —
RPTEC/TERT1 lasteliy GPR75 raiskos pokytis po 24 val. veikimo 20-HETE (1-100 nM);
C — HepG?2 lasteliy GPR75 raiskos pokytis po 24 val. veikimo 20-HETE (1-100 nM). Geny
raiSka iSreiskiama poky¢iu kartais (2724<Y), palyginti su kontrole (kontroliné grupé — lgstelés
inkubuotos auginimo terpéje be 20-HETE). Duomenys pateikiami kaip mediana su reikSmiy
intervalu (n = 4). *p < 0,05, palyginti su kontrole.
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In vitro tyrimy su lgsteliy kultiromis apibendrinimas

Pirmojo etapo in vitro eksperimentai, atlikti HUVEC, RPTEC/TERT]1 ir
HepG2 lasteliy modeliuose, leido nustatyti biozymenis, kurie atspindéjo RAS
moduliacijg ir galimus su uzdegimu bei eikozanoidy metabolizmu susijusius
mechanizmus. Lasteliy funkcijos ir geny raiSkos tyrimai parodé, kad RAS
aktyvumo poky¢iai yra glaudziai susij¢ su ACE2 reguliacija bei 20-HETE
sintezes poky¢iais, o Sie parametrai nuosekliai kito esant farmakologinei RAS
inhibicijai. ACE2 buvo vertintas kaip centrinis RAS biozymuo, galintis paro-
dyti RAS aktyvuma, o 20-HETE pasirinktas dé¢l jo sasajy su RAS ir vaidmens
Sios sistemos reguliuojamuose bei su uzdegimu susijusiuose biologiniuose
procesuose. Be to, galimybé Siuos bioZymenis nustatyti kraujo plazmoje
suteikia pagrindg jy taikymui transliaciniuose tyrimuose. Todél ACE2 ir
20-HETE buvo atrinkti kaip perspektyviausi kandidatai tolesnei analizei,
siekiant jvertinti jy sasajas su klinikinémis ISL formomis ir RAS inhibitoriy
vartojimu ligoniy imtyje.

3.2. Tyrimy su Zmoniy biologine medzZiaga rezultatai

3.2.1. Tiriamyjy imtis ir grupiy charakteristika

I§ viso j tyrimg buvo jtraukti 176 tiriamieji. Ligoniy, sirgusiy ISL, buvo
122. 18 jy UKS sirgo 92, o SKA — 30 ligoniy. Palyginamoji grupé sudaryta is
sveiky tiriamujy, nesirgusiy ISL (n = 54).

Tiriamyjy grupiy charakteristika pateikta 3.2.1.1 lentel¢je. Vyrai sudaré
didZiajg dalj visy tiriamyjy. Tiriamyjy grupés pagal lytj reikSmingai nesisky-
ré. Tiriamyjy amziaus mediana buvo 70 mety. Palyginamosios grupés tiria-
mieji buvo vyresni nei SKA sergantys (p < 0,001).

3.2.1.1 lentelé. Tiriamyjy grupiy demografiniai duomenys

Palyginamoji SKA UKS Visi tiriamieji

Veiksnys m=54) | @=30) | @=9) | @=176) | P
Lytis, n (proc.)
Vyrai 30(55.6) | 23(767) | 67(72.8) | 120(682) | 0,053'
Moterys 24448) | 7(233) | 25072 | 56(318)

AmZius (metai), | 71 (46-72)* | 62 (48-80)* |66,5(39-85,2)| 70 (39-85,2) | <0,001>
mediana
(min.—maks.)

p — statistinio reik§mingumo lygmuo tarp palyginamosios, SKA ir UKS grupiy. ! taikytas
Fisher—Freeman—Halton testas; ? taikytas Kruskal-Wallis testas. Statistinio reik§mingumo
lygmuo pritaikius Bonferroni korekcija po porinio pazyméty grupiy palyginimo taikant
Mann—Whitney U testa: * p < 0,001. SKA — stabili kriitinés angina; UKS — imus koronarinis
sindromas.
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Tarp tiriamyjy grupiy buvo atliktas antropometriniy, gyvensenos ir klini-
kiniy rodikliy palyginimas (3.2.1.2 lentel¢). Nustatyti reikSmingi skirtumai
pagal 1gj ir svorj (p < 0,001). Tiriamyjy grupése nustatytos KMI reikSmés
atitiko antsvorio arba I laipsnio nutukimo intervalg. UKS sergantys ligoniai
turéjo mazesnj diastolini AKS (p = 0,009), taciau didesnj SSD (» = 0,006),
palyginti su kontroline grupe. Tiriamyjy rikymo jprociy pasiskirstymas pagal
grupes parode, kad didziausia rukanciyjy dalis nustatyta SKA grupéje
(30 proc.), 0 maziausia — palyginamojoje grupéje (1,9 proc.). MI anamnez¢je
nustatytas 57,6 proc. UKS serganciy ligoniy, i$ kuriy 41,3 proc. patyré Ml su
ST segmento pakilimu. UKS grupéje AH nustatyta re¢iau nei SKA grupéje
(p = 0,003). Cukrinis diabetas nustatytas 32,6 proc. UKS sergan¢iy ligoniy,
tuo tarpu palyginamosios grupés asmenys $ia liga nesirgo.

Veiksnys | Palyginamoji | SKA | UKS |
Antropometriniai ir hemodinaminiai rodikliai, mediana (min.—maks.)
Ugis, cm 164,3 (144-178)>® [172,5 (156-195)% 172 (150-195)° | <0,001"
Svoris, kg 77,3 (54-122)>4 88 (60-123)° 86 (55-164)¢ | <0,001'
KMI, kg/m? 28,9 (21,4-42,5) |28,4(21,3-38,7)| 29(19,7-43,1) 0,956
Sistolinis AKS, 135,3 (107-181) [133,5 (102-189)| 135,5 (97-200) 0,69
mm Hg
Diastolinis AKS, 84,7 (61-109)° 83 (65-110) 80 (52-128)° 0,01!
mm Hg
SSD, k./min. 64,5 (44-99)f 68,5 (47-115) 70 (44-160)" 0,01!
Riikymas, n (proc.)
Siuo metu riko 1 (1,92t 9 (30,0)% 23 (25,0 <0,001?
Anksciau ruké 0(0,0) 7(23,3) 0(0,0) -
Diagnozé, n (proc.)
MI anamnezéje 0(0,0) 0 (0,0) 53 (57,6) -
MI, kai ST 0(0,0) 0(0,0) 38 (41,3) -
segmentas pakiles
Gretutinés ligos, n (proc.)
AH 41 (75,9)' 28 (93,3y 34 (37,0)4 <0,001?
Cukrinis diabetas 0(0,0) 6 (20,0) 30 (32,6) —

p — statistinio reikSmingumo lygmuo palyginus palyginamaja, SKA ir UKS grupes. ' taikytas
Kruskal-Wallis testas; ? taikytas Fisher—Freeman—Halton testas. Statistinio reik§mingumo
lygmuo pritaikius Bonferroni korekcija po porinio pazymeéty grupiy palyginimo taikant
Mann—Whitney U ar Fisher’s Exact testa: »% %3 p =0,003; ¢ p = 0,033; ¢ p =0,009; f p =
0,006. AH — arterin¢ hipertenzija; AKS — arterinis kraujo spaudimas; KMI — kiino masés
indeksas; MI — miokardo infarktas; SKA — stabili kriitinés angina; SSD — §irdies susitraukimy
daznis; UKS — timus koronarinis sindromas.
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Kliniskai reik§mingy VA pazeidimy (= 50 proc. stenoze) pasiskirstymas
pagal segmentus, jvertinus VAA duomenis, pateikiamas 3 priede. ReikSmingi
skirtumai tarp SKA ir UKS grupiy nustatyti S7 ir S12 segmentuose, atitin-
kanciuose kairiosios priekinés nusileidZianciosios arterijos viduring dalj ir
desiniosios VA vidurine dalj. UKS grupéje kliniskai reik§mingos stenozés
dazniau nustatytos S7 segmente (41,1 proc.), palyginti su SKA grupe
(6,7 proc.; p < 0,001), taip pat S12 segmente (atitinkamai 40,0 proc. ir
13,3 proc.; p = 0,007).

Tiriamyjy laboratoriniy kraujo tyrimy rodikliy pasiskirstymas pagal gru-
pes pateiktas 3.2.1.3 lentel¢je. ReikSmingi skirtumai tarp grupiy nustatyti
vertinant DTL ir MTL cholesterolio, hemoglobino, leukocity, kreatinino
koncentracijas bei AST aktyvuma. DTL ir MTL cholesterolio koncentracijos
buvo zemesnés SKA grupé¢je (atitinkamai 1,2 (0,9—1,7) mmol/l ir 2,8 (0,7—
5,0) mmol/l), palyginti su palyginamaja grupe (1,5 (0,9-2,4) mmol/l ir 3,6
(1,1-6,3) mmol/l; p = 0,003 ir p = 0,03). Kraujo hemoglobino koncentracija
buvo zemesné UKS grupéje (138,0 (94,0-165,0) g/1), palyginti su SKA grupe
(147,0 (126,0-173,0) g/1; p = 0,02), o kreatinino koncentracija — aukstesné
UKS grupéje (94,0 (56,0-270,0) pmol/l), palyginti su SKA grupe (74,8
(55,0-120,0) umol/I; p < 0,001). Leukocity skai¢ius buvo didesnis UKS
grupéje (8,5 (2,9-17,2) x10%1), palyginti su SKA grupe (6,9 (4,0-15,8)
x10%/1; p = 0,017). Taip pat nustatytas didesnis AST aktyvumas UKS grupéje
(31,0 (1,0-576,0) U/l), palyginti su SKA grupe (15,5 (2,0-64,4) U/l; p =
0,004).

3.2.1.3 lentelé. Tiriamyjy biocheminiai ir hematologiniai kraujo tyrimo ro-
dikliai

Veiksnys | Palyginamoji | SKA | UKS |

Laboratoriniai tyrimai, mediana (min.—maks.)

Gliukozé (mmol/l) | 5,6 (4,3-7,0) | 6,0 (4,7-7.,3) ND 0,305
DTL cholesterolis 1,5 (0,9-2,4) 1,2 (0,9-1,7)* 1,2 (1,1-1,4) 0,002!
(mmol/l)

MTL cholesterolis | 3,6 (1,1-6,3)" | 2,8 (0,7-5,0)" 2,7(2,4-2,9) | 0,012
(mmol/l)

Trigliceridai 1,2 (0,5-4,5) 1,6 (0,6-4,3) 1,1(1,0-1,2) 0,062
(mmol/l)

Hemoglobinas (g/1) ND 147,0 (126,0-173,0) | 138,0 (94,0~-165,0) | 0,002
Leukocitai (x10%) ND 6,9 (4,0-15,8) 8,5(2,9-17,2) 0,017>
Trombocitai (x10°) ND 235,0 (121,0-371,0) [216,0 (115,0-552,0)| 0,107
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3.2.1.3 lentelés tesinys

Veiksnys Palyginamoji SKA UKS P
CRB (mg/l) ND 3,9 (0,5-7,0) 2,6(1,0-177,9) | 037
Kreatininas (umol/l) ND 74,8 (55,0-120,0) | 94,0 (56,0-270,0) | < 0,0012
AST (U/l) ND 15,5 (2,0-644) | 31,0(1,0-576,0) | 0,004
ALT (U/l) ND 29,0 9,0-57,0) | 29,0 (2,0-138,0) | 0,418
INR ND 1,0 (1,0-1,1) 1,1(0,92,5 | 0478

p — statistinio reik$mingumo lygmuo palyginus palyginamaja, SKA ir UKS grupes. ! taikytas
Kruskal-Wallis testas; 2 taikytas Mann—Whitney U testas. Statistinio reikSmingumo lygmuo
pritaikius Bonferroni korekcija po porinio pazyméty grupiy palyginimo taikant Mann—
Whitney U testa: * p = 0,003; °p = 0,03. ALT — alanino aminotransferazé; AST — aspartato
aminotransferazé; CRB — C reaktyvusis baltymas; DTL cholesterolis — didelio tankio
lipoproteiny cholesterolis; INR — tarptautinis normalizuotas santykis; MTL cholesterolis —
mazo tankio lipoproteiny cholesterolis; ND — néra duomeny; SKA — stabili kriitinés angina;
UKS — timus koronarinis sindromas.

Tiriamyjy grupiy vartoti vaistai pateikiami 3.2.1.4 lenteléje. Beveik visi
UKS grupés ligoniai vartojo AKFi, statinus ir antiagregantus. DaZniausiai
vartoti AKFi buvo perindoprilis ir zofenoprilis. Perindoprilj dazniau vartojo
SKA grupés ligoniai (56,7 proc.), palyginti su UKS grupés ligoniais (30,4
proc.) (p = 0,003). ARB dazniau vartojo SKA grupés ligoniai (26,7 proc.),
palyginti su UKS grupe (2,2 proc.) (p = 0,003). Statinai dazniausiai skirti
UKS grupés ligoniams (97,8 proc.). Antiagregantus dazniau vartojo UKS
ligoniai.

3.2.1.4 lentelé. Tiriamyjy vartoti vaistai

Veiksnys | Palyginamoji| SkA | UkS | p

Skiriami vaistai, n (proc.)

AKFi 0(0,0) 18 (60,0 | 90 (97,8)* | <0,001"
Fosinoprilis 0 (0,0) 0(0,0) 3(3.3) -
Perindoprilis 0(0,0) 17 (56,7)° | 28 (30,4)° |<0,001'
Ramiprilis 0 (0,0) 1(3,3) 1(L,1) —
Trandolaprilis 0 (0,0) 0(0,0) 1(L,1) —
Zofenoprilis 0 (0,0) 0(0,0) 57 (62,0) -

ARB 0(0,0) 8(26,7)° 22,2 | <0,001!

Statinai 2 (3,7)%¢ 27(90,0)¢ | 90 (97,8)° |<0,001"
Atorvastatinas ND 12 (40,0) | 89 (96,7) —
Rozuvastatinas ND 15 (50,0) 1(L,1) —
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3.2.1.4 lentelés tegsinys

Veiksnys Palyginamoji SKA UKS p
Cholesterolio absorbcijos
inhibitorius
Ezetimibas ND 9 (30,0) 1(L,1) —
Antiagregantai 0 (0,0) 18 (60,0) | 88 (95,7)F |<0,001'
Aspirinas 0(0,0) 18 (60,0)¢ | 82 (89,1)¢ |<0,001!
Aspirinas ir klopidogrelis 0 (0,0) 13 (43,3) | 28(30,4) |[<0,001!
Aspirinas ir tikagreloras 0(0,0) 0(0,0) 59 (64,1) -

p — statistinio reik$mingumo lygmuo palyginus palyginamaja, SKA ir UKS grupes. ! taikytas
Fisher—Freeman—Halton testas. Statistinio reikSmingumo lygmuo pritaikius Bonferroni
korekcija po porinio pazymeéty grupiy palyginimo taikant Fisher 5 Exact testa: *# p = 0,003.
AKFi —angiotenzing konvertuojancio fermento inhibitorius; ARB — angiotenzino II recepto-
riy blokatorius; ND — néra duomeny; SKA — stabili kriitinés angina; UKS — timus koronarinis
sindromas.

Ligoniai, sergantys SKA ir UKS, vartojo antiagregantus, todél jiems tirta
trombocity agregacija. Trombocity agregacijos rodikliy reik§més pateiktos
3.2.1.5 lenteléje. SKA grupés ligoniai turéjo aukStesnes, o UKS ligoniai —
Zzemesnes trombocity agregacijos tyrimy vertes.

3.2.1.5 lentelé. Tiriamyjy trombocity agregacijos tyrimy rodikliai

Veiksnys | Palyginamoji | SKA | Uks | p
Trombocity agregacijos tyrimai, mediana (min.—maks.)
Trombocity agregacija ND 67,5 (5,0-91,0) | 19,0 (6,0-94,0) | < 0,001"
paveikus ADF (proc.A)
Trombocity agregacija pa- ND 73,5 (8,0-95,0) | 28,0 (6,0-94,0) | 0,001!
veikus epinefrinu (proc.A&)

p — statistinio reik§mingumo lygmuo palyginus SKA ir UKS grupes. ! taikytas Mann—Whitney
U testas. ADF — adenozino difosfatas; ND — néra duomeny; proc.*¥ — procentiné agregacija;
SKA — stabili kriitinés angina; UKS — imus koronarinis sindromas.

Atsizvelgiant j eksperimentiniuose lgsteliy kultiiry modeliuose nustatyta
RAS moduliacijos ir CYP4F2-20-HETE signalinés asies sgveika (ACE2/
RAS-20-HETE), tolesn¢je analizéje buvo jvertintos cirkuliuojancios ACE2
ir 20-HETE koncentracijos skirtingose klinikinése tiriamyjy grupése
(3.2.1.6 lentele). UKS serganciy ligoniy ACE2 koncentracija (5,5 (2,1
28,2) ng/ml) buvo zemiausia ir reikSmingai Zzemesné nei SKA bei palygi-
namosios grupés asmeny. UKS grupés ligoniai turéjo ir reik§mingai Zemiau-
sig 20-HETE koncentracijg kraujyje (6,1 (0,7-303,4) ng/ml), palyginti su
SKA bei palyginamosios grupés asmenimis.
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3.2.1.6 lentelé. ACE? ir 20-HETE koncentracijos tiriamyjy kraujo plazmoje

Veiksnys | Palyginamoji | SKA | UKS |
Koncentracijos nustatymas, mediana (min.—maks.)
ACE2 (ng/ml) 8,0 (4,4-59,3) 7,3 (4,2-21,3)° | 5,5(2,1-28,2)** | <0,001"
20-HETE (ng/ml) | 52,7 (2,3-332,7)° | 27,2 (6,4-368,5)* | 6,1 (0,7-303,4)*¢ | <0,001'

p — statistinio reik$mingumo lygmuo palyginus palyginamaja, SKA ir UKS grupes. ! taikytas
Kruskal-Wallis testas. Statistinio reikSmingumo lygmuo pritaikius Bonferroni korekcija po
porinio pazyméty grupiy palyginimo taikant Mann—Whitney U testa: ¢ p = 0,003; ® p =
0,027. 20-HETE — 20-hidroksieikozatetraeno rugstis; ACE2 — angiotenzing konvertuojantis
fermentas 2; SKA — stabili kriitinés angina; UKS — timus koronarinis sindromas.

CYP4F2 12108622, rs1558139, rs3093135 ir rs2074902 varianty geno-
tipy ir aleliy pasiskirstymas tiriamyjy grupése pateiktas 3.2.1.7 lenteléje.
Genotipy pasiskirstymas kiekvienoje tiriamojoje grup¢je atitiko Hardy—
Weinberg pusiausvyros désnj (p > 0,05). ReikSmingy genotipy pasiskirstymo
skirtumy tarp palyginamosios, SKA ir UKS grupiy nenustatyta.

3.2.1.7 lentelé. Tiriamyjy CYP4F2 rs2108622, rs1558139, rs3093135 ir
rs2074902 genotipy ir aleliy pasiskirstymas

Veiksnys | Palyginamoji | SKA |  UKS | p
CYP4F2 rs2108622
cC 33 (66,0) 15 (50,0) 57 (62,0) 0,69
CT 14 (28,0) 13 (43,3) 29 (31,5)
TT 3(6,0) 2(6,7) 6(6,5)
C alelis 80 (80,0) 43 (71,7) 143 (77,7) -
T alelis 20 (20,0) 17 (28,3) 41 (22,3)
CYP4F2 rs1558139
AA 8 (16,0) 6 (20,0) 18 (19,6) 0,824
AG 30 (60,0) 14 (46,7) 50 (54,3)
GG 12 (24,0) 10 (33,3) 24 (26,1)
Aalelis 46 (46,0) 26 (43,3) 86 (46,7) -
G alelis 54 (54,0) 34 (56,7) 98 (53,3)
CYP4F2 rs3093135
AA 34 (68,0) 16 (53.,3) 55 (59,8) 0,219
AT 16 (32,0) 13 (43.3) 30 (32,6)
TT 0(0,0) 13.3) 7(7.6)
Aalelis 84 (84,0) 45 (75,0) 140 (76,1) -
T alelis 16 (16,0) 15 (25,0) 44 (23,9)
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3.2.1.7 lentelés tesinys

Veiksnys | Palyginamoji | SKA | UKS | p
CYP4F2 rs2074902
cC 0(0,0) 13.3) 4(43) 0,276
CT 16 (32,0) 12 (40,0) 22 (23,9)
TT 34 (68,0) 17 (56,7) 66 (71,7)
C alelis 16 (16,0) 14 (23.3) 30 (16,3) -
T alelis 84 (84,0) 46 (76,7) 154 (83,7)

SKA — stabili kriitinés angina; UKS — imus koronarinis sindromas.

3.2.2. ACE2 ir 20-HETE koncentracijy sasajos su vartojamais
vaistais

Siekiant jvertinti RAS sistemg veikianciy vaisty jtakg ACE2 ir 20-HETE
koncentracijoms, pacientai buvo suskirstyti pagal AKFi vartojimg SKA ir
UKS grupése (3.2.2.1 lentelé). UKS grupéje AKFi nevartojusiy ligoniy buvo
tik 2, todel rezultatai gali neatspindéti fiziologinio $iy vaisty poveikio pasi-
rinktoje grupéje. SKA grupéje ACE2 koncentracija buvo reikSmingai
aukstesné ligoniy, vartojusiy AKFi (8,0 (5,1-21,3) ng/ml), palyginti su nevar-
tojusiais Siy vaisty (5,6 (4,2-9,3) ng/ml; p = 0,001). Vertinant 20-HETE kon-
centracijg, reikSmingy skirtumy tarp AKFi vartojanciy ir nevartojanciy pa-
cienty SKA grupé¢je nenustatyta.

3.2.2.1 lentelé. ACE? ir 20-HETE koncentracijy sqsajos su AKFi vartojimu
SKA ir UKS sergandiyjy grupése

SKA UKS
Veiksnys n mediana p n mediana p
(min.—maks.) (min.—maks.)

ACE2 (ng/ml)

Vartojantys AKFi 18 | 8,0(51-21,3) |0,001'|90 | 55(2,1-20,8) | 0,13

Nevartojantys AKFi 12 5,6 (4,2-9,3) 2 17,6 (6,9-28,2)
20-HETE (ng/ml)

Vartojantys AKFi 18 | 28,6 (7,2-368,5) | 0,31 | 90| 6,1(0,7-68,5) | 0,81

Nevartojantys AKFi 12 | 20,9 (6,4-318,4) 2 |152,1(0,9-303,4)

!taikytas Mann—Whitney U testas. 20-HETE — 20-hidroksieikozatetraeno riigstis; ACE2 —
angiotenzing konvertuojantis fermentas 2; AKFi — angiotenzing konvertuojancio fermento
inhibitorius; SKA — stabili kriitinés angina; UKS — imus koronarinis sindromas.
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Siekiant jvertinti ACE2 ir 20-HETE koncentracijy sasajas su skirtingy
AKFi vartojimu, analizé atlikta UKS grupéje (3.2.2.2 lentelé). SKA grupéje
dazniausiai vartotas perindoprilis (3.2.1.4 lentel¢). UKS grupéje nustatyta,
kad ACE2 ir 20-HETE koncentracijos nesiskyré tarp perindoprilj ir zofeno-
prilj vartojusiy pacienty.

3.2.2.2 lentelé. ACE?2 ir 20-HETE koncentracijy sgsajos su skirtingy AKFi
vartojimu UKS serganciyjy grupéje

. UKS
Veiksnys p
n ‘ mediana (min.—maks.)
ACE2 (ng/ml)
Vartojantys perindoprilj 28 5,4 (3,3-20,8) 0,793
Vartojantys zofenoprilj 57 5,5 (2,6-14,8)
20-HETE (ng/ml)
Vartojantys perindoprilj 28 6,0 (0,8-68,5) 0,751
Vartojantys zofenoprilj 57 6,1 (0,7-29,7)

20-HETE — 20-hidroksieikozatetraeno riigstis; ACE2 — angiotenzing konvertuojantis fermen-
tas 2; UKS — timus koronarinis sindromas.

Vertinant ARB vartojimo sasajas su ACE2 ir 20-HETE koncentracijomis
(3.2.2.3 lentele¢), nustatyta, kad SKA grupéje ACE2 koncentracija buvo
reikSmingai zemesné ARB vartojusiy pacienty grupéje — 5,6 (4,4-9,3) ng/ml,
palyginti su ARB nevartojusiais — 7,7 (4,2-21,3) ng/ml (p = 0,021). 20-HETE
koncentracijos tarp $iy grupiy reikSmingai nesiskyre.

3.2.2.3 lentelé. ACE? ir 20-HETE koncentracijy sgsajos su ARB vartojimu
SKA ir UKS sergandiyjy grupése

SKA UKS
Veiksnys mediana p mediana p
" (min.—maks.) " (min.—maks.)

ACE2 (ng/ml)

Vartojantys ARB 8 5,6 (4,4-9,3) 0,021! 2 17,6 (6,9-28,2) | 0,13

Nevartojantys ARB | 22 | 7,7 (4,2-21,3) 90 5,5(2,1-20,8)
20-HETE (ng/ml)

Vartojantys ARB 8 | 17,0 (6,4-110,1) | 0,122 2 |152,1(0,9-303,4)| 0,81

Nevartojantys ARB | 22 | 28,6 (7,2-368,5) 90 6,1 (0,7-68,5)

!taikytas Mann—Whitney U testas. 20-HETE — 20-hidroksieikozatetraeno riigstis; ACE2 —
angiotenzing konvertuojantis fermentas 2; ARB — angiotenzino II receptoriy blokatorius;
SKA — stabili kriitinés angina; UKS — imus koronarinis sindromas.
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UKS grupéje ACE2 koncentracija nesiskyreé tarp tikagrelorg vartojusiy ir
nevartojusiy pacienty, taciau 20-HETE koncentracija buvo reikSmingai di-
desné¢ vartojusiyjy grupéje (6,7 (0,7-29,7) ng/ml), palyginti su nevartojusiais
(1,3 (0,7-303,4) ng/ml; p = 0,011) (3.2.2.4 lentelé). SKA grupés pacientai
tikagreloro nevartojo.

3.2.2.4 lentelé. ACE2 ir 20-HETE koncentracijy sqsajos su tikagreloro
vartojimu UKS serganciyjy grupéje

UKS
Veiksnys : . p
n ‘ mediana (min.—maks.)
ACE2 (ng/ml)
Vartojantys tikagrelora 59 5,3 (2,6-13,8) 0,119
Nevartojantys tikagreloro 33 6,9 (2,1-28,2)
20-HETE (ng/ml)
Vartojantys tikagrelora 59 6,7 (0,7-29,7) 0,011!
Nevartojantys tikagreloro 33 1,3 (0,7-303,4)

!taikytas Mann—Whitney U testas. 20-HETE — 20-hidroksieikozatetraeno riigstis; ACE2 —
angiotenzing konvertuojantis fermentas 2; UKS — imus koronarinis sindromas.

Vertinant klopidogrelio vartojimo sasajas su ACE2 ir 20-HETE koncent-
racijomis SKA ir UKS grupése (3.2.2.5 lentelé), reik§mingy ACE2 koncent-
racijos skirtumy nenustatyta nei SKA, nei UKS grupése (atitinkamai p =
0,227 ir p = 0,577). 20-HETE koncentracija buvo reikSmingai zemesn¢ klopi-
dogrelj vartojusiy SKA grupés pacienty (22,5 (7,2-226,9) ng/ml), palyginti
su nevartojusiais (73,1 (6,4-368,5) ng/ml; p = 0,024). UKS grupéje Sis
skirtumas buvo dar rySkesnis — nustatyta reikSmingai zemesné¢ 20-HETE
koncentracija klopidogrelj vartojusiy pacienty grupéje (1,0 (0,7-11,7) ng/ml),
palyginti su nevartojusiais (6,9 (0,7-303,4) ng/ml; p <0,001).

3.2.2.5 lentelé. ACE?2 ir 20-HETE koncentracijy sgsajos su klopidogrelio
vartojimu SKA ir UKS serganciyjy grupése

SKA UKS
Veiksnys i mediana p i mediana p
(min.—maks.) (min.—maks.)
ACE2 (ng/ml)
Vartojantys 13 8,3 (4,4-14,6) 0,227 | 28 | 6,2(2,1-28,2) 0,577
klopidogrelj
Nevartojantys 16 7,2 (4,2-21,3) 64 | 5,4(2,6-20,8)
klopidogrelio
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3.2.2.5 lentelés tesinys

SKA UKS
Veiksnys mediana p i mediana p
" (min.—maks.) (min.—maks.)
20-HETE (ng/ml)

Vartojantys 13 | 22,5(7,2-226,9) | 0,024' | 28 | 1,0(0,7-11,7) |<0,001"
klopidogrelj
Nevartojantys 16 | 73,1 (6,4-368.,5) 64 | 6,9 (0,7-303,4)
klopidogrelio

!taikytas Mann—Whitney U testas. 20-HETE — 20-hidroksieikozatetraeno rugstis; ACE2 —
angiotenzing konvertuojantis fermentas 2; SKA — stabili kriitinés angina; UKS — @imus
koronarinis sindromas.

3.2.3. Genetiniy veiksniy jtaka ACE2 ir 20-HETE koncentracijai

Genetiniy veiksniy jtaka ACE2 ir 20-HETE koncentracijoms pagal
CYP4F2 geno variantus pateikta 3.2.3.1 ir 3.2.3.2 lentelése. N¢ vienoje
tirlamyjy grupéje genetiniy veiksniy jtaka ACE2 koncentracijai nebuvo
reik§Sminga. Ta¢iau 20-HETE koncentracija reikSmingai skyrési priklausomai
nuo CYP4F?2 rs1558139 varianto SKA grupéje (p = 0,027; 3.2.3.2 lentele).
Auksciausia 20-HETE koncentracija nustatyta GG genotipa turintiems pa-
cientams (96,9 (22,5-368,5) ng/ml), palyginti su AG genotipa turin¢iais (20,0
(6,4-226,9) ng/ml; p = 0,009). Palyginamojoje ir UKS grupése reikSmingy
skirtumy nenustatyta.

Ivertinus visy keturiy CYP4F?2 varianty genetinius modelius atskirose
grupése (palyginamoji, SKA, UKS), statistiskai reiksmingy ACE2 koncentra-
cijos skirtumy nenustatyta (3.2.3.3 lentel¢). Artimiausias statistiniam reiks-
mingumui buvo rs1558139 recesyvusis modelis UKS grupéje, tadiau skirtu-
mas reikSmingumo nepasieké — 4,75 (2,8-7,4) ng/ml, palyginti su AG ir GG
genotipy tiriamaisiais — 6,05 (2,1-28,2) ng/ml (p = 0,053).

Vertinant 20-HETE koncentracija, reikSmingi skirtumai nustatyti tik
rs1558139 variantui SKA grupéje (3.2.3.4 lentel¢). Dominantiniame mode-
lyje GG genotipg turintiems tiriamiesiems nustatyta aukStesné 20-HETE
koncentracija — 96,9 (22,5-368,5) ng/ml, palyginti su AA ir AG genotipus
turin€iais tiriamaisiais — 20,0 (6,4-318,4) ng/ml (p = 0,011). VirSdominan-
tiniame modelyje AG genotipa turintiems tiriamiesiems nustatyta Zemesné
20-HETE koncentracija — 20,0 (6,4-226,9) ng/ml, palyginti su AA ir GG
genotipy grupe — 71,3 (7,2-368,5) ng/ml (p = 0,023). Palyginamojoje ir UKS
grupése CYP4F?2 genetiniai modeliai 20-HETE koncentracijai reik§mingos
itakos nedar¢.
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3.2.4. ACE2 ir 20-HETE koncentracijy sasajos su klinikiniais ir
laboratoriniais rodikliais

ACE2 koncentracija buvo reik§mingai susijusi su hemoglobino koncent-
racija (rs = 0,283; p = 0,003), nustatant silpng teigiama rysi (3.2.4.1 lentele).
Taip pat nustatyta statistiSkai reikSminga sasaja tarp ACE2 koncentracijos ir
trombocity agregacijos, paveikus ADF (rs = 0,193; p = 0,033). Kiti analizuoti
rodikliai — amZius, kreatinino koncentracija, AST aktyvumas bei trombocity
agregacija, paveikus epinefrinu — su ACE2 koncentracija nebuvo reikSmingai
susij¢ (»p > 0,05). Nustatyta vidutinio stiprumo reikSminga neigiama
20-HETE koncentracijos ir kreatinino koncentracijos sgsaja (rs =—0,365; p <
0,001), rodanti, kad did¢jant kreatinino koncentracijai, 20-HETE koncentra-
cija maz¢ja (3.2.4.1 lentele). Be to, nustatyta statistiSkai reikSminga sgsaja su
trombocity agregacija, indukuota ADF (rs = 0,326; p < 0,001), bei ribinio
statistinio reikSmingumo teigiama sgsaja su trombocity agregacija, paveikus
epinefrinu (rs = 0,178; p = 0,05). Kiti tirti rodikliai, jskaitant amziy,
hemoglobino koncentracija ir AST aktyvuma, su 20-HETE koncentracija
nebuvo reik§mingai susij¢ (p > 0,05). Tarp ACE2 ir 20-HETE koncentracijy
reikSmingos sasajos nenustatyta (rs = 0,047; p = 0,605).

3.2.4.1 lentelé. ACE? ir 20-HETE koncentracijy sqsajos su tirtais rodikliais

_ ACE2 (ng/ml) 20-HETE (ng/ml)
Veiksnys
rs )4 I's P

20-HETE (ng/ml) 0,047 0,605 1,000 -
AmzZius (metai) 0,008 0,931 0,072 0,431
Hemoglobinas (g/1) 0,283 0,003 0,161 0,094
Kreatininas (pmol/l) —0,018 0,851 0,365 < 0,001
AST (U/) -0,105 0,396 0,158 0,203
Trombocity agregacija 0,193 0,033 0,326 <0,001
indukuota ADF (proc.A#")
Trombocity agregacija 0,053 0,562 0,178 0,05
indukuota epinefrinu (proc.A#")

20-HETE — 20-hidroksieikozatetraeno riigstis; ACE2 — angiotenzing konvertuojantis fermen-

tas 2; ADF — adenozino difosfatas; AST — aspartato aminotransferazé; proc.
agregacija; rs— Spearman ranginés koreliacijos koeficientas.
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3.2.5. Vienaveiksné ir daugiaveiksné logistiné regresija
UKS prognozavimui

I vienaveiksnés logistinés regresijos analizés modeli buvo jtraukti klini-
kiniai, laboratoriniai ir funkciniai rodikliai, turintys potencialig reik§me UKS
patofiziologijai, jskaitant amziy, hemoglobino koncentracija, kreatinino kon-
centracija, AST aktyvuma, trombocity agregacija bei cirkuliuojanciy biozy-
meny (ACE2 ir 20-HETE) koncentracijas (3.2.5.1 lentelé).

Aukstesné kreatinino koncentracija buvo susijusi su didesne galimybe
pasireik$ti UKS (GS = 1,05; p = 0,001). Aukstesnés hemoglobino koncentra-
cijos (GS = 0,94; p = 0,003), trombocity agregacijos, paveikus ADF (GS =
0,92; p <0,001) ir epinefrinu (GS = 0,96; p < 0,001) bei ACE2 (GS = 0,85;
p=0,001) ir 20-HETE (GS = 0,95; p < 0,001) koncentracijos buvo susijusios
su mazesne galimybe pasireiksti UKS.

3.2.5.1 lentelé. Biozymeny jtaka UKS pasireiksti tiriamojoje imtyje, atlikus
vienaveiksne logisting regresijos analize

Rodiklis GS 95 proc. PI P
AmzZius 0,99 0,96-1,02 0,584
Hemoglobinas 0,94 0,91-0,98 0,003
Kreatininas 1,05 1,02—-1,09 0,001
AST 1,05 1,00-1,10 0,056
Trombocity agregacija paveikus ADF 0,92 0,90-0,95 < 0,001
Trombocity agregacija paveikus epinefrinu 0,96 0,94-0,98 < 0,001
ACE2 0,85 0,77-0,94 0,001
20-HETE 0,95 0,93-0,97 <0,001

20-HETE — 20-hidroksieikozatetraeno riigstis; ACE2 — angiotenzing konvertuojantis fermen-
tas 2; GS — galimybiy santykis; PI — pasikliautinasis intervalas.

Atlikus daugiaveiksng logisting regresijos analiz¢ jvertinta bioZymeny
sgsaja su UKS pasireiskimu (3.2.5.2 lentel¢). Nustatyta, kad 20-HETE ir
ACE2 koncentracijos buvo nepriklausomai susijusios su UKS. Aukstesné
20-HETE koncentracija buvo susijusi su maZesne galimybe pasireiksti UKS
(GS = 0,953; p < 0,001), o ACE2 koncentracija taip pat buvo reikSmingai
susijusi su maZesne galimybe pasireiksti UKS (GS = 0,884; p = 0,022).
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3.2.5.2 lentelé. Biozymeny jtaka UKS pasireiksti tiriamojoje imtyje, atlikus
daugiaveiksne logisting regresijos analize

Rodiklis GS 95 proc. PI P
20-HETE 0,953 0,934-0,972 < 0,001
ACE2 0,884 0,796-0,982 0,022

20-HETE — 20-hidroksieikozatetraeno riigstis; ACE2 — angiotenzing konvertuojantis fermen-
tas 2; GS — galimybiy santykis; PI — pasikliautinasis intervalas.

ROC kreivés analizé (3.2.5.3 lentelé) parodé, kad itraukus ACE2 i
diagnostinj modelj kartu su 20-HETE, modelio diagnostin¢ verté reikSmingai
nepager¢jo, nes sujungto modelio diskriminaciné geba (AUC) buvo panasi |
modelio, pagristo vien 20-HETE. Cirkuliuojancios 20-HETE koncentracija
patikimai skyré¢ UKS nuo SKA (AUC =0,91) (3.2.5.1 pav. A). Optimali ribiné
verté, nustatyta pagal Youden indeksa, buvo < 11,34 ng/ml, jautrumas —
86,9 proc., o specifiskumas — 83,3 proc. Palyginus UKS su sveikais
asmenimis, AUC sieké 0,93 (3.2.5.1 pav. B), o palyginus su visais ne UKS
atvejais — 0,92 (3.2.5.1 pav. C).

3.2.5.3 lentelé. 20-HETE jtaka diagnostiniam modeliui, vertinant atskirai ir
kartu su ACE?2

. .. 95 proc. . . . | Jautrumas, | SpecifiSkumas,

Grupiy palyginimas | AUC PI Ribiné verté proc. proc.
20-HETE ir ACE2 modelis
UKS palyginti su SKA | 0,87 | 0,79-0,94 - 84,8 80,0
UKS palyginti su 0,93 | 0,88-0,97 - 90,2 88,9
palyginamaja grupe
UKS palyginti su SKA | 51 1 6 g6 0 96 - 89,1 82,7
ir palyginamaja grupe
20-HETE modelis
UKS palyginti su SKA | 0,91 |0,84-0,97 | < 11,34 ng/ml 86,9 83,3
UKS palyginti su 0,93 | 0,88-0,97 | < 13,55 ng/ml| 90,2 88,9
palyginamaja grupe
UKS palyginti suSKA | 5) | 67 96| < 13,55 ng/ml| 90,2 84,5
ir palyginamaja grupe

AUC — plotas po kreive; SKA — stabili kriitinés angina; UKS — imus koronarinis sindromas.
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3.2.5.1 pav. ROC kreives, vertinancios 20-HETE koncentracijos
prognosting verte UKS pasireiSkimui

A —UKS ir SKA palyginimas (AUC = 0,91); B — UKS ir palyginamosios grupés palyginimas
(AUC =0,925); C — UKS ir sujungtos palyginamosios bei SKA grupés palyginimas (AUC =
0,92).
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4. REZULTATU APTARIMAS

Siame tyrime jvertinta renino-angiotenzino sistemos, arachidono riigities
metabolizmo ir su jais susijusiy uzdegiminiy procesy saveika, taikant in vitro
lasteliy kultiiry modelius bei tiriant iSemine Sirdies liga sirgusiy pacienty imtj.
Pirmojoje disertacinio darbo dalyje tirtas jvairiy medziagy, veikian¢iy RAS—
ARA grandj, poveikis endotelio, kepeny ir inksty lasteliy kultiirose. Lasteliy
kultiiros paveiktos antikoaguliantais, antiagregantais ir RAS inhibitoriais,
juos derinant su fizikine stimuliacija — Zemo daznio UG. Tirta Igsteliy geny
raiSka ir jy funkcija. Antrojoje dalyje jvertinta lasteliy kultiiry tyrimuose
nustatyty reikSmingy biozymeny klinikiné reikSmé pacientams, sirgusiems
ISL. Gauti rezultatai parodé, kad CYP4F2—20-HETE metaboliné adis yra
jautri tiek farmakologinei, tiek fizinei moduliacijai ir pasizymi ryskiu audi-
niui specifiniu atsaku. Endotelio lgstelése antikoaguliantai ir antiagregantai
reik§mingai mazino CYP4F2 raiSka, tuo tarpu RAS inhibitoriai moduliavo
tiek klasikings, tiek alternatyvios RAS aSies komponentus, kartu keisdami 20-
HETE susidarymg ir GPR75 receptoriaus raiska. Inksty epitelinése lastelése
nustatyti panasts, nuo junginio priklausomi pokyc¢iai, o kepeny modelyje Siy
sistemy atsakas buvo maziau iSreikStas, patvirtinant S$iy mechanizmy
audiniams budingg specifiSkuma. Taip pat nustatyta, kad Zemo daznio UG
sustiprina farmakologinj poveikj, moduliuvodamas lasteliy migracija, oksida-
cijos-redukcijos proceso pusiausvyra, NO susidarymg ir geny raiskg. Kliniki-
niai duomenys parod¢, kad cirkuliuojanciy ACE2 ir 20-HETE koncentracijos
yra susijusios su ISL klinikinémis formomis, o 20-HETE pasizymi auksta
diagnostine verte diferencijuojant UKS ir SKA (AUC = 0,91). Siy biozymeny
koncentracijos skirtumai, nustatyti SKA ir UKS pacientams, leidZia teigti
apie reikSmingus kraujagysliy funkcijos poky¢ius iiminés iSemijos metu. Tai
pabrézia jy vaidmenj atspindint aterosklerozeés progresavima.

4.1. ARA metabolizmo fermento CYP4F2 raiSkos
poky¢iai lasteliy kultiirose

CYP4F2 fermentas yra svarbus ARA metabolizmo komponentas, glau-
dziai susijes su uzdegimo, oksidacinio streso ir trombozés procesais krauja-
gysliy sistemoje. Kadangi endotelis yra viena pagrindiniy $iy patofiziologiniy
procesy reguliavimo viety, farmakologiniai veiksniai, galintys moduliuoti
CYP4F2 raiska endotelio Iastelese, gali turéti tiek biologing, tiek kliniking
produktas 20-HETE yra susij¢ su trombocity reaktyvumu, uzdegiminiais
procesais bei atsaku j antitrombocitinj gydyma pacientams, sergantiems ISL,
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ypa¢ gydomiems tikagreloru ar kitais antiagregantais [16]. Siuo tyrimu buvo
siekiama jvertinti, ar klinikin¢je praktikoje placiai vartojami vaistai — tiesio-
ginis Xa veiksnio inhibitorius rivaroksabanas ir P2Y, receptoriy antago-
nistas tikagreloras — gali veikti CYP4F2 raiska kraujagysliy endotelyje.

Misy tyrimo rezultatai parode, kad rivaroksabanas HUVEC lastelése
reikSmingai ir priklausomai nuo koncentracijos mazina CYP4F2 mRNR
raiSka. DidZiausios tirtos koncentracijos (10 uM) salygomis CYP4F?2 raiSka
sumazéjo 2,72 karto, kas leidzia daryti prielaida, kad rivaroksabanas gali
slopinti w-hidroksilazés sintez¢ endotelyje. Didziausias CYP4F2 fermento
aktyvumas stebimas ankstyvose uzdegimo stadijose, mazdaug po 24 val. nuo
uzdegimo stimulo pradzios [123, 124, 129]. Kadangi CYP4F2 dalyvauja
biologiskai aktyviy eikozanoidy, jskaitant 20-HETE, sintez¢je bei leukotrie-
no B4 metabolizme, Sis slopinimas gali buti siejamas su sumazéjusiu uzde-
giminiu ir oksidaciniu atsaku kraujagysliy sienoje [129, 229]. Sie rezultatai
papildo anksciau paskelbtus duomenis, rodancius rivaroksabano prieSuzdegi-
minj poveikj — geb¢jima slopinti VCAM-1, ICAM-1 ir IL-8 raiSka bei mazinti
ADJ kaupimasi endotelyje [230, 231].

Nepaisant reik§mingo mRNR raiskos sumazéjimo, CYP4F2 baltymo
koncentracija reikimingai nepakito. Sis neatitikimas gali biti aiikinamas
potranskripciniais ir potransliaciniais reguliacijos mechanizmais, kurie lemia,
kad mRNR pokyciai ne visuomet tiesiogiai atsispindi baltymo lygmeniu
[232].

Nustatyta ir tai, kad tikagreloras taip pat reikSmingai mazino CYP4F2
raiSkg HUVEC lastelése. Didziausias slopinantis poveikis nustatytas esant 25
nM koncentracijai, kai CYP4F2 mRNR raiska sumazéjo 2,38 karto, bei taip
pat sumazéjo ir baltymo koncentracija. Sie duomenys prapleia kity tyréjy
jvertinta tikagreloro pleotropinj poveikj, kuris apima ne tik trombocity
agregacijos slopinima, bet ir uzdegiminiy procesy bei endotelio funkcijos
moduliacijg [233, 234]. Vienas geriausiai zinomy tikagreloro pleotropiniy
efekty yra vazodilatacija, siejama su adenozino pernasos j lasteles slopinimu
ir dél to padidejusia uZlgsteline adenozino koncentracija. Adenozinas pasizy-
mi jvairiomis kraujagysles apsauganc¢iomis savybémis — skatina kraujagysliy
i8siplétima, endotelio veiksniy sekrecijg. Taip pat, slopindamas neutrofily
adhezija prie endotelio, adenozinas mazina uzdegiminj atsaka [230, 231].
Keletas klinikiniy tyrimy parodé¢, kad tikagreloras gerina endotelio funkcija
ir pasizymi aterogeneze slopinaniu poveikiu [229, 232]. Sis poveikis sieja-
mas su padid¢jusiu endotelio pirmtakiy lasteliy, kurios yra biitinos endotelio
regeneracijai, kiekiu, taip pat su sumazéjusia cirkuliuojancio epidermio
augimo veiksnio, siejamo su ED ir aterogenezés procesais, koncentracija
[233, 235].
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HepG2 lastelés, kaip pagrindinis citochromo P450 fermenty, jskaitant
CYP4F2 ir CYP4AL1l, raiskos ir sisteminio eikozanoidy metabolizmo cent-
ras, buvo pasirinktos jvertinti tikagreloro poveikj Siy fermenty reguliacijai uz
kraujagysliy endotelio riby. PrieSingai nei endotelio lastelése, kepeny HepG2
modelyje tikagreloras parodé tik tendencijg veikti CYP4F2 ir CYP4All
raiSka. Tai rodo, kad tikagreloro poveikis CYP fermenty reguliacijai yra
audiniui specifinis ir labiau iSreikStas endotelyje, kuris yra pagrindiné krauja-
gysliy homeostazés reguliavimo vieta.

4.2. RAS inhibitoriy poveikis lasteliy funkcijai ir geny raiskai

Tolesniame tyrimo etape buvo siekiama jvertinti RAS inhibitoriy poveikj
CYP4F2-20-HETE metabolinei asiai bei su ja susijusiam lgsteliy funkciniam
atsakui. Atsizvelgiant j tai, kad $i asis sieja uzdegiminius, trombozés, hemodi-
naminius procesus, $iy junginiy poveikio tyrimas leidzia geriau suprasti jy
mechanizmus kraujagysliy pazeidimo procesuose.

Endotelio lgsteliy funkcijos rodikliy pokyciai

MTT tyrimo rezultatai parodé¢, kad visi trys RAS veikiantys junginiai
didino HUVEC metabolinj gyvybinguma, taciau poveikio pobudis ir priklau-
somybé skyrési nuo junginiy koncentracijos. Kaptoprilis reikSmingai didino
lasteliy gyvybinguma tirtame 0,25-2,25 puM koncentracijy intervale, o
didZiausias efektas nustatytas esant 1,25 uM koncentracijai. Gauti rezultatai
atitinka anksciau skelbtus duomenis apie AKFi citoprotekcines savybes,
siegjamas su eNOS aktyvinimu, NO biologinio prieinamumo didéjimu bei
NADPH oksidazés aktyvumo slopinimu [236]. Be to, kaptoprilis gali slopinti
lasteliy apoptoze¢ inhibuodamas p38 MAP kinazés signalinj kelig ir skatinti
su lasteliy iSgyvenamumu susijusiy baltymy (uPA, uPAR, PAI-1) raiska [237,
238].

Losartanas taip pat didino HUVEC lasteliy gyvybinguma nuo koncent-
racijos priklausomu bidu, o didziausias poveikis nustatytas 1,75-2,75 uM
koncentracijy intervale. Tai gali biiti siejama su AT receptoriaus blokavimu
ir su tuo susijusiy uzdegiminiy signaly slopinimu. Mokslingje literatiiroje
skelbiama, kad losartanas gali slopinti TNF-o sukelta endotelio lasteliy
apoptoze aktyvindamas VEGFR2/PI3K/Akt signalinj kelig bei mazindamas
adhezijos molekuliy (VCAM-1, ICAM-1) raiska [239, 240].

Pazymétina, kad MLN-4760 poveikis gali biiti dvilypis. Mazesnés MLN-
4760 koncentracijos didino Igsteliy metabolini aktyvumg, didesnés — $i
poveikj silpnino. Sie rezultatai leidzia daryti prielaida, kad dalinis ACE2
slopinimas gali sukelti kompensacinius proliferacinius atsakus, taciau stipres-
nis Sios apsauginés RAS aSies slopinimas eliminuoja jos teigiamg poveiki
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endotelio funkcijai. Vertinant lasteliy proliferacija nustatyta, kad tik MLN-
4760 mazomis koncentracijomis didino gyvy lasteliy skaiCiy, tuo tarpu
kaptoprilis ir losartanas proliferacijos reikSmingai neveikeé. Tai rodo, kad
klasikinés RAS asSies slopinimas labiau veikia Igsteliy metaboling biikle ir
iSgyvenamuma, o ne tiesiogiai skatina proliferacija.

Lasteliy migracijos analizé atskleidé, kad kaptoprilis reikSmingai skatino
HUVEC migracija, o tai atitinka esamus duomenis apie AKFi gebéjima
gerinti endotelio regeneracijg ir reparacinius procesus. Nors duomenys apie
kaptoprilio poveikj Zzaizdos gijimo procesams yra riboti, manoma, kad
kaptoprilis gali teigiamai moduliuoti endotelio reparacinius mechanizmus
aktyvindamas NO signalg ir slopindamas ACE/Ang II/AT|R a$j [241].
Losartano poveikis migracijai buvo silpnesnis, taciau tendencija isliko.

NO sintezé ir oksidacijos-redukcijos proceso pusiausvyra

Vertinant NO susidaryma nustatyta, kad tiek kaptoprilis, tiek losartanas
didino NO kiekj, taciau skirtinguose junginiy koncentracijy diapazonuose.
Kaptoprilis skatino NO sintez¢ visame tirtame intervale, tuo tarpu losartano
poveikis buvo ryskesnis esant didesnéms jo koncentracijoms. Sie rezultatai
pagrindzia literatiros duomenis, jog AKFi ir ARB gerina endotelio funkcija
didindami eNOS aktyvumg ir NO biologinj prieinamumg [242-244].
Pazymeétina, kad MLN-4760 mazino NO koncentracija. Tai pabrézia alterna-
tyvios RAS asies (ACE2/Ang 1-7/Mas) svarba palaikant endotelio homeo-
stazg. ACE2 slopinimas gali lemti sumazéjusia Ang 1-7 sintezg ir dél to
silpnéjant] vazodilatacinj bei prieSuzdegiminj poveiki bei sudaryti
palankesnes salygas proaterogeniniams procesams.

Inksty lgsteliy funkcijos rodikliy pokyciai

RPTEC/TERT1 lasteliy modelyje nustatytas rySkus RAS inhibitoriy
poveikis. Losartanas pasizyméjo stipriu citoprotekciniu poveikiu, didindamas
lasteliy gyvybinguma visame koncentracijy intervale. Tai gali biti siejama su
intrarenalinés Ang Il signalizacijos slopinimu ir oksidacinio streso mazinimu
[245]. Tuo tarpu auks§tos MLN-4760 koncentracijos mazino Igsteliy gyvybin-
guma, kas gali buti susije su apsauginés ACE2 aSies slopinimu. Vertinant
oksidacinj stresg, nustatyta, kad kaptoprilis reikSmingai mazino ADJ susida-
ryma, o losartanas pasiZyméjo antioksidaciniu poveikiu tik didesniy koncent-
racijy intervale. Sie rezultatai atitinka duomenis apie NADPH oksidazés
slopinimg ir oksidacinio streso mazéjimg veikiant RAS inhibitoriams [246—
249]. Priesingai, MLN-4760 didino ADJ susidarymg. Kiti tyr¢jai nustaté, kad
slopinant ACE2, susidaro daugiau ADJ [250].
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Endotelio lgsteliy geny raiskos pokyciai

Geny raiskos tyrimai skirtinguose lasteliy modeliuose leido jvertinti
audiniui specifini RAS inhibitoriy poveikj uzdegimo, adhezijos molekuliy,
prostaglandiny sintezés bei CYP4F2-20-HETE signalinés aSies reguliacijai.
Misy tyrimo duomenys parod¢, kad kaptoprilis HUVEC lastelése sukeéle
nuosekly klasikiniy RAS komponenty (ACE) ir endotelio aktyvacijos Zyme-
ny (VCAM-1, ICAM-1) mRNR raiskos sumaz¢jima, o tai gali biti siejama
su priesuzdegiminiu ir endotelj apsauganéiu poveikiu. Siy adhezijos moleku-
liy slopinimas yra svarbus, nes jos dalyvauja monocity prisitvirtinimo prie
endotelio procese, inicijuoja uzdegiminj atsaka ir prisideda prie aterosklero-
ziniy ploksteliy formavimosi bei ED progresavimo. Sie rezultatai patvirtina
literatiiros duomenis apie AKFi geb¢jima slopinti uzdegiminius procesus ir
oksidacinj stresg [247].

Nustatyta ir tai, kad didesnés kaptoprilio koncentracijos didino CYP4F2
ir GPR75 raiska. Sis reiskinys gali bati interpretuojamas kaip kompensacinis
endotelio atsakas ] Ang II signalizacijos slopinima, kai aktyvinami alternaty-
viis lipidiniy mediatoriy ir eikozanoidy signaliniai keliai, siekiant palaikyti
kraujagysliy homeostaze.

Losartano poveikis HUVEC lastelése buvo selektyvesnis. Nustatytas nuo
koncentracijos priklausomas ACE, PTGS2 ir CYP4F2 raiskos mazéjimas
rodo slopinantj poveikj tiek RAS, tiek prostaglandiny ir eikozanoidy metabo-
lizmui. Siy geny slopinimas gali lemti sumaZzéjusia Ang II priklausoma
uzdegiming aktyvacijg ir prostanoidy sintez¢, kurie yra svarbis ED ir
aterosklerozés progresavimo veiksniai [178]. CYP4F2 raiskos sumaz¢jimas
taip pat leidzia manyti apie slopinama 20-HETE signalinj kelig endotelyje.

PrieSingai nei kaptoprilio ar losartano, MLN-4760 poveikis pasizyméjo
kompleksiniu ir i§ dalies prieSingu transkripciniu profiliu. Didéjant §io jungi-
nio koncentracijai, buvo stebimas ACE2 slopinimas kartu su /CAM-1 ir
PTGS?2 raiSkos did¢jimu, rodanciu uzdegiminio endotelio fenotipo formavi-
masi ir alternatyvios RAS aSies apsauginio poveikio praradima. Be to, 1 uM
MLN-4760 koncentracija skatino CYP4F2 ir GPR75 raiska, ir tai gali
atspindeti kompensacinj eikozanoidy signaliniy keliy aktyvinimg ir padide-
jusj 20-HETE jsitraukima j oksidacinj-uzdegiminj atsaka.

Inksty lgsteliy geny raiskos pokyciai

Atsizvelgiant | intrarenalinés RAS svarbg ir jos vaidmen] reguliuojant
oksidacinj stresg bei uzdegiminius procesus, $iy mechanizmy analizei kaip
tinkamas modelis buvo pasirinktos RPTEC/TERT]1 lastelés. Inksty kanaléliy
epitelio pazeidimas yra glaudziai susijes su sisteminiy Sirdies ir kraujagysliy
ligy progresavimu, todé¢l geny raiSkos pokyciy analizé¢ Siame modelyje turi
svarbig patofiziologing reik§me. Panasiai kaip endotelio Igstelese, kaptoprilis
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RPTEC/TERTT! lastelése mazino ACE, VCAM-1 ir ICAM-1 raiska, rodyda-
mas stipry prieSuzdegiminj ir epitelio aktyvacija slopinantj poveikj. Kadangi
Sios adhezijos molekulés yra susijusios su tubulointersticiniu uzdegimu ir
inksty pazaidos progresavimu, jy slopinimas gali turéti svarbig renoprotek-
cing reikSme [251]. Be to, nustatytas CYP4F2 ir GPR75 raiskos padidé¢jimas
leidzia manyti, kad ir inksty lgstelése aktyvuojami nuo 20-HETE priklausomi
signaliniai keliai yra kaip kompensaciné reakcija | RAS slopinima.

Losartanas RPTEC/TERT1 lastelése sukelé nuo koncentracijos priklau-
soma ACE, VCAM-1, PTGS2 ir CYP4F2 raikos mazéjima. Sis transkripcinis
profilis rodo slopinantj poveikj tiek RAS, tiek uzdegiminiams ir eikozanoidy
metabolizmo keliams. Sie poky¢iai gali prisidéti prie oksidacinio streso mazi-
nimo, fibrogenezés slopinimo ir 1étinés inksty ligos progresavimo létinimo
[252]. CYP4F2 raiSkos sumaz¢jimas leidzia daryti prielaidg apie slopinama
20-HETE signalinj kelig inkstuose.

MLN-4760 poveikis RPTEC/TERT1 lastelése buvo kompleksinis ir
priklausomas nuo koncentracijos. ACE2 inhibicija buvo susijusi su ICAM-1
ir PTGS2 raiskos didé¢jimu bei GPR75 aktyvacija, taip parodydama uzdegi-
minio atsako stipréjimg ir alternatyvios RAS aSies apsauginio poveikio prara-
dima. Sie rezultatai papildo ribotus mokslinés literatiiros duomenis apie
ACE?2 inhibicijos poveik] inksty lasteliy transkripciniam atsakui.

Kepeny lgsteliy geny raiskos pokyciai

Kepeny lastelés (HepG2) buvo pasirinktos tyrimui dél jy svarbos
sisteminiame CYP450 priklausomame eikozanoidy metabolizme. Naudojant
$i lasteliy modelj buvo siekiama jvertinti, ar RAS inhibitoriy poveikis islicka
uz kraujagysliy ir inksty audiniy riby. Miisy duomenys parod¢, kad kapto-
prilis HepG2 Iastelése mazino ACE raiska, taciau didesnémis koncentraci-
jomis didino ACE?2 ir CYP4F?2 raiska. Tai rodo, kad procese yra svarbios abi
RAS asys bei galimai veikia kompensacinis mechanizmas, padedantis palai-
kyti metaboling pusiausvyra. CYP4F?2 raiskos didéjimas leidZzia manyti, kad

Skirtingai nei kituose modeliuose, losartanas HepG2 lastelése neturéjo
reik§mingo poveikio RAS komponenty ar adhezijos molekuliy raiskai, tac¢iau
reikSmingai mazino CYP4F2 ir GPR75 raiS$ka. Tai rodo, kad losartano
poveikis kepenyse gali biiti labiau susijes su eikozanoidy metabolizmo
slopinimu, o ne su tiesiogine RAS reguliacija.

MLN-4760 poveikis HepG2 lastelése buvo selektyvus — nustatyta
padidéjusi ACE? raiska, ir tai gali buti interpretuojama kaip kompensacinis
atsakas ] fermento aktyvumo slopinimg [253]. Taip pat nustatytas GPR75
raiSkos sumazéjimas leidzia manyti apie 20-HETE signalinés aSies modulia-
cija kepenyse.
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4.3. Sinerginis Zemo dazZnio UG ir RAS inhibitoriy poveikis
lasteliy funkcijai ir geny raiskai

Kadangi Zemo daznio UG gali veikti kaip mechaninis biologiniy sistemy
reguliacinis veiksnys, didinantis lgsteliy membrany pralaiduma ir jautrumag
farmakologiniams veiksniams [254], Sio tyrimo in vitro dalyje buvo siekiama
jvertinti, ar zemo daZnio ir intensyvumo UG (5-10 mW/cm?, 69 kHz) gali
sustiprinti RAS inhibitoriy poveikj endotelio bei inksty proksimaliniy
kanaléliy epitelinése Igstelése. Toks kombinuotas poveikis yra ypac aktualus
siekiant geriau suprasti nefarmakologines strategijas, galin¢ias moduliuoti
nuo RAS priklausomus lgsteliy atsakus, susijusius su kraujagysliy funkcija,
oksidaciniu stresu ir uzdegiminiais procesais.

Nustatyta, kad UG didina tiek mazos, tiek didelés molekulinés masés
junginiy pasisavinimg lastelése [255], o jo poveikis apima ne tik terminius,
bet ir mechaninius bei cheminius efektus. Pastarieji vis dazniau siejami su
kraujagysliy tonuso reguliacija ir jvairiy lasteliy signaliniy keliy aktyvacija
[206]. Atsizvelgiant | Siuos mechanizmus, daroma prielaida, kad UG ir RAS
inhibitoriy derinimas gali atskleisti naujus endotelio funkcijos gerinimo bei
kraujagysliy disfunkcijos mazinimo budus. vertinus Igsteliy metabolinio
gyvybingumo atsakg nustatyta, kad zemo daznio UG neturéjo reikSmingo
poveikio nei HUVEC, nei RPTEC/TERTT1 lasteliy gyvybingumui. Tac¢iau UG
derinimas su RAS inhibitoriais i§laiké¢ farmakologiniam poveikiui biidinga
metabolinio aktyvumo profilj. HUVEC lastelése tiek kaptoprilis, tiek losarta-
nas, derinami su UG, didino metabolinj aktyvuma, tuo tarpu RPTEC/TERT1
lastelése analogiSkas efektas buvo nustatytas tik losartano ir UG derinio
atveju. Sie rezultatai rodo, kad UG veikia ne kaip savarankiskas stimuliato-
rius, bet kaip farmakologinio poveikio moduliatorius, kurio efektyvumas
priklauso nuo lgstelés tipo ir taikomo vaisto.

Poveikis lgsteliy kultiiry funkcijos rodikliams

Vertinant lgsteliy migracijos atsaka | UG ir RAS inhibitoriy derinj,
nustatyta, kad HUVEC lastelése didesnés kaptoprilio (1,75-2,25 uM) ir
losartano (2,25-2,75 uM) koncentracijos, taikomos kartu su UG, reikSmingai
skatino Zaizdos ploto sumaz¢jimg. Tai rodo, kad mechaniné stimuliacija
sustiprina endotelio migracinj potencialg, kuris yra esminis reparaciniy
procesy veiksnys. Nustatyta, kad migracijos intensyvumas buvo tiesiogiai
susijes su UG taikymu, taip pabrézdamas mechanotransdukcijos reikSme
reguliuojant endotelio atsakg. Nors mokslinéje literatiiroje duomeny apie
tiesiogini RAS inhibitoriy poveikj Iasteliy migracijai yra nedaug, manoma,
kad Sie vaistai gali skatinti migracija per pleotropinj poveikj endotelio
funkcijai ir ACE/Ang II/AT R aSies slopinimg [256]. Chen ir bendraautoriy
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tyrimas su gyviiny modeliais parode, kad zemo daznio UG gali reikSmingai
pagreitinti zaizdy gijima, didé¢jant kraujagysliy endotelio augimo veiksnio
(VEGF) ir TGF-B1 raiskai [257]. Tai papildomai paaisSkina misy tyrime
stebétg padidéjusia lasteliy migracija. RPTEC/TERT]1 Iastelése nustatyta, kad
losartano (2,25-2,75 uM) ir UG derinys reikSmingai skatino sudarytos
zaizdos ploto mazéjima, taip parodydamas sustiprintg regeneracinj atsaka
inksty epitelinése lastelése. Tai leidzia daryti prielaida, kad AT receptoriaus
blokavimas kartu su mechanine stimuliacija gali aktyvinti Iasteliy migracijos
ir audiniy regeneracijos procesus inkstuose.

Oksidacijos-redukcijos proceso pusiausvyros vertinimas

Oksidacijos-redukcijos proceso pusiausvyros vertinimas lgstelése parode,
kad UG gali moduliuoti RAS inhibitoriy poveikj oksidaciniam stresui ir NO
sintezei. Tiriant HUVEC lasteles, nustatyta, kad UG reikSmingai didino NO
i8siskyrimg esant 1,75-2,25 uM kaptoprilio koncentracijoms, tuo tarpu esant
mazesnéms koncentracijoms, ar veikiant losartanu, toks poveikis nebuvo
stebimas. Tai rodo, kad UG poveikis NO sintezei priklauso nuo farmakolo-
ginés stimuliacijos intensyvumo. RAS inhibitoriy poveikis NO gamybai
siejamas su eNOS aktyvinimu ir kofaktoriaus BH4 prieinamumo didinimu
[243], tuo tarpu UG poveiki patvirtina Altland ir bendr. tyrimas, rodantis, kad
mechaniné UG stimuliacija aktyvina eNOS ir didina NO sintez¢ endotelio
Iastelese [202]. Siy mechanizmy saveika gali paaiskinti miisy tyrime stebéta
sinerginj efekta.

Inksty lastelése nustatyta, kad UG mazino ADJ kiekj kaptopriliu paveik-
tose RPTEC/TERT1 lastelése, kas rodo galimg Sio derinio antioksidacinj
poveikj. Vis délto svarbu pazyméti, kad didesnio intensyvumo UG gali
skatinti kavitacijos procesus, ir tai gali lemti prieSingg efekta — ADJ did¢jima
[258]. Skirtingai nei tyrimuose su kaptopriliu, UG neturé¢jo reikSmingo
poveikio losartanu veikty lasteliy oksidacinei buklei.

Poveikis lgsteliy kultiiry geny raiskai

Vertinant UG ir RAS inhibitoriy derinio poveikj geny raiskai HUVEC
lastelése, nustatyta, kad kaptoprilio ir UG derinys priklausomai nuo koncent-
racijos mazino VCAM-1, ICAM-1 ir PTGS2 raiska. Sie tyrimo rezultatai rodo
stipry sinerginj poveikj, kuris gali buti susijes tiek su RAS slopinimu, tiek su
mechaninés stimuliacijos sukeltu signaliniy keliy reguliavimu. Mechaniné
UG stimuliacija turéjo reikSmingg jtaka geny raiSkos moduliacijai visame
tirtame koncentracijy intervale. Pazymétina, kad mokslinéje literattiroje
pateikiami ir prieStaringi duomenys. Memari ir bendr. parodé, kad naudojant
fokusuotg UG, ICAM-1 raiska gali padidéti [259]. Skirtingi tyrimy rezultatai,
yra tikétina, susije su nevienodomis UG taikymo salygomis, nes stipresnis
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vietinis mechaninis poveikis gali sukelti laikinus membranos pazeidimus ir
aktyvinti uzdegimg skatinantj atsaka.

Veikiant losartanu ir UG, reikSmingas CYP4F2 raiSkos sumazéjimas
buvo nustatytas tik esant aukStesnéms vaisto koncentracijoms (1,75—
2,75 uM). Tai rodo, kad CYP4F2-20-HETE aSies moduliacija yra jautri tiek
farmakologiniam, tieck mechaniniam poveikiui.

4.4. RAS inhibitoriy poveikis 20-HETE sintezei,
20-HETE-GPR?7S aSies tyrimai

Nustatyti reikSmingi CYP4F2 raiskos pokyciai, veikiant rivaroksabanu,
tikagreloru ir RAS inhibitoriais, sudaré pagrindg jvertinti, ar Sie molekuliniai
poky¢iai atsispindi ir funkciniame ARA metabolizmo lygyje, t. y. 20-HETE
biosintezéje. Siekiant tai jvertinti, 20-HETE koncentracija buvo nustatyta
endotelio lasteliy kultiiry, veikty kaptopriliu, losartanu ir ACE2 inhibitoriumi
MLN-4760, terpes ekstraktuose. Gauti rezultatai parode skirtingg RAS inhi-
bitoriy poveikj 20-HETE sintezei. Nustatyta, kad 1,25-2,25 uM kaptoprilio
koncentracijos reikSmingai mazino 20-HETE koncentracija HUVEC lastelé-
se — beveik 2 kartus, palyginti su kontrolinémis sglygomis. Tuo tarpu losarta-
nas reik§mingo poveikio 20-HETE koncentracijai neturé¢jo. PrieSingai, ACE2
inhibicija MLN-4760 suké¢lé nuo koncentracijos priklausoma 20-HETE
koncentracijos didéjima, kurio didziausias efektas siekée apie 1,6 karto, paly-
ginti su kontrole. Sie rezultatai patvirtina, kad RAS ir CYP450 priklausomas
eikozanoidy metabolizmas yra glaudziai susij¢ per dvikrypte reguliacing
saveika. Naujausi duomenys rodo, kad 20-HETE veikia ne tik kaip metabo-
litas, bet ir kaip signaliné molekulé, galinti skatinti ED, oksidacin;j stresa bei
palaikyti RAS aktyvuma, skatindama uzdegiminius ir vazokonstrikcinius
signalinius kelius [15]. Tokia tarpusavio saveika sudaro sglygas teigiamiems
griztamojo rySio mechanizmams, kurie gali sustiprinti uzdegiminius procesus
kraujagysliy sienoje. Kaptoprilio sukeltas 20-HETE koncentracijos sumazéji-
mas gali biti jvardinamas kaip tiesiogine funkciné RAS slopinimo pasekmeé.
Maze¢jantis Ang II kiekis lemia sumazéjusia su CYP450 kilmés eikozanoidy
sinteze susijusiy signaliniy keliy aktyvacija. Kita vertus, tai, kad losartanas
neturéjo jtakos 20-HETE koncentracijai, leidzia daryti prielaida, kad Sio
metabolito sintezé néra tiesiogiai priklausoma nuo AT receptoriy blokavimo
ir gali buti reguliuojama alternatyviais signaliniais keliais.

MLN-4760 sukeltas 20-HETE koncentracijos didéjimas yra ypac reiks-
mingas vertinant RAS disbalansg. ACE2 inhibicija mazina Ang 1-7 susida-
rymg ir santykinai sustiprina klasikinés RAS aSies (ACE/Ang II/ATiR)
dominavimg. Eksperimentiniuose modeliuose ACE2 slopinimas siejamas su

133



Ang II kaupimusi ir nepalankiais kraujagysliy remodeliacijos procesais [260].
Tad miisy tyrime nustatytas 20-HETE padidéjimas gali atspindéti pakitusios
signalinés aplinkos busena, kuri sudaro palankias salygas uzdegiminiy
procesy aktyvacijai ir palaiko 20-HETE biosintez¢ endotelio lastelése.
Siekiant jvertinti, ar 20-HETE gali tiesiogiai veikti lasteliy funkcija, buvo
vertintas 20-HETE ir jos antagonisto 19(R)-HETE poveikis HUVEC,
RPTEC/TERT1 ir HepG2 lagsteliy metaboliniam gyvybingumui. Nustatyta,
kad 20-HETE reikSmingai mazino visy tirty Igsteliy kultiry metabolinj
aktyvuma, o didziausias poveikis stebétas esant 100 nM koncentracijai. Nors
moksliniuose straipsniuose skelbiama, kad 20-HETE gali skatinti endotelio
lasteliy proliferacija per VEGF priklausomus mechanizmus [261], §is povei-
kis néra tiesiogiai siejamas su metaboliniu gyvybingumu. Misy tyrimo rezul-
tatai rodo prieSingg tendencija — metabolinio aktyvumo maz¢jima, kuris gali
biiti susij¢s su 20-HETE gebéjimu skatinti mitochondrijy oksidacinj stresa.
Tai patvirtina Lakhkar ir bendr. duomenys, rodantys, kad 20-HETE indukuoja
mitochondrijy superoksido gamybg ir aktyvina MAPK priklausoma uzdegi-
minj atsakg, didindamas TNF-o raiska [262]. Taip pat, Sio metabolito
biosintez¢ yra NADPH priklausoma ir gali biiti slopinama gliukozés-6-fosfa-
to dehidrogenazés (G6PD), kuri mazina 20-HETE sukeltus redokso ir
uzdegiminius poky¢ius.

Tyrimai su 20-HETE antagonistu parod¢, kad 19(R)-HETE selektyviai
veike tik HepG?2 Iasteliy gyvybinguma — 2—100 nM koncentracijos didino Siy
Iasteliy metabolinj aktyvuma. Sis selektyvus poveikis leidzia manyti, kad 20-
HETE signalizacija yra stipriai priklausoma nuo lasteliy tipo ir specifiniy
metaboliniy savybiy, ypac budingy kepeny Iastelems.

Pastaraji deSimtmetj 20-HETE biologin¢ reikSmé gerokai iSsipléte,
nustacius jos receptoriy — su G baltymu susijusj receptoriy GPR75, per kurj
20-HETE gali aktyvinti su uzdegimu, proliferacija ir kraujagysliy disfunkcija
susijusius signalinius kelius [192]. Naujausiose tyrimy apzvalgose pabrézia-
ma, kad 20-HETE—-GPR?7S5 aSis yra svarbi ne tik AH ir ED patogenezéje, bet
ir metabolinio sindromo bei insulino rezistencijos vystymesi [263]. Misy
tyrimo rezultatai papildé Siuos duomenis, atskleisdami, kad 20-HETE tiesio-
giai moduliuoja GPR75 raiska skirtingy audiniy lastelése. Nustatyta, kad 1—
100 nM 20-HETE didina GPR75 raiskg HUVEC, RPTEC/TERT1 ir HepG2
lastelése, taciau atsako intensyvumas buvo priklausomas nuo lasteliy tipo.
RPTEC/TERT]1 lastelése Sis efektas buvo silpnesnis ir pasireiSke tik esant
didesnéms (10-100 nM) koncentracijoms, kas leidzia manyti, kad GPR75
raiSka gali biti reguliuvojama papildomais signaliniais veiksniais. Baziné
GPR75 baltymo raiSka HUVEC ir HepG2 lastelése buvo nezymi ir dau-
giausia nustatyta citoplazmoje, kas rodo ribotg receptoriaus raiskg ramybés
salygomis. Toks pasiskirstymas atitinka literatiiros duomenis apie GPR75
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raiSkg ne neuroninés kilmés lastelése, kuriose receptoriaus aktyvacija priklau-
so nuo ligandy prieinamumo ir lastelés funkcinés bikles [264].

Apibendrinant, gauti rezultatai leidzia manyti, kad 20-HETE veikia kaip
aktyvus efektorinis ligandas, galintis ne tik aktyvuoti GPR75 signalinius
kelius, bet ir didinti paties receptoriaus raiska, taip sustiprindamas S§ios
signalinés aSies aktyvuma. Tai suteikia papildoma pagrinda vertinti CYP4F2—
20-HETE-GPR?75 asies moduliacija kaip svarby mechanizma kraujagysliy
disfunkcijos ir uzdegiminiy procesy patogenezéje.

4.5. RAS-ACE2 ir CYP4F2-20-HETE aSiy klinikiné reik§mé
sergant ISL

Endotelio ir inksty proksimaliniy kanaléliy epitelinése Iastelése nustatyti
CYP4F2-20-HETE metabolinés asies bei nuo ACE2 priklausomy signaliniy
keliy poky¢iai leidzia manyti, kad Sie molekuliniai mechanizmai yra svarbiis
aterosklerozés ir ISL patogenezei. Siekiant jvertinti lasteliy kultiry mode-
liuose nustatyty biozymeny kliniking reik§me, atlikti tyrimai su Zmogaus
biologine medziaga. Buvo tiriamos cirkuliuojan¢ios ACE2 ir 20-HETE
koncentracijos ISL serganéiy pacienty, gydyty RAS inhibitoriais, grupéje,
analizuota CYP4F?2 genetiniy varianty jtaka Siy biozymeny koncentracijoms,
taip pat vertintos jy sasajos su kraujo kre§éjimo sistemos aktyvumu ir ISL
klinikinémis formomis.

Tiriamyjy demografinés charakteristikos atitiko tipine ISL serganéiy
pacienty populiacija: daugumg sudaré¢ vyrai, o amziaus mediana sieké 70
mety. Toks lyties ir amziaus pasiskirstymas dera su epidemiologiniais duome-
nimis, rodanéiais, kad ISL dazniau diagnozuojama vyrams ir dazniausiai pasi-
reiSkia vyresniame amziuje [265]. Vyresnio amziaus asmeny jtraukimas ]
palyginamaja grup¢ leido sumazinti su amziumi susijusiy ACE2 ir 20-HETE
poky¢iy jtaka ir tiksliau jvertinti su ISL susijusius molekulinius mecha-
nizmus.

Visiems tiriamiesiems buvo nustatytas antsvoris arba I laipsnio nutu-
kimas, kurie priskiriami reikSmingiems aterosklerozés patogenezés veiks-
niams. Sios biiklés siejamos su létiniu sisteminiu uzdegimu, padidéjusiu oksi-
daciniu stresu ir metaboliniais poky¢iais, skatinanciais ED ir ateroskleroziniy
pazeidimy formavimasi. Be to, adipocitams budinga vietiné RAS kompo-
nenty raiska, todel nutukimas gali stiprinti RAS aktyvumg ir didinti Ang II
sukeltg kraujagysliy pazeidima [266].

AH buvo dazna gretutiné biikle visiems ISL sergantiems pacientams.
Ilgalaikis padidé¢jes arterinis kraujospiidis sukelia hemodinaminj kriivi
kraujagysliy sienai, kuris per mechanotransdukcijos mechanizmus aktyvina
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pro-uzdegiminius ir vazokonstrikcinius signalinius kelius, iskaitant Ang II/
AT, ir CYP4F2-20-HETE asis. Siy sistemy aktyvacija siejama su ED,
oksidaciniu stresu ir kraujagysliy remodeliacija — pagrindiniais aterosklero-
z¢€s progresavimo mechanizmais. Atsizvelgiant  sisteminj §iy procesy pobii-
di, buvo pagristai tikétasi, kad RAS ir eikozanoidy metabolizmo poky¢iai gali
biiti aptinkami sistemingje kraujotakoje, todél buvo tiriamos cirkuliuojancios
ACE?2 ir 20-HETE koncentracijos skirtingose ISL klinikinése formose.

UKS vystymasis susijes su sudétinga ED, uzdegimo, oksidacinio streso
ir trombozés saveika [81, 267], kurioje svarby vaidmenj atlieka tiek RAS,
tiek ARA metabolitai. Sio tyrimo duomenys parodé, kad ACE2 ir 20-HETE
koncentracijos reik§mingai skyrési tarp skirtingy ISL klinikiniy formy:
maziausios jy reik§més nustatytos UKS pacientams. Tai leidZia manyti, kad
iminés iSemijos metu sutrinka tiek apsauginés RAS aSies, tiek eikozanoidy
metabolizmo pusiausvyra, o Sie poky¢iai gali biiti susij¢ su aterosklerozines
plokstelés destabilizacija ir UKS pasireiskimu.

ACE2, kaip pagrindinis apsauginés RAS aSies fermentas, mazina Ang II
poveikj ir pasiZymi vazodilataciniu bei prieSuzdegiminiu veikimu [268, 269].
Todél sumaZzéjusi ACE2 koncentracija UKS pacientams gali atspindéti Sios
apsauginés sistemos slopinimg Uminés iSemijos metu ir blti susijusi su
intensyvesniu uzdegiminiu atsaku bei didesniu kraujagysliy pazeidimu. Be
to, nors dauguma pacienty buvo gydomi AKFi, Sie vaistai tiesiogiai nedidina
ACE2 koncentracijos, todel timinés buklés metu gali i§likti RAS disbalansas
[269].

Kraujagysliy homeostazéje svarby vaidmenj atlieka ir CYP450 fermenty
metabolizuojami eikozanoidai, tarp jy — 20-HETE. Eksperimentiniai tyrimai
rodo, kad 20-HETE gali skatinti ADJ susidarymg ir aktyvinti uzdegiminius
signalinius kelius [186, 262]. Vis délto musy tyrime nustatytas sumazéjes 20-
HETE kiekis UKS pacientams rodo, kad $is mediatorius negali bati verti-
namas vien tik kaip Zalingas veiksnys. Tikétina, kad Giminés iSemijos metu
20-HETE koncentracija maz¢ja dél padidéjusio jo sunaudojimo aktyviy
uzdegiminiy ir tromboziniy procesy metu arba dél sutrikusios sintezés esant
padidéjusiam oksidaciniam stresui, kuris gali slopinti CYP450 fermenty
aktyvumga [270, 271]. Ankstesni tyrimai rodo, kad ARA metabolitai gali kisti
ankstyvose iSemijos stadijose, dar prie§ padidéjant miokardo nekrozés
zymenims [272-274]. Tai leidzia manyti, kad eikozanoidy poky¢iai gali
atspindéti ankstyvus kraujagysliy ir metabolinius sutrikimus, susijusius su
endotelio funkcijos pazeidimu.

Genetin¢ analiz¢ parodé, kad CYP4F2 geno variantai netur¢jo reikSmin-
gos jtakos ACE2 koncentracijai né vienoje tiriamyjy grupéje. Vis délto SKA
grup¢je nustatyta reikSminga CYP4F2 rs1558139 varianto jtaka 20-HETE
koncentracijai: GG genotipas buvo susijges su didesnémis $io biozymens
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reik§mémis, palyginti su AG genotipu. Siy skirtumy nebuvo stebéta UKS
pacientams, todél galima manyti, kad Giminiai patofiziologiniai procesai
nusveria geneting jtaka 20-HETE koncentracijai. SKA atveju genetiniai
veiksniai islieka svarbiis, o UKS metu cirkuliuojan¢ios 20-HETE koncentra-
cijos labiau atspindi metabolinius ir oksidacinius pokyc¢ius [275].

Musy rezultatai parode, kad 20-HETE pasizymi auksta diagnostine verte
diferencijuojant UKS ir SKA. Nustatytas plotas po ROC kreive (AUC = 0,91)
rodo gerg diskriminacinj tiksluma, o siiiloma ribiné verté¢ (< 11,34 ng/ml)
pasizymi palankiu jautrumo ir specifiSkumo santykiu. Tai leidzia manyti, kad
20-HETE galéty biiti naudingas papildomas diagnostinis bioZymuo kliniki-
néje praktikoje, ypac tais atvejais, kai jprasti miokardo pazaidos rodikliai néra
pakankamai informatyvis.

Skirtingai nei troponinai, kurie atspindi jau jvykusig kardiomiocity
nekrozg, 20-HETE gali atspindéti ankstesnius patofiziologinius procesus,
susijusius su kraujagysliy funkcijos sutrikimu. Ankstesni tyrimai rodo, kad
eikozanoidy pokyciai gali pasireikSti dar prie§ iSrySkéjant klasikiniams
nekrozés Zymenims [272-274]. Todél 20-HETE sumazéjimas UKS metu gali
biiti interpretuojamas kaip ankstyvas kraujagysliy homeostazés sutrikimo
rodiklis. Svarbu pabrézti, kad 20-HETE diagnostiné verté gali biiti susijusi ne
vien su jos koncentracijos pokyciais, bet ir su geb¢jimu atspindéti aktyvius
aterotrombozinius procesus. UKS vystymasis siejamas su aterosklerozinés
plokstelés destabilizacija ir trombozés inicijavimu, o eikozanoidai dalyvauja
Siuose procesuose reguliuvodami kraujagysliy aktyvuma ir uzdegiminj atsaka.
Todel 20-HETE gali biiti vertinama kaip bioZymuo, atspindintis peréjima nuo
stabilios aterosklerozes prie kliniSkai nestabilios buklés.

Palyginti su tradiciniais uzdegimo Zymenimis, tokiais kaip didelio jautru-
mo CRB ar mieloperoksidazé (MPO), kuriy diagnostiné verté diferenci-
juojant UKS ir stabilias bukles yra ribota (AUC = 0,65-0,75), 20-HETE
pasizymi didesniu diskriminaciniu tikslumu [276, 277]. Tai rodo, kad $is
biozymuo gali suteikti papildomos informacijos apie kraujagysliy bukle,
kurios neatskleidzia jprasti laboratoriniai tyrimai. Be to, UKS grupéje
nustatyta zemesne ACE2 koncentracija (5,5 ng/ml) atitinka ankstesniy tyrimy
duomenis, rodancius, kad sumazéjes ACE2 aktyvumas susijes su didesne
Killip klase ir didesne ankstyvyjy nepageidaujamy klinikiniy jvykiy rizika
[278-280]. Todé¢l 20-HETE vertinimas kartu su ACE2 gali suteikti iSsamesnj
vaizda apie kraujagysliy reguliacijos pusiausvyra ir padéti iSskirti pacientus,
kuriems yra didesn¢ iminiy iSeminiy jvykiy rizika.
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Tyrimo ribotumai

Vienas pagrindiniy Sio tyrimo ribotumy yra palyginti nedidel¢ vieno
centro tiriamyjy imtis, kuri gali riboti rezultaty apibendrinima. Todé¢l sitiloma
20-HETE ribine verte biitina patvirtinti didesnése, daugiacentrése studijose.
Taip pat amziaus skirtumai tarp tiriamyjy grupiy galéjo turéti jtakos
eikozanoidy metabolizmui ir paveikti gautus rezultatus. Be to, nebuvo
vertinta cirkuliuojan¢iy ACE2 ir 20-HETE koncentracijy dinamika bei jy
ilgalaiké prognoziné reik§meé didziyjy nepageidaujamy Sirdies ir kraujagysliy
ivykiy atzvilgiu. Nors analizuoti CYP4F2 genetiniai variantai ir pagrindiniai
vartojami vaistai, negalima atmesti kity farmakologiniy, genetiniy ar
epigenetiniy veiksniy jtakos cirkuliuojancios 20-HETE koncentracijai.

20-HETE paradoksas

Apibendrinant galima teigti, kad RAS-ACE2 ir CYP4F2-20-HETE-
GPR75 asys sudaro tarpusavyje susijusj reguliacinj tinkla, turintj reikSminga
vaidmen] endotelio funkcijos, oksidacinio streso, uzdegimo ir trombozes
procesy reguliacijoje sergant ISL. In vitro tyrimai parodé, kad tiek antikoagu-
liantai bei antiagregantai, tick RAS inhibitoriai gali modulivoti CYP4F2
raiSkg bei 20-HETE aktyvuma endotelio, inksty ir kepeny lastelése, o Siy
poky¢iy pobidis priklauso nuo lgstelés tipo ir taikyto farmakologinio povei-
kio. Kaptoprilis buvo susijes su palankesniu endotelio atsaku — didesniu NO
susidarymu, geresniu migraciniu pajégumu ir mazesniu 20-HETE aktyvumu,
tuo tarpu losartanas rysSkiau slopino CYP4F2 raiSka. PrieSingai, ACE2
slopinimas MLN-4760 buvo susijes su didesniu 20-HETE aktyvumu,
padidéjusia GPR75 raiSka ir uzdegiminiam fenotipui palankesniais poky¢iais,
kas leidzia manyti, jog alternatyvios RAS aSies slopinimas sudaro salygas
proaterogeniniams signaliniams mechanizmams stipréti. Siuos duomenis
papildé ir zemo daznio UG tyrimai, parode, kad mechaniné stimuliacija gali
sustiprinti RAS inhibitoriy biologini poveiki, moduliuodama Iasteliy
migracija, NO iSsiskyrima, oksidacinio streso rodiklius ir su uzdegimu bei
eikozanoidy metabolizmu susijusiy geny raiska. Tai rodo, kad farmakologinis
ir fizikinis poveikis gali veikti sinergiskai, o CYP4F2-20-HETE asis yra
jautri abiejy tipy moduliacijai.

Ne maziau svarbis ir tyrimai su 20-HETE bei GPR75, kurie parod¢, kad
20-HETE néra vien pasyvus metabolinis biozymuo, bet aktyvus signalinis
mediatorius. Nustatyta, kad 20-HETE mazino HUVEC, RPTEC/TERTI ir
HepG2 lasteliy metabolinj aktyvuma bei didino GPR75 raiska visose tirtose
lasteliy kultiirose, ypa¢ endotelio modelyje. Tai leidzia manyti, kad 20-HETE
per GPR75 gali stiprinti save palaikancig signaling a$j, kuri prisideda prie
ED, uzdegiminio atsako ir kraujagysliy pazaidos progresavimo. Taigi, lasteliy
tyrimy duomenys leidzia 20-HETE vertinti kaip aktyvy proaterogeniniy

138



procesy mediatoriy, dalyvaujantj ankstyvuose aterosklerozés ir ISL patoge-
vaidmuo néra vienakryptis ir turi buti aiSkinamas atsizvelgiant j ligos faze.
Klinikinéje Sios disertacijos dalyje nustatyta, kad maziausios ACE2 ir
20-HETE koncentracijos buvo biidingos UKS pacientams, o tai rodo, kad
iminés iSemijos metu sutrinka tiek apsauginé RAS pusiausvyra, tiek eikoza-
noidy metabolizmas. Tokie rezultatai leidzia manyti, kad 20-HETE vaidmuo
ISL patogenezéje yra dinamiskas ir priklausomas nuo klinikinés ligos fazés.
Stabilios koronarinés anginos metu didesn¢ 20-HETE koncentracija
tikriausiai atspindi léting CYP4F2-20-HETE aSies aktyvacija, susijusig su
uzsitgsusiu kraujagysliy uzdegimu, ED ir pakitusiu kraujagysliy tonuso
reguliavimu. Tuo tarpu UKS metu nustatytos mazesnés 20-HETE koncentra-
cijos greifiausiai rodo ne sumazgjusiag Sio metabolito biologine reikSme, bet
Uminj eikozanoidy metabolizmo iSsibalansavima. Tikétina, kad timinés iSe-
mijos metu 20-HETE koncentracija mazéja dél padidéjusio jos sunaudojimo
aktyviy uzdegiminiy ir tromboziniy procesy metu bei dél sutrikusios sintezés
intensyvaus oksidacinio streso sglygomis. Sig interpretacija sustiprina ir tai,
kad genetin¢ CYP4F?2 varianto jtaka 20-HETE koncentracijai buvo nustatyta
SKA, bet ne UKS grupéje, vadinasi, iminéje fazéje genetinius veiksnius
greiiausiai nusveria intensyviis metaboliniai ir uzdegiminiai poky¢iai.
Svarbu ir tai, kad 20-HETE pasizyméjo didele diagnostine verte diferen-
cijuojant UKS ir SKA, o jos rySys su ADF indukuota trombocity agregacija
rodo galimg Sio bioZzymens reikSme¢ vertinant aterotromboziniy procesy
aktyvuma. Kartu su ACE2 nustatytos sasajos leidzia manyti, kad Sie du biozy-
menys atspindi ne atskirus, o tarpusavyje persipinancius kraujagysliy regulia-
cijos mechanizmus. Tod¢l cirkuliuojanciy 20-HETE ir ACE2 koncentracijy
vertinimas gali suteikti papildomos informacijos apie kraujagysliy
homeostazeés sutrikima, ligos biologinj aktyvuma ir per¢jimg nuo stabilios
aterosklerozés prie klinidkai nestabilios biiklés. Sio darbo rezultatai pagrin-
dzia sampratg, kad CYP4F2-20-HETE-GPR75 asis ir RAS—ACE2 signali-
niai keliai yra svarbis, tarpusavyje susije ISL patogenezés mechanizmai,
galintys prisidéti tiek prie ankstyvos ED, tiek prie vélesniy aterotromboziniy
komplikacijy vystymosi. Tai suteikia pagrinda Siuos kelius laikyti perspekt-
yviais biozymeny ir galimy terapiniy taikiniy Saltiniais, ypa¢ siekiant tiksliau
diferencijuoti klinikines ISL formas ir individualizuoti gydyma.
Apibendrinant pagrindinius $io tyrimo rezultatus, 4.5.1 pav. pateikta
sitilomos saveikos tarp ACE2/RAS disbalanso, ED, CYP4F2-20-HETE sig-
nalinio kelio ir kraujagysliy paZzeidziamumo, lemian¢io UKS, schema.
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ISVADOS

Antikoagulianty ir antiagreganty poveikis CYP4F2 raiskai endotelio
lastelése priklauso nuo vaisto koncentracijos. Tiek rivaroksabanas, tiek
tikagreloras reik§mingai slopina CYP4F2 geno raiSkga HUVEC Iastelése.
CYP4F2 baltymo koncentracija reikSmingai maze¢ja tik paveikus tikagre-
loru, tuo tarpu rivaroksabanas reikSmingo poveikio CYP4F2 baltymo
koncentracijai nedaro.

Kaptoprilis, losartanas ir MLN-4760 skirtingai veikia HUVEC, RPTEC/
TERT1 ir HepG2 lasteliy kultiiras, o poveikis priklauso nuo lasteliy tipo.
HUVEC ir RPTEC/TERT1 lastelése kaptoprilis ir losartanas mazina
RAS komponenty ir adhezijos molekuliy geny raiSka bei yra susije su
teigiamais funkciniais ir metaboliniais pokyciais. HUVEC Iastelése
kaptoprilis mazina 20-HETE aktyvuma, o losartanas slopina CYP4F?2
raiSka. MLN-4760 poveikis yra susij¢s su alternatyvios RAS asies slopi-
nimu ir padidéjusiu 20-HETE aktyvumu bei GPR75 raiska. HepG2 laste-
lese RAS ir CYP4F2-20-HETE metabolinés asies pokyciai yra maziau
i8reiksti, rodydami jy priklausomybe nuo Igstelés tipo.

Zemo daznio ultragarsas, taikytas kartu su kaptopriliu ir losartanu,
modulivoja HUVEC ir RPTEC/TERT1 lasteliy funkcinj atsakg ir stiprina
vaisty biologinj poveiki. HUVEC Iastelése Zemo daznio ultragarsas
didina RAS inhibitoriy sukelta lasteliy migracijg ir NO susidaryma,
rodydamas palanky poveikj endotelio funkcijai. Be to, Zzemo daznio
ultragarsas keicia uzdegimo ir eikozanoidy metabolizmo geny raiska,
iskaitant CYP4F?2, patvirtindamas CYP4F2—-20-HETE aSies dalyvavima
lasteliy atsake. RPTEC/TERT]1 lastelése Zemo daznio ultragarsas veikia
priklausomai nuo taikyto RAS inhibitoriaus ir moduliuoja lasteliy
migracijos bei oksidacinio atsako rodiklius.

Hidroksieikozatetraeno riigsciy poveikis lasteliy funkcijai priklauso nuo
junginio ir lasteliy tipo. 20-HETE mazina HUVEC, RPTEC/TERT1 ir
HepG2 Igsteliy metabolinj aktyvuma, o 19(R)-HETE HepG2 Iastelése ji
didina. 20-HETE didina GPR75 receptoriaus raiska visose tirtose lasteliy
kulttrose, ypa¢ HUVEC modelyje, patvirtindama CYP4F2-20-HETE-
GPR?75 aSies svarbg lasteliy funkcijos reguliacijai.
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ISL serganéiy ir RAS inhibitoriais gydyty SKA pacienty grupéje
aukStesné¢ ACE2 koncentracija yra susijusi su AKFi vartojimu, o ARB
vartojimas — su Zzemesne ACE2 koncentracija. Skirtingy AKFi vartojimas
reikSmingy ACE2 ir 20-HETE koncentracijy skirtumy tarp vaisty
nerodo. Tikagreloro vartojimas yra susijes su auksStesne 20-HETE
koncentracija UKS grupéje, o klopidogrelio vartojimas — su Zemesne 20-
HETE koncentracija SKA ir UKS grupése. CYP4F2 rs1558139 variantas
yra reikSmingai susij¢s su 20-HETE koncentracija SKA grupé¢je: domi-
nantiniame modelyje GG genotipg turintiems pacientams nustatoma
aukstesn¢ 20-HETE koncentracija, palyginti su AG ir AA genotipais.
Aukstesné trombocity agregacija paveikus ADF yra susijusi su aukstes-
némis ACE2 ir 20-HETE koncentracijomis.

ACE?2 ir 20-HETE koncentracijos reik§mingai skiriasi tarp skirtingy ISL
klinikiniy grupiy — maZiausios jy reik§més nustatomos UKS pacientams,
palyginti su SKA ir palyginamagja grupe. ACE2 ir 20-HETE koncentra-
cijos yra nepriklausomai susijusios su UKS pasireiskimo tikimybe,
tac¢iau ROC analizé rodo, kad 20-HETE pasizymi didesne diagnostine
verte, o ACE2 jtraukimas | modelj jo diskriminacinés gebos reikSmingai
nepagerina. Sie rezultatai rodo, kad 20-HETE yra perspektyvus bioZy-
muo diferencijuojant ISL klinikines formas ir vertinant ligos progre-
savima.
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PRAKTINES REKOMENDACIJOS

Cirkuliuojan¢iy ACE2 ir 20-HETE koncentracijy nustatymas gali biiti
naudingas diferencijuojant stabilig ir iming iSemings Sirdies ligos formas, nes
UKS sergantiems pacientams nustatomos zemesnes $iy bioZymeny koncent-

racijos.

ACE2 ir 20-HETE ﬂ

Vertinti cirkuliuojanciy
ACE2 ir 20-HETE
koncentracija

4 ACE2 ir 20-HETE
koncentracija UKS
ligoniams

Endotelio
disfunkcija

UKS pasireiskimo
rizika
Aterosklerozés
progresavimas

Auc=091 .-~

=" Ribiné verté = 11,34 ng/ml
Jautrumas 86,9 proc.
SpecifisSkumas 83,3 proc.

Trombocity
aktyvacija

Praktiniy rekomendacijy pav. ACE?2 ir 20-HETE reik§mé vertinant UKS
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20-HETE
ACE2
ACEI
ACS
ADP
AH
ALT
ARA
ARB
AST
AUC
BMI
BP
BSA
CCTA
cI
CRP
CTO
DMSO
ESC
ED
FBS
FC
HDL
HRP
HD
INR
LDL
LFUS
MI
MTT
ND
NO
OR
PBS
qPCR
RAS
ROC
ROS
IS
SAP
TFRC

SUMMARY

ABBREVIATIONS

20-hydroxyeicosatetraenoic acid
angiotensin-converting enzyme 2
angiotensin-converting enzyme inhibitor
acute coronary syndrome
adenosine diphosphate

arterial hypertension

alanine aminotransferase
arachidonic acid

angiotensin II receptor blocker
aspartate aminotransferase

area under the curve

body mass index

blood pressure

bovine serum albumin

coronary computed tomography angiography
confidence interval

C-reactive protein

chronic total occlusion

dimethyl sulfoxide

European Society of Cardiology
endothelial dysfunction

fetal bovine serum

fold change

high-density lipoprotein
high-risk atherosclerotic plaques
ischemic heart disease
international normalized ratio
low-density lipoprotein
low-frequency ultrasound
myocardial infarction
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide
no data

nitric oxide

odds ratio

phosphate-buffered saline
quantitative real-time PCR
renin—angiotensin system
receiver operating characteristic
reactive oxygen species
Spearman’s rank correlation coefficient
stable angina pectoris

transferrin receptor
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1. INTRODUCTION

Ischemic heart disease (IHD), according to the World Health Organi-
zation, is one of the most significant chronic non-infectious diseases and
accounts for the largest proportion of morbidity and mortality within the
group of cardiovascular diseases (CVD), both globally and across Europe [1].
Despite substantial progress in the prevention and treatment of IHD, epide-
miological indicators demonstrate that Lithuania remains among the Euro-
pean countries characterized by a particularly high prevalence of coronary
artery disease and IHD-related mortality [2, 3]. The clinical presentation of
IHD is heterogeneous and includes both chronic and acute ischemic
syndromes [4]. Chronic ischemic syndromes are associated with long-term,
relatively stable impairments in myocardial perfusion. In contrast, acute
syndromes are characterized by sudden coronary artery occlusion events,
most commonly caused by atherosclerotic plaque destabilization and throm-
bosis. Therefore, increasing attention is being directed toward the identifi-
cation of molecular and biochemical biomarkers that could improve disease
assessment, prognostication, and the individualization of treatment.

The pathogenesis of IHD is multifactorial and involves interconnected
hemodynamic, inflammatory, oxidative, and thrombotic mechanisms. Expe-
rimental and clinical evidence accumulated over recent decades suggests that
dysfunction of the endothelium of epicardial coronary arteries and the
microvasculature represents an important factor in IHD development [5-7].
This condition, referred to as endothelial dysfunction (ED), is characterized
by impaired endothelial functional homeostasis, leading to an altered vascular
response to physiological and pathological stimuli. ED is associated with an
imbalance between vasodilatory and vasoconstrictive factors, increased
oxidative stress, activation of inflammatory signaling pathways, and changes
in vascular permeability [8]. These interrelated processes promote the pro-
gression of atherosclerosis, contribute to coronary microvascular dysfunc-
tion, and ultimately result in impaired myocardial perfusion manifested
clinically as ischemic syndromes. ED is considered one of the earliest indica-
tors of cardiovascular dysfunction. Impaired endothelial function reduces the
ability of small vessels to dilate appropriately in response to increased
myocardial metabolic demand. At the level of epicardial coronary arteries,
ED represents an early functional alteration of the vascular wall that precedes
structural atherosclerotic changes [9]. Consequently, assessment of endo-
thelial function may serve as a valuable tool for evaluating IHD risk and the
effectiveness of atheroprotective therapy. Although direct assessment of
endothelial function remains methodologically challenging in clinical prac-
tice, increasing attention is being paid to circulating molecular and bioche-
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mical markers reflecting endothelial activation and inflammatory status.
These biomarkers and alterations in endothelial signaling pathways enable
indirect evaluation of endothelial function and pharmacological effects,
particularly in the context of inflammation and vascular regulation [10].

One of the key biological regulatory systems involved in endothelial
function is the renin—angiotensin system (RAS). This system plays a crucial
role in the regulation of vascular tone, inflammatory processes, and endo-
thelial homeostasis [11]. Dysregulation of RAS components has been asso-
ciated with the development of ED, progression of atherosclerosis, and
adverse clinical outcomes in IHD. Therefore, pharmacological inhibition of
RAS using angiotensin-converting enzyme inhibitors (ACEIs) or angiotensin
IT receptor blockers (ARBs) is considered an essential component of athero-
protective therapy [12—14]. In recent years, increasing attention has also been
given to the alternative RAS axis involving angiotensin-converting enzyme 2
(ACE2). Studies using selective ACE2 inhibitors provide new insights into
the role of this pathway in endothelial function at the molecular level.
Considering the role of the kidneys in systemic hemodynamic regulation and
RAS activity, renal cell models may also be relevant for the evaluation of
systemic vascular dysfunction. In addition to RAS, vascular homeostasis is
influenced by the CYP4F2-20-hydroxyeicosatetraenoic acid (20-HETE)-
GPR?75 signaling pathway, which is involved in the regulation of vascular
inflammation and thrombogenesis [15]. Recent studies indicate that anti-
platelet agents may indirectly affect CYP4F2 activity and exert pleiotropic
effects on endothelial function beyond platelet inhibition [16]. Thus, the
interaction between the RAS and CYP4F2-20-HETE-GPR75 pathways may
be important for understanding vascular injury mechanisms and interindi-
vidual variability in therapeutic response.

Although current guidelines of the European Society of Cardiology
(ESC) recommend the use of RAS inhibitors and antiplatelet agents as
standard therapy for IHD, substantial variability in treatment response is
observed in clinical practice. This variability is influenced not only by clinical
factors but also by pharmacogenomic mechanisms, including transcriptional
regulation of enzymes, epigenetic modifications, and the impact of the
inflammatory microenvironment on enzyme activity. In order to enhance
pharmacological responses at the molecular level, novel strategies for
modulating biological responses are being explored. Experimental models
have investigated non-pharmacological approaches, such as low-frequency
ultrasound (LFUS), which may influence cell membrane permeability, sig-
naling pathway activity, and gene expression, thereby potentially enhancing
drug effects and modulating cellular functions. Therefore, investigating the
interactions between RAS, the CYP4F2-20-HETE-GPR75 pathway, and

146



endothelial function is essential for improving the understanding of therapeu-
tic response variability and identifying novel biomarkers and targets for
atheroprotective therapy in IHD.

In this study, experimental in vitro investigations using cell cultures were
initially performed to evaluate the interaction between RAS and eicosanoid
metabolism at the molecular level. Particular emphasis was placed on the
CYP4F2-20-HETE metabolic axis, analyzing its regulation in response to
RAS inhibitors, anticoagulants, and antiplatelet agents. The effects of phar-
macological agents (captopril, losartan, MLN-4760) on gene and protein
expression, signaling pathways, and functional cellular responses were
assessed in endothelial, renal, and hepatic cell models. Additionally, low-fre-
quency and low-intensity ultrasound was applied in vitro to evaluate its poten-
tial to modulate drug activity and enhance cellular signaling responses. Bio-
markers associated with the RAS and CYP4F2-20-HETE pathways were
identified in cell culture models and subsequently analyzed in plasma samp-
les from patients with IHD treated with RAS inhibitors. The relationships
between these biomarkers and clinical as well as laboratory parameters were
evaluated across different clinical presentations of IHD. This combined
analysis of cellular and clinical data provides a comprehensive framework for
understanding the role of the RAS and CYP4F2-20-HETE pathway in IHD
pathogenesis and their potential as therapeutic targets.

Hypotheses:

1. The effects of RAS inhibitors on the function of endothelial, renal,
and hepatic cells may be related not only to classical RAS
suppression but also to modulation of the CYP4F2-20-HETE-
GPR75 signaling pathway, leading to changes in inflammation,
oxidative stress, and metabolic processes.

2. LFUS, applied in combination with ACEIs or ARBs, may enhance
the biological effects of these drugs in cell cultures by affecting
functional cellular response parameters, signaling pathway activity,
and gene expression.

3. Alterations in the balance of the RAS-ACE2 and CYP4F2-20-
HETE-GPR?7S5 signaling axes may be associated with the hetero-
geneity of the clinical course of IHD and may contribute to disease
progression toward acute forms.
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Aim

To investigate the effects of renin—angiotensin system inhibitors, low-
frequency ultrasound, and modulation of the CYP4F2-20-hydroxyeicosate-
traenoic acid (20-HETE)-GPR75 axis on the function of endothelial, renal,
and hepatic cells, and to evaluate the clinical relevance of biomarkers
associated with the RAS—ACE2 pathway and eicosanoid metabolism in
patients with ischemic heart disease and in healthy individuals.

Objectives:

1. To evaluate the effects of anticoagulants and antiplatelet agents on
CYP4F2 gene and protein expression in endothelial cell cultures.

2. To evaluate the effects of ACEIs, ARBs, and the ACE2 inhibitor
MLN-4760 on functional parameters of endothelial, renal, and
hepatic cells, the expression of genes related to the RAS, eicosanoid
metabolism, and inflammation, as well as 20-HETE activity.

3. To evaluate the effects of low-frequency ultrasound, applied in
combination with ACEIs and ARBs, on functional parameters of
endothelial and renal cells, as well as on the expression of genes
associated with the RAS, eicosanoid metabolism, and inflammation.

4. To assess the effects of 20-HETE and 19(R)-HETE on the metabolic
activity of endothelial, renal, and hepatic cells and on the expression
of the GPR75 receptor.

5. To determine plasma concentrations of ACE2 and 20-HETE in
patients with IHD treated with RAS inhibitors, to evaluate the
influence of CYP4F2 genetic variants on 20-HETE levels, and to
analyze the associations of these biomarkers with platelet function,
clinical forms of IHD, and the characteristics of coronary artery
lesions.

Novelty of the study

To date, investigations into the pathogenesis of IHD and variability in
therapeutic response have predominantly focused on classical hemodynamic
and thrombogenic mechanisms. However, the interaction between intercon-
nected regulatory systems — namely the RAS and the CYP4F2-20-HETE—-
GPR75 signaling pathway — in the development of ED and IHD remains
insufficiently explored.

This study is the first to comprehensively evaluate the effects of thera-
peutic RAS modulation and hemostasis-modulating agents on the CYP4F2—
20-HETE—GPR75 axis, inflammatory markers, and functional cellular re-
sponse parameters not only in endothelial cells but also in renal and hepatic
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cell models. It was found that rivaroxaban, a direct activated coagulation
factor X inhibitor, and antiplatelet ticagrelor significantly suppress CYP4F2
expression in endothelial cells, allowing CYP4F2 to be considered a mole-
cular marker associated with inflammation and eicosanoid metabolism.

Within a single experimental framework, the effects of an ACEI (capto-
pril), an ARB (losartan), and a selective ACE2 inhibitor (MLN-4760) on
components of the RAS and the CYP4F2-20-HETE-GPR75 axis were
compared across different cell types. It was determined that in endothelial
cells captopril reduces 20-HETE activity, losartan suppresses CYP4F2
expression, and MLN-4760 increases both 20-HETE activity and GPR75
expression, confirming the importance of the alternative RAS axis in cellular
homeostasis. A similar pattern of effects was observed in renal cell cultures,
where losartan suppressed CYP4F2 expression and MLN-4760 increased
GPR75 expression.

Furthermore, this study presents novel data on the synergistic interaction
between LFUS and RAS inhibitors in endothelial and renal cell culture
models. It was found that LFUS is capable of enhancing the biological effects
of RAS inhibitors by modulating CYP4F?2 expression and functional cellular
response parameters. The obtained results for the first time confirmed the
synergistic potential of pharmacological and physical regulation of RAS.

The alterations in the RAS-ACE2 and CYP4F2-20-HETE axes identi-
fied in in vitro models were evaluated in a group of patients with IHD treated
with RAS inhibitors, taking into account clinical forms of IHD and applied
pharmacotherapy. It was revealed that ACE2 and 20-HETE concentrations
are associated with clinical forms of IHD, and that 20-HETE demonstrates
greater diagnostic value in differentiating between stable and acute condi-
tions. These findings expand the understanding of the interaction between
RAS and eicosanoid metabolism and their role in the pathogenesis of IHD,
highlighting the RAS—ACE2 and CYP4F2-20-HETE pathways as molecular
biomarkers and possible targets for personalized IHD management.

2. MATERIALS AND METHODS

Study design

The study was conducted in two sequential stages (Fig. 2.1). During the
first stage, in vitro experiments were performed using non-pathological
endothelial and renal cell cultures, as well as hepatic carcinoma cell lines.
Based on the results of cellular function assays and gene expression analyses,
relevant biomarkers and their corresponding values were determined. In the
second stage, the selected biomarkers were investigated in a clinical cohort
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comprising patients with IHD receiving RAS inhibitors and a comparison
group without THD.

Stage I (a). Cell culture studies of CYP4F2 expression
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Fig. 2.1. Study framework

Cell culture-based experimental methods. Cell lines

The study utilized the human umbilical vein endothelial cell line HUVEC
(Gibco, Life Technologies, USA), the human renal proximal tubular epithelial
cell line RPTEC/TERT1 (Evercyte, Austria), and the human hepatocellular
carcinoma cell line HepG2 (ATCC, USA). HUVECs were cultured in Human
Large Vessel Endothelial Cell Basal Medium supplemented with Large Vessel
Endothelial Supplement and 1% antibiotic solution (penicillin 10 000 I[U/mL
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and streptomycin 10 mg/mL). RPTEC/TERT1 cells were maintained in
DMEM/F-12 (1:1) medium supplemented with 4% fetal bovine serum (FBS),
2 mM L-alanyl-L-glutamine (GlutaMAX), 1x insulin—transferrin—selenium
(ITS-G), 10 ng/mL human epidermal growth factor, 25 ng/mL hydrocorti-
sone, and 100 pg/mL G418 sulfate (geneticin). HepG2 cells were cultured in
DMEM supplemented with 2 mM L-alanyl-L-glutamine, 10% FBS, and 1%
antibiotic solution. All cells were maintained in a humidified incubator at
37 °C with 5% COz and 95% relative humidity.

Cell culture maintenance

HUVEC, RPTEC/TERTI, and HepG2 cells were subcultured upon
reaching approximately 70-80% confluence in T-75 culture flasks. Cells were
seeded into 6-, 12-, 24-, or 96-well plates depending on the experimental
design and maintained under standard conditions in a Heracell VIOS 1601
incubator. Cell concentration and viability were assessed with an automated
Countess II FL cell counter before seeding. Cell morphology and confluence
were monitored using the EVOS XL Core imaging system. All experiments
with HUVECs were performed using passages 3—6. RPTEC/TERTI cells
were used from passage 52 onward, and HepG2 cells from passage 33
onward.

Exposure of cell cultures to cardiovascular pharmacological agents

At the beginning of stage I, the effects of anticoagulant rivaroxaban and
antiplatelet agent ticagrelor were evaluated in endothelial and hepatic cell
models. These experiments enabled assessment of pleiotropic effects related
to RAS axis components and optimization of experimental conditions for
subsequent analyses.

Rivaroxaban solution was prepared by dissolving one 20 mg Xarelto
tablet (Bayer, Germany) in 0.9% sodium chloride solution supplemented with
bovine serum albumin (BSA) at 37 °C, taking into account the 92-95%
protein binding of rivaroxaban. HUVECs were exposed to rivaroxaban at
concentrations ranging from 0.1 to 10 uM for 24 h.

The ticagrelor stock solution was prepared by dissolving a 90 mg tablet
(AstraZeneca, UK) in double-distilled water. Quantitative analysis of dissol-
ved ticagrelor was performed using ultra-performance liquid chromato-
graphy—quadrupole time-of-flight mass spectrometry (UPLC-QTOF-MS).
Working solutions (0.5-5 pM) were prepared by dilution in 0.9% sodium
chloride. HUVEC and HepG2 cells were incubated for 24 h with ticagrelor
to achieve final concentrations of 2.5-25 nM in culture medium.
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Captopril was dissolved in phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4),
whereas losartan potassium and MLN-4760 were dissolved in dimethyl
sulfoxide (DMSO). Final working concentrations were prepared by dilution
in complete culture medium. HUVEC, RPTEC/TERT1, and HepG2 cells
were exposed to captopril (0.25-2.25 uM), losartan (0.75-2.75 uM), or
MLN-4760 (0.05—-1 uM) for 24 h. Concentration ranges for captopril and
losartan were selected based on therapeutic plasma levels observed in clinical
practice to ensure translational relevance [216-219]. MLN-4760 concentra-
tions were chosen according to previous in vitro studies to enable detailed
evaluation of ACE2 inhibition and associated signaling pathways in endo-
thelial, renal, and hepatic cells [220].

Synergistic exposure of cell cultures to RAS inhibitors
and low-frequency ultrasound

Following treatment of HUVECs and RPTEC/TERT]1 cells with the RAS
inhibitors captopril and losartan, culture plates were immediately placed in a
custom-designed low-frequency ultrasound (LFUS) bath filled with distilled
water. Ultrasound at a frequency of 69 kHz and low intensity (5-10 mW/cm?)
was applied for 5 min to avoid structural cellular damage. After sonication,
cells were incubated for an additional 24 h under standard culture conditions.

The ultrasound device consisted of a specially constructed bath equipped
with two disc-shaped bimorph piezoelectric transducers mounted at the base
to ensure optimal energy transmission to the culture plates. This configuration
was selected to achieve higher vibration amplitudes and a more uniform
acoustic field. The transducers were operated at their resonant frequency
(69 kHz), determined using a 3D laser scanning vibrometer and impedance
analyzer, ensuring maximal oscillation amplitude during stimulation.

Device specifications included a nominal frequency of approximately
69 kHz, adjustable power output up to 40 W, and controlled exposure time.

Assessment of cellular metabolic activity

Cellular metabolic activity was determined using the colorimetric 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) reduc-
tion assay. In metabolically active cells, mitochondrial NAD(P)H-dependent
oxidoreductases reduce the yellow water-soluble MTT salt to insoluble purple
formazan crystals, the quantity of which correlates with viable cell number
and metabolic activity.

HUVEC and RPTEC/TERT1 cells (2 x 10* cells/well) were seeded into
96-well plates. After 24 h, cells were treated with RAS inhibitors alone or in
combination with LFUS. Following an additional 24 h incubation, MTT solu-
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tion (5 mg/mL) was added to serum-free medium and incubated for 3.5 h.
Absorbance was measured at 550 nm with a 620 nm reference using an Infi-
nite M Plex microplate reader. Untreated cells served as controls (100% viabi-
lity). Wells without cells were used for background correction.

Assessment of cell proliferation and cell size

Proliferation of HUVECs was assessed using a Countess II FL automated
cell counter. Cell number and viability were determined by the trypan blue
exclusion assay, based on the principle that viable cells possess intact plasma
membranes that prevent dye uptake, whereas non-viable cells are stained.
Before RNA isolation for gene expression analysis, HUVECs were detached
and counted. The cell suspension was mixed 1:1 (v/v) with 0.4% trypan blue
solution and loaded into a Countess counting chamber. Live and dead cells
were distinguished according to staining characteristics. The system additio-
nally provided measurements of viable and non-viable cell diameters, expres-
sed in micrometers (um).

Cell migration assay using the wound healing model

Cell migration was assessed using the wound healing assay. HUVEC and
RPTEC/TERT] cells were seeded at densities of 4 x 10* cells/cm? and 6 x 10*
cells/cm?, respectively. After 24 h, once a confluent monolayer had formed, a
standardized ~0.5 mm scratch was created to simulate a wound. Cells were
gently washed with PBS and incubated in serum-free medium supplemented
with RAS inhibitors. Cell cultures were additionally exposed to LFUS as
previously described. Migration into the wounded area was monitored by
phase-contrast microscopy. Images were acquired at 0 and 4 h using the
EVOS XL Core imaging system. Wound area reduction was quantified using
Imagel software (v1.54d). Percentage wound closure was calculated relative
to the initial wound area.

Determination of nitric oxide levels

Total nitric oxide (NO) levels in culture supernatants of HUVECs treated
with RAS inhibitors in combination with LFUS were determined using a
commercial Nitric Oxide Assay Kit (Invitrogen, USA) according to the manu-
facturer’s protocol. The method quantifies nitrite (NO;) and nitrate (NO3),
the principal stable metabolites of NO. Nitrate was enzymatically reduced to
nitrite by nitrate reductase, followed by quantification of nitrite using the
Griess reaction, which produces a chromophoric azo compound. Positive
(acetylcholine, 10 uM) control was included. Absorbance was measured at
540 nm using a microplate reader. Nitrite and nitrate concentrations were
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calculated from standard calibration curves, and total NO levels were
expressed as the sum of both metabolites.

Determination of reactive oxygen species levels

Reactive oxygen species (ROS) generation in RPTEC/TERT1 cells
treated with RAS inhibitors in combination with LFUS was assessed using a
ROS/Superoxide Detection Assay Kit (Abcam, UK) according to the manu-
facturer’s instructions. Cells (2 x 10*well) were seeded in black 96-well
plates and, after 24 h, exposed to captopril, losartan, or MLN-4760 together
with LFUS. Following 1 h of treatment, an oxidative stress detection reagent
was added. After an additional 1 h incubation, fluorescence intensity was
measured in endpoint mode using a microplate reader (excitation 488 nm,
emission 520 nm). Positive (pyocyanin, 25 uM) and negative (N-acetyl-L-
cysteine, 5 mM) controls were included, along with solvent, autofluore-
scence, and background controls. Relative fluorescence intensity was nor-
malized to corresponding control samples for each experimental condition.

Gene expression analysis: RNA isolation and cDNA synthesis

Total RNA was isolated from HUVEC, RPTEC/TERT1, and HepG2 cells
using the PureLink RNA Mini Kit (Invitrogen, USA) in combination with
TRIzol reagent, according to the manufacturer’s instructions. The method
was based on organic extraction followed by RNA binding to a silica
membrane. RNA concentration and purity were assessed using a NanoDrop
2000 spectrophotometer. Genomic DNA was removed by DNase I treatment.
For relative gene expression analysis, 0.5 ug of RNA was reverse transcribed
using random hexamer primers and the High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit with RNase inhibitor (Thermo Fisher Scientific Baltics,
Lithuania). The reaction was performed under the following conditions:
25 °C for 10 min, 37 °C for 120 min, and 85 °C for 5 min.

Gene expression analysis: quantitative real-time PCR

Quantitative real-time PCR (qPCR) was performed in accordance with
MIQE guidelines using a QuantStudio 5 system and SYBR Green chemistry.
Reactions were carried out in 10 uL volumes containing 2x SYBR Green
Master Mix, 250 nM of forward and reverse primers, and 10 ng of cDNA.
Thermal cycling conditions were: 95 °C for 10 min, followed by 40 cycles of
95 °C for 15 s, 60.6 °C for 30 s, and 72 °C for 1 min. Melt curve analysis was
performed at the end of amplification. qPCR reactions were performed using
gene-specific primers designed to amplify target genes: ACE, ACE2, VCAM-1,
ICAM-1, PTGS1, PTGS2, CYP4F2, CYP4A1l, GPR75, and TFRC.

154



Primer specificity and efficiency were validated both in silico and experi-
mentally. Relative gene expression was calculated using the 2724t method.
Expression levels were normalized to the reference gene 7FRC (transferrin
receptor), which demonstrated stable expression and amplification efficiency
close to 100%. Results were expressed as ACt values (ACt = Cr target gene —
Cr reference gene) and fold change (FC), calculated using the formula FC = 2724¢,

Determination of CYP4F2 protein levels

CYP4F2 protein concentrations in lysates of HUVECs treated with
rivaroxaban and ticagrelor were determined using a commercial sandwich
ELISA kit (SEL399Hu) according to the manufacturer’s instructions.
Following cell detachment, lysates were prepared by resuspending cells in
cold PBS and centrifuging at 1500 x g for 5 min. The cell pellet was then
resuspended in 300 puL lysis buffer, incubated on ice for 10 min, and
centrifuged at 10 000 x g for 10 min at 4 °C. Supernatants were collected and
stored at —80 °C until analysis. CYP4F2 concentrations were quantified by
measuring absorbance at 450 nm using a microplate reader and calculated
based on the standard calibration curve.

Eicosanoid extraction and determination of 20-HETE

20-HETE was extracted from conditioned media of HUVECs following
24 h treatment with RAS inhibitors using a liquid—liquid extraction method.
Culture media were centrifuged at 2500 x g to remove cells and debris. The
supernatant containing secreted metabolites was collected for further ana-
lysis.

Samples were stabilized with butylated hydroxytoluene (10 mg/mL) to
prevent lipid oxidation and acidified to pH 4 using acetic acid (= 99.5%).
Eicosanoids were extracted with ethyl acetate (1:1, v/v), followed by mixing
and centrifugation. The organic phase was collected and evaporated under
nitrogen at 40 °C. The dried residue was reconstituted in ethanol and diluted
with assay buffer to appropriate concentrations.

20-HETE concentrations were determined using a competitive in vitro
ELISA kit (Detroit R&D, USA) according to the manufacturer’s protocol.
The assay is based on competition between endogenous 20-HETE and an
enzyme-conjugated analog for binding to a specific antibody. Absorbance
was measured at 450 nm using a microplate reader and was inversely propor-
tional to 20-HETE concentration. Quantification was performed using a
standard calibration curve.
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Evaluation of GPR7S5 by indirect immunofluorescence

GPR75 protein localization and expression were assessed using an
indirect immunofluorescence method. Cells were cultured on 13 mm glass
coverslips placed in culture plate wells. Before staining, cells were washed
with PBS and fixed with 4% paraformaldehyde at room temperature. After
washing, cells were permeabilized with 0.2% Triton X-100 in PBS and
subsequently blocked with 1% BSA to prevent non-specific binding.

Cells were incubated overnight at 4 °C with a primary anti-GPR75
antibody (10 pg/mL), then washed and incubated at room temperature with
fluorescently labeled secondary anti-IgG antibodies (2 pg/mL). Nuclei were
counterstained with DAPI (1 pg/mL). Coverslips were mounted using
ProLong™ Glass Antifade Mountant, and prepared slides were analyzed with
EVOS M7000 fluorescence microscope.

Methods involving human biological samples. Study population

The study included 122 patients diagnosed with IHD who were
hospitalized at the Department of Cardiology, Hospital of the Lithuanian
University of Health Sciences (LSMU) Kauno klinikos between 2021 and
2024. The study involving human biological material was conducted in accor-
dance with the principles of the Declaration of Helsinki. Ethical approval for
the amendment of the biomedical research protocol was obtained from the
Kaunas Regional Biomedical Research Ethics Committee (Approval No. P1-
BE-2-19/2019) (Appendix 1).

Patients were divided into two groups according to the European Society
of Cardiology (ESC) guidelines applied in Lithuania. The groups were
formed based on the clinical presentation of the disease (stable IHD and
ACS). Coronary artery lesions were assessed using coronary angiography and
coronary computed tomography angiography (CCTA).

Group I (stable angina pectoris (SAP); n = 30, 17.0%). This group
included patients with exertional angina symptoms that remained stable for
> 6 weeks, without clinical, electrocardiographic, or biochemical evidence of
ACS. Diagnosis was established based on cardiological evaluation and
coronary angiography findings demonstrating coronary artery involvement.
This group also included patients with chronic total occlusion (CTO) and
high-risk atherosclerotic plaque (HRP). CTO was defined according to inter-
national criteria as complete (100%) coronary artery occlusion of > 3 months’
duration with absence of antegrade distal blood flow (thrombolysis in
myocardial infarction (TIMI) grade 0). Patients were included whether CTO
was isolated or accompanied by additional epicardial stenoses, provided that
the clinical presentation was consistent with SAP. HRP was identified using
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CCTA according to established criteria. A plaque was classified as high-risk
if at least one of the following features was present: (1) low-attenuation
plaque (< 50 Hounsfield units (HU)), indicating a lipid-rich necrotic core; (2)
positive remodeling with a remodeling index > 1.1; (3) spotty calcification;
or (4) the napkin-ring sign, defined as a low-attenuation central plaque
component surrounded by a higher-attenuation rim.

Group II (acute coronary syndrome (ACS); n =92, 52.3%). This group
included patients hospitalized with ACS, defined as ST-segment elevation
myocardial infarction (STEMI), non-ST-segment elevation myocardial in-
farction (NSTEMI), or unstable angina, in accordance with ESC guidelines.
All patients underwent percutaneous coronary intervention (PCI) with coro-
nary stent implantation. Standard guideline-directed pharmacological therapy
was administered, including dual antiplatelet therapy (ticagrelor or clopido-
grel combined with aspirin), statins (atorvastatin, rosuvastatin, or simva-
statin), ACEIs or ARBs, and B-blockers.

Exclusion criteria. Patients were excluded if they had conditions known
to significantly affect coagulation or inflammatory status, including active
malignancy, systemic inflammatory conditions (C-reactive protein > 100
mg/L), recent antibiotic therapy for infection, renal insufficiency, hypothy-
roiddism, hypovolemia, or if they declined participation in the study.

Data collection and sample handling. Clinical, laboratory, and instru-
mental data were obtained from medical records. Venous blood samples for
biochemical and platelet function analyses were collected according to a
standardized protocol. In patients with ACS, blood samples were collected
approximately 24 h after administration of the initial antiplatelet loading
dose. In patients with SAP, blood samples were collected during scheduled
clinical evaluation.

Comparison group

The comparison group was selected from the Kaunas cohort of the
international Health, Alcohol and Psychosocial Factors in Eastern Europe
(HAPIEE) study. Clinical and demographic information was obtained from
the baseline Kaunas HAPIEE database collected in 2006—2008. Initially, 69
participants with no history of IHD, diabetes mellitus, or metabolic disorders
were selected.

During the follow-up period from 2008 to 2024, 15 individuals from the
initial comparison group died and were therefore not included in the
subsequent analysis. The recorded causes of death were as follows: one due
to COVID-19 complications, three due to cerebrovascular ischemia, one due
to complications of hypertension, one due to chronic obstructive pulmonary
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disease (COPD), one due to pulmonary heart disease, one due to choleli-
thiasis, two due to different malignancies, one due to sepsis, and one due to
vascular dementia.

After excluding individuals who died during follow-up, 54 individuals
(30.7% of the total study population) with available clinical data and stored
plasma samples for biomarker analysis were included in the final comparison
group. These participants had no history of ischemic events either at baseline
or in 2024. Age was defined as the age at the time of inclusion in the HAPIEE
study. Plasma samples were stored at —80 °C until biomarker analysis.

Genomic DNA isolation and genotyping by real-time PCR

Venous blood samples were collected in K;EDTA vacuum tubes.
Genomic DNA was isolated from peripheral blood leukocytes using either a
salting-out method or a commercial Genomic DNA Purification Kit (Thermo
Fisher Scientific, USA) according to the manufacturer’s instructions.

Genotyping of CYP4F2 variants (rs2108622, rs1558139, rs3093135, and
rs2074902) was performed by real-time PCR using TagMan™ SNP Geno-
typing Assays. Each assay included two allele-specific fluorescently labeled
TagMan® probes and primers targeting the respective polymorphic region.
PCR reactions were prepared according to the manufacturer’s recommenda-
tions using TagqMan® Universal Master Mix II, the corresponding SNP Geno-
typing Assay, nuclease-free water, and genomic DNA (10 ng per reaction).

Reactions were carried out in 96-well plates. To ensure genotyping
accuracy and reliability, each run included known genotype controls and a
no-template control (NTC). Thermal cycling conditions were as follows:
95 °C for 10 min, followed by 40 cycles of 95 °C for 15 s and 60 °C for 90 s.
Amplification and allelic discrimination were performed using a
QuantStudio™ 5 real-time PCR system.

Platelet aggregation assay

Platelet aggregation was evaluated using the classical Born light trans-
mission aggregometry method with a Platelet Aggregometer TA-8V. Venous
blood was collected into tubes containing 3.2% sodium citrate and analyzed
within 1 h of collection.

Samples were centrifuged to obtain platelet-rich plasma (PRP) and
platelet-poor plasma (PPP). PRP was used for aggregation testing, while PPP
served as a reference for calibration of baseline light transmission and norma-
lization of results.
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Platelet aggregation was induced using adenosine diphosphate (ADP)
and epinephrine (ADR). Changes in light transmission were recorded for 10
min. As platelets aggregated, the suspension became clearer, increasing light
transmission proportional to the extent of platelet aggregation.

Extraction of eicosanoids from plasma samples

20-HETE was extracted and purified from plasma samples of 176
participants using a liquid-liquid extraction method. Samples were stabilized
with butylated hydroxytoluene (10 mg/mL) and acidified to pH 4 with acetic
acid (>99.5%). Eicosanoids were extracted with ethyl acetate (1:1, v/v),
followed by vigorous mixing for 2 min and centrifugation at 2500 x g for 20
min at room temperature.

After phase separation, the upper organic layer was collected and
evaporated to dryness under nitrogen at 40 °C using a Multivap evaporator.
Dried extracts were reconstituted in 96% ethanol and diluted with 1x sample
dilution buffer before ELISA analysis.

Determination of 20-HETE

Quantitative determination of 20-HETE in plasma-derived eicosanoid
extracts was performed using a competitive in vitro 20-HETE ELISA kit
(Detroit R&D, USA) according to the manufacturer’s protocol. The kit
specifications indicate no significant cross-reactivity with structurally related
fatty acids, including arachidonic, linoleic, and linolenic acids.

Optical density was measured at 450 nm using a microplate reader, and
concentrations were calculated based on the standard calibration curve.

Determination of ACE2

Plasma ACE2 concentrations were measured in 176 participants using a
sandwich-type ACE2 ELISA kit (Biovendor, Czech Republic). Microplate
wells were pre-coated with a polyclonal antibody specific for human ACE2.
Standards and plasma samples were added to the wells. Following washing,
ACE2 was detected using a biotin-conjugated monoclonal anti-ACE2
antibody. After removal of unbound antibody, a streptavidin—horseradish
peroxidase conjugate was applied. Color development was achieved using
3,3",5,5'-tetramethylbenzidine (TMB) substrate. Absorbance was measured at
450 nm with a microplate reader. Signal intensity was directly proportional
to ACE2 concentration in the samples.
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Statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism v.8 and IBM
SPSS Statistics v.27.0. Graphical data presentation was prepared using
GraphPad Prism v.8 and Microsoft Office LTSC Professional Plus 2024.

For in vitro experiments, at least four independent experiments were
conducted per condition. Normality was assessed using the Shapiro—Wilk
test. As the data were not normally distributed, differences between two
independent groups were analyzed using the Mann—Whitney U test. Results
are presented as median (min—max). Statistical significance was defined as
p <0.05.

In the clinical study, differences in categorical variables across groups
were assessed using the Fisher—Freeman—Halton test, whereas continuous
variables were compared using the Kruskal-Wallis test. Between-group
differences were further explored by pairwise post hoc analysis using the
Mann—Whitney U test with Bonferroni correction. Genotype distributions
were tested for deviation from Hardy—Weinberg equilibrium using the x? test.
Associations between biomarkers and clinical parameters were assessed
using Spearman’s rank correlation. Univariate logistic regression analysis
was performed to evaluate associations between demographic, clinical, and
biochemical variables and the likelihood of ACS, with results expressed as
odds ratios (ORs) and 95% confidence intervals (Cls). Multivariable models
included variables selected from univariate analysis, with multicollinearity
assessed using tolerance and variance inflation factor (VIF). Model fit was
evaluated using the Hosmer—Lemeshow test and Nagelkerke R2. Receiver
operating characteristic (ROC) curve analysis was performed to assess the
diagnostic and prognostic performance of biomarkers. The area under the
curve (AUC) with 95% CI was calculated, and the optimal cut-off value was
identified using the Youden index (J = sensitivity + specificity — 1).

Software

The following software packages were used in the study: ImageJ v1.54d
(National Institutes of Health, USA); Tecan i-control v2.0 (Tecan Group Ltd.,
Switzerland); Primer-BLAST (National Center for Biotechnology Informa-
tion, USA); UCSC In-Silico PCR v39x1 (University of California, USA);
OligoAnalyzer v3.1 (Integrated DNA Technologies, USA); ND-1000 v3.7.1
(Thermo Fisher Scientific, USA); ThromboSoft v1.6.1.3 (SD Innovation,
France); GraphPad Prism v8 (GraphPad Software, Inc., USA); Microsoft
Office LTSC Professional Plus 2024 (Microsoft Corporation, USA); and IBM
SPSS Statistics v27.0 (IBM Corporation, USA).
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3. RESULTS

In vitro results from cell culture experiments. Evaluation of changes
in CYP4F?2 expression in endothelial and hepatic cells

Effect of rivaroxaban

To evaluate the effects of rivaroxaban on HUVECs and its potential
associations with vascular inflammatory processes, cells were exposed to
rivaroxaban at concentrations ranging from 0.1 to 10 pM. Changes in
CYP4F2 mRNA expression, expressed as ACr values and relative fold
changes (FC), are presented in Table 3.1. After 24 h of incubation, a con-
centration-dependent decrease in CYP4F2 expression was observed [226].
However, treatment with different concentrations of rivaroxaban did not
affect CYP4F2 protein levels in HUVECs (Appendix 2).

Table 3.1. Relative changes in CYP4F?2 expression in HUVECs exposed to
0.1-10 uM rivaroxaban

Cell samples CYP4F2 ACr values Redu?ed CYP4F2 p*
median | min—max | expression (FC=SD)

Control — 0 uM rivaroxaban 14.6 14.3-15.6 - -
0.1 uM rivaroxaban 15.4 15.0-15.7 1.44-fold (0.69 £ 0.14) | 0.046
0.2 uM rivaroxaban 15.4 15.3-15.8 1.71-fold (0.58 £ 0.10) | 0.026
0.5 uM rivaroxaban 15.4 15.3-16.3 1.89-fold (0.53 £ 0.17) | 0.028
1 uM rivaroxaban 15.6 15.2-16.8 1.93-fold (0.52 £ 0.17) | 0.013
2 uM rivaroxaban 15.8 15.2-16.8 2.05-fold (0.49 £ 0.15) | 0.004
5 uM rivaroxaban 15.9 15.2-16.9 2.4-fold (0.42+0.21) | 0.009
10 puM rivaroxaban 16.1 15.3-17.2 2.72-fold (0.37 £0.21) | 0.009

*p value compared with the control group (cells incubated with medium without rivaroxa-
ban), based on n = 6 independent experiments. FC — fold change; SD — standard deviation.

Effect of ticagrelor

To evaluate the effect of ticagrelor on CYP4F2 and CYP4A1l transcrip-
tion, HUVECs were exposed to ticagrelor at concentrations of 2.5-25 nM.
After 24 h of incubation, ticagrelor reduced CYP4F2 expression in a
concentration-dependent manner (Table 3.2) [227]. A significant decrease in
CYP4F?2 expression was observed at concentrations of 5-25 nM, with the
greatest effect at 25 nM, resulting in a 2.38-fold reduction (p = 0.009).
CYP4A1I expression was not detected in HUVECs.
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Table 3.2. Relative changes in CYP4F2 expression in HUVECs exposed to
2.5-25 nM ticagrelor

Cell samples CYP4F2 ACrvalues Redu?ed CYP4F2 p*
median | min—-max | expression (FC £ SD)

Control — 0 nM ticagrelor 15.7 14.2-15.9 - -
2.5 nM ticagrelor 16.2 15.5-16.9 | 1.54-fold (0.65 = 0.28) 0.240
5 nM ticagrelor 16.3 15.6-16.8 | 1.61-fold (0.62 +0.20) 0.041
10 nM ticagrelor 16.5 15.7-16.9 | 1.72-fold (0.58 +0.12) 0.026
15 nM ticagrelor 16.3 15.8-17.5 | 1.72-fold (0.58 + 0.25) 0.032
25 nM ticagrelor 17.0 15.8-18.0 | 2.38-fold (0.42 +0.21) 0.009

*p value compared with the control group (cells incubated with medium without ticagrelor),
based on n = 6 independent experiments. FC — fold change; SD — standard deviation.

CYP4F2 protein levels in HUVECs were also reduced following
ticagrelor treatment. Quantification by ELISA (Table 3.3) showed that at the
lowest tested concentration (2.5 nM), CYP4F2 protein levels decreased to
20.6 (6.7-23.3) ng/mL (p = 0.039), and further declined to 18.0-16.5 ng/mL
at concentrations of 5-25 nM, compared with untreated control cells (41.9
(9.4-42.9) ng/mL).

Table 3.3. CYP4F?2 protein concentration in HUVECs exposed to 2.5-25 nM
ticagrelor

CYP4F2 concentration (ng/mL)
Cell samples - : p*
median min—max
Control — 0 nM ticagrelor 41.9 9.4-42.9 -
2.5 nM ticagrelor 20.6 6.7-23.3 0.039
5 nM ticagrelor 18.0 6.2-22.7 0.045
10 nM ticagrelor 19.5 7.0-25.4 0.041
15 nM ticagrelor 18.2 52-254 0.043
25 nM ticagrelor 16.5 5.5-20.9 0.036

*p value compared with the control group (cells incubated with medium without ticagrelor),
based on n = 6 independent experiments.

To evaluate the effect of ticagrelor in hepatic cells, the expression of
CYP4F2 and CYP4AI1l genes was assessed in HepG2 cells. The results
showed that treatment with ticagrelor at concentrations of 5-25 nM reduced
the expression of both CYP4F2 and CYP4A11 compared with control cells;
however, these changes were not significant (p > 0.4).
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Effects of RAS inhibitors on endothelial cell function

Effects on cell viability

The effects of RAS-modulating compounds (captopril, losartan, and
MLN-4760) on metabolic viability of HUVECs were evaluated using the
MTT assay after 24 h incubation. Captopril significantly increased cell
viability at all tested concentrations, with the greatest effect observed at
1.25 uM, where viability increased by 38% (p = 0.029) compared with
control cells (HUVECs treated with 0 uM captopril). Losartan increased
metabolic viability of HUVECs in a concentration-dependent manner, with
cell viability rising by 31-66% at concentrations of 0.75-2.75 uM relative to
the control. Exposure to MLN-4760 also increased cell viability, with the
most pronounced effect observed at 0.25 uM, resulting in a 24% increase (p
=0.029) compared with control cells.

Effects on cell proliferation and cell size

Cell proliferation was assessed by counting viable HUVECs after 24 h
incubation with the tested compounds. A significant increase in the number
of viable cells was observed only following treatment with MLN-4760 at
concentrations of 0.05, 0.1, and 0.25 uM, whereas no effect was detected at
higher concentrations (0.5 and 1 uM). Evaluation of cell diameter revealed a
reduction in HUVECs’ size at 0.1 and 0.25 pM MLN-4760.

Effects on cell migration

Migration of HUVECs was assessed using the wound healing assay by
measuring the reduction in wound area after 4 h of incubation with captopril,
losartan, or MLN-4760. Captopril promoted cell migration by reducing the
wound area at concentrations of 1.25-2.25 pM compared with control cells.
In contrast, losartan tended to reduce wound area, although no significant
differences were observed. MLN-4760 (0.05-1 uM) did not affect the wound
closure.

Effects on nitric oxide production

NO production was evaluated by measuring total nitrite and nitrate
concentrations in the culture medium after 24 h incubation of HUVECs with
RAS-modulating compounds. Both captopril and losartan increased NO
production in HUVECs. Captopril induced a significant increase in NO levels
at all tested concentrations (0.25-2.25 uM). At 2.25 uM, NO concentration
increased to 24.53 (23.32-28.32) uM compared with control cells (8.65
(6.98-11.25) uM; p = 0.029). Losartan induced NO production only at con-
centrations of 2.25 and 2.75 uM. At 2.75 uM, NO levels increased to 18.31
(14.5-23.73) uM, compared with 7.9 (5.23-12.36) uM in control cells
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(p =0.029). In contrast, MLN-4760 reduced NO production in a concentra-
tion-dependent manner. The most pronounced decrease was observed at
1 uM, where NO concentration decreased to 6.27 (5.31-8.63) uM, compared
with 11.32 (9.59-13.57) uM in control cells (p = 0.029).

Effects of RAS inhibitors on proximal renal tubular epithelial cell
Sfunction

Effects on cell viability

The effects of captopril, losartan, and MLN-4760 on RPTEC/TERT]1 cell
metabolic viability were evaluated using the MTT assay after 24 h incubation.
Captopril at concentrations of 0.25-2.25 uM had no significant effect on
RPTEC/TERTT1 cell viability. In contrast, losartan increased cell viability at
all tested concentrations (0.75-2.75 uM). The strongest effect was observed
at 2.75 uM, where viability increased by 16% compared with control cells
(p = 0.029). MLN-4760 exhibited a biphasic effect. At 0.05-0.5 uM, the
compound increased RPTEC/TERT]1 cell viability by approximately 7-9%
(p = 0.029). However, the highest tested concentration (1 uM) reduced cell
viability to 94.4%.

Effects on cell migration

Cell migration was evaluated using the wound healing assay by measu-
ring the reduction in wound area after 4 h of incubation with captopril, losar-
tan, and MLN-4760. Neither captopril nor losartan produced a significant
concentration-dependent effect on RPTEC/TERT1 cell migration or wound
closure. Similarly, MLN-4760 had no significant effect on RPTEC/TERT1
cell migration.

Effects on reactive oxygen species formation

The oxidative status of RPTEC/TERT]1 cells was evaluated by measuring
reactive oxygen species (ROS) production after 1 h incubation with the tested
compounds. Captopril significantly reduced ROS formation at all tested
concentrations (0.25-2.25 uM), with the strongest effect observed at
2.25 uM, where ROS levels decreased 1.33-fold compared with control
(p = 0.029). Losartan also reduced ROS production at concentrations of 1.75—
2.75 uM, with a concentration-dependent reduction observed up to 2.75 uM.
MLN-4760 reduced ROS formation at concentrations of 0.25-0.5 uM (p =
0.029), whereas at 1 pM it exerted the opposite effect, increasing ROS levels
by 8% compared with control cells (p = 0.029).
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Effects of RAS inhibitors on the expression of genes related to RAS,
inflammation, and eicosanoid metabolism in endothelial cells

Effect of captopril on gene expression

The effects on the mRNA expression levels of ACE, ACE2, VCAM-1,
ICAM-1, PTGS1, PTGS2, CYP4F2, and GPR75 were evaluated in HUVECs
after 24 h exposure to therapeutic concentrations of captopril (0.25-2.25 uM).
Captopril induced a concentration-dependent decrease in ACE, ACE2,
VCAM-1, and ICAM-1 expression compared with control cells. The strongest
suppression was observed at 2.25 uM, where the relative expression of ACE,
ACE2, VCAM-1, and ICAM-1 decreased by 2.94-, 2.78-, 3.85-, and 4.55-fold,
respectively (p = 0.03). In contrast, CYP4F2 and GPR75 expression increased
at higher captopril concentrations (1.75 and 2.25 uM), with a 1.28- and 1.34-
fold increase, respectively, at 2.25 uM (p = 0.03).

Effect of losartan on gene expression

After 24 h incubation with losartan (0.75-2.75 uM), a significant
concentration-dependent decrease in ACE, PTGS2, and CYP4F2 expression
was observed in HUVECs. The greatest reduction was detected at 2.75 uM,
where the relative expression of ACE, PTGS2, and CYP4F2 decreased by
3.03-, 2.7-, and 4.76-fold, respectively (p = 0.03).

Effect of MLN-4760 on gene expression

After 24 h incubation with MLN-4760 (0.05-1 uM), HUVECs exhibited
decreased ACE2 and PTGSI expression and increased ICAM-1, PTGS2,
CYP4F?2, and GPR75 expression compared with control cells. ACE2 expres-
sion decreased in a concentration-dependent manner, ranging from 1.22- to
2.78-fold (p = 0.03), while PTGS1 expression showed the greatest reduction
(1.59-fold) at 0.1 uM. In contrast, /ICAM-1 and PTGS?2 expression increased
with increasing MLN-4760 concentration, reaching 1.7- and 1.5-fold increa-
ses, respectively, at 1 uM (p = 0.03). Higher concentrations (0.5—-1 uM) also
enhanced CYP4F2 and GPR75 expression, with 2.0- and 1.64-fold increases,
respectively, at 1 pM (p = 0.03).

Effects of RAS inhibitors on the expression of genes related to RAS,
inflammation, and eicosanoid metabolism in proximal renal tubular
epithelial cells

Effect of captopril on gene expression

After incubation with captopril, ACE, VCAM-1, and ICAM-1 expression
in RPTEC/TERTI cells decreased in a concentration-dependent manner
compared with control cells. The reduction was significant at all tested
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concentrations, with the strongest suppression observed at 2.25 pM, where
ACE, VCAM-1, and ICAM-1 expression decreased by 1.6-, 1.98-, and
2.1-fold, respectively (p = 0.03). In contrast, higher concentrations (1.75—
2.25 uM) increased CYP4F2 and GPR75 expression, reaching 1.69- and
1.63-fold increases, respectively, at 2.25 uM (p = 0.03).

Effect of losartan on gene expression

After 24 h incubation with losartan (0.75-2.75 uM), a significant dec-
rease in ACE, VCAM-1, PTGS2, and CYP4F?2 expression was observed in
RPTEC/TERT1 cells compared with control cells. ACE, VCAM-1, and
CYP4F?2 expression decreased in a concentration-dependent manner, with
significant suppression at all tested concentrations. The greatest effect was
observed at 2.75 uM, where ACE, VCAM-1, PTGS2, and CYP4F2 expression
decreased by 1.61-, 1.27-, 1.2-, and 2.67-fold, respectively (p = 0.03).

Effect of MLN-4760 on gene expression

After 24 h incubation with MLN-4760 (0.05-1 uM), RPTEC/TERT1
cells exhibited changes in ACE2, ICAM-1, PTGS2, and GPR75 expression
compared with control cells. ACE2 expression decreased in a concentration-
dependent manner, ranging from 2.4- to 4.44-fold (p = 0.03). In contrast,
ICAM-1 expression increased at all tested concentrations, with the strongest
effect at 1 pM (1.6-fold increase; p = 0.03). PTGS2 expression also increased
in a concentration-dependent manner, reaching a 1.54-fold increase at 1 pM
(p = 0.03). GPR75 expression was elevated at higher concentrations (0.5—
1 uM), with the greatest increase (1.43-fold) observed at 1 uM (p = 0.03).

Effects of RAS inhibitors on the expression of genes related to RAS,
inflammation, and eicosanoid metabolism in hepatic cells

Effect of captopril on gene expression

The effect on the expression of RAS- and oxylipin metabolism-related
genes (ACE, ACE2, ICAM-1, CYP4F2, and GPR75) was evaluated in HepG2
cells after 24 h of incubation with 0.25-2.25 uM captopril. PTGSI and
PTGS?2 transcripts were not detected in HepG2 cells. Captopril significantly
reduced ACE expression, with the greatest decrease (1.4-fold) observed at
2.25 uM (p = 0.029). In contrast, ACE?2 expression increased in a concentra-
tion-dependent manner, with a 1.36-fold increase at 2.25 uM (p = 0.029).
CYP4F?2 expression also increased in a concentration-dependent manner,
reaching a 2.42-fold increase at 2.25 uM (p = 0.029).
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Effect of losartan on gene expression

After 24 h incubation with 0.75-2.75 uM losartan, the expression of
ACE, ACE2, ICAM-1, CYP4F2, and GPR75 was evaluated in HepG2 cells.
Losartan reduced CYP4F?2 expression, with the greatest decrease (1.7-fold)
observed at 2.75 uM (p = 0.029). GPR75 expression was also decreased, with
the strongest suppression detected at 2.75 pM.

Effect of MLN-4760 on gene expression

The effects of MLN-4760 (0.05-1 pM) on gene expression were
evaluated after 24 h of incubation in HepG2 cells. MLN-4760 (0.25—-1 uM)
increased ACE2 expression in a concentration-dependent manner, with the
greatest effect at 1 uM (1.72-fold increase; p = 0.029). In contrast, GPR75
expression was reduced across the same concentration range, with the
strongest decrease observed at 1 uM.

Effects of low-frequency ultrasound and RAS inhibitors on
endothelial cell function

Effects on cell viability

HUVECs were exposed to low-frequency (69 kHz), low-intensity (5-10
mW/cm?) ultrasound (LFUS) for 5 min. LFUS treatment alone had no
significant effect on metabolic viability of HUVECs [228]. In contrast,
combined treatment with LFUS and captopril increased cell viability at all
tested concentrations (0.25-2.25 uM) compared with LFUS-treated control
cells. A similar effect was observed with losartan, where metabolic viability
of HUVECs increased in a concentration-dependent manner following
combined LFUS and drug exposure.

Effects on cell migration

Endothelial cell migration was assessed using a wound healing assay, in
which a scratch was introduced in the HUVEC monolayer, followed by 5 min
exposure to LFUS and 4 h incubation with captopril or losartan. LFUS
enhanced the migration-promoting effect of captopril at concentrations of
1.75 and 2.25 puM compared with control cells (p = 0.039). Similarly, LFUS
in combination with losartan increased migration of HUVECs at concen-
trations of 2.25 and 2.75 pM compared with treatment without LFUS (p =
0.047 and p = 0.037, respectively).

Effects on nitric oxide production

The combined effect of captopril or losartan and LFUS on NO production
in HUVECs was assessed by measuring total nitrite and nitrate concentrations
in the culture medium. LFUS enhanced the NO-stimulating effect of
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captopril, with significantly higher NO levels observed at 1.75 and 2.25 pM
compared with cells not exposed to LFUS (1.48- and 1.29-fold increase,
respectively; p = 0.039 and p = 0.036). Losartan combined with LFUS
increased NO production at concentrations of 2.25 and 2.75 uM (p = 0.03),
whereas LFUS alone did not affect NO production.

Effects of low-frequency ultrasound and RAS inhibitors
on proximal renal tubular epithelial cell function

Effects on cell viability

Metabolic viability of RPTEC/TERT1 cells was assessed following
5 min exposure to LFUS and 24 h incubation with captopril or losartan.
Captopril (0.25-2.25 uM) had no significant effect on cell viability, either in
the presence or absence of LFUS. In contrast, combined treatment with LFUS
and losartan (0.75-2.75 uM) increased cell viability compared with control
cells (p = 0.03). However, LFUS alone did not affect cell viability.

Effects on cell migration

Cell migration in RPTEC/TERT1 cells was assessed using a wound
healing assay following 5 min exposure to LFUS and 4 h incubation with
captopril or losartan. Captopril combined with LFUS did not promote cell
migration. However, treatment with captopril at concentrations of 0.25 and
1.75 uM resulted in a significant reduction in wound area between LFUS-
treated and untreated cells (p = 0.035 and p = 0.046, respectively). In contrast,
losartan in combination with LFUS enhanced wound closure at higher con-
centrations, with increased cell migration observed at 2.25 and 2.75 uM com-
pared with cells not exposed to LFUS (p = 0.004 and p = 0.037, respectively).

Effects on reactive oxygen species formation

Captopril at concentrations of 1.75 and 2.25 uM combined with LFUS
reduced ROS levels compared with control cells (p = 0.03). In addition,
significantly higher ROS release was observed in cells treated with all tested
concentrations of captopril in combination with LFUS compared with cells
not exposed to LFUS. Similarly, losartan combined with LFUS decreased
ROS synthesis at concentrations of 1.75-2.75 uM (p = 0.03), whereas LFUS
alone had no such effect.
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Effects of low-frequency ultrasound and RAS inhibitors on the
expression of inflammation- and eicosanoid metabolism-related
genes in endothelial cells

Effect of captopril combined with LFUS

The combined effect of captopril and LFUS on VCAM-1, ICAM-1,
PTGS1, PTGS2, and CYP4F?2 expression was evaluated in HUVECs. LFUS
influenced the expression of VCAM-1, ICAM-1, and PTGS2. Combined
treatment with captopril and LFUS resulted in a concentration-dependent
decrease in VCAM-1, ICAM-1, and PTGS2 expression compared with cells
exposed to LFUS alone (p = 0.03). Notably, PTGS2 suppression was more
pronounced with combined treatment than with captopril alone. Additionally,
captopril (0.75-2.25 uM) combined with LFUS increased CYP4F2 expres-
sion, with the greatest effect observed at 2.25 pM (1.42-fold increase;
p =0.03).

Effect of losartan combined with LFUS

Combined treatment with losartan and LFUS reduced PTGS?2 expression
in a concentration-dependent manner. CYP4F2 expression was also affected
by LFUS exposure; however, a significant decrease was observed only at
higher concentrations (1.75-2.75 pM) compared with control cells (p = 0.03).

Effects of RAS inhibitors on 20-HETE production in endothelial cells

To assess the effect of RAS modulation on 20-HETE release in endo-
thelial cells, HUVECs were treated with captopril, losartan, and MLN-4760
for 24 h. Captopril significantly reduced 20-HETE levels at concentrations of
1.25-2.25 uM, decreasing to 6.5-6.9 ng/mL compared with control cells
(13.1 (10.3-15.2) ng/mL; p = 0.029) (Table 3.4). In contrast, losartan (0.75—
2.75 uM) had no significant effect on 20-HETE release. MLN-4760 induced
a dose-dependent increase in 20-HETE concentration, rising from 12.9 (11.7—
15.5) ng/mL in control cells to 17.8-20.2 ng/mL at 0.1-1 uM (p = 0.029),
with a maximum 1.6-fold increase.
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Table 3.4. Effects of RAS inhibitors on 20-HETE concentrations in HUVECs
cultures

20-HETE concentration (ng/mL)
Cell samples : - p*
median min—max

Control cells 13.1 10.3-15.2 -
0.25 uM captopril 7.3 4.3-14.1 0.200
0.75 uM captopril 7.9 6.2-154 0.343
1.25 pM captopril 6.9 6.1-9.6 0.029
1.75 pM captopril 6.7 5.6-9.5 0.029
2.25 uM captopril 6.5 5.3-8.0 0.029
Control cells 11.6 5.1-17.4 -
0.75 uM losartan 13.8 10.6-16.7 0.686
1.25 pM losartan 133 11.3-19.2 0.486
1.75 pM losartan 12.2 7.6-23.3 0.886
2.25 pM losartan 14.6 9.7-15.6 0.686
2.75 pM losartan 14.9 10.5-16.0 0.686
Control cells 12.9 11.7-15.5 -
0.05 uM MLN-4760 15.0 10.7-18.3 0.486
0.1 pM MLN-4760 17.8 15.9-23.8 0.029
0.25 uM MLN-4760 18.9 15.9-21.3 0.029
0.5 pM MLN-4760 19.1 16.3-22.4 0.029
1 uM MLN-4760 20.2 16.6-22.8 0.029

*p value compared with the control group (cells incubated with medium without RAS
inhibitors), based on # = 4 independent experiments.

Effects of hydroxyeicosatetraenoic acids on cell function

Effects on endothelial cells

To evaluate the effects of CYP450-derived eicosanoids (hydroxyeicosate-
traenoic acids) on cellular function, the metabolic activity of HUVECs was assessed
after 24 h incubation with 20-HETE and 19(R)-HETE. 20-HETE reduced HUVECs’
viability, with a decrease observed already at 1 nM and persisting across all tested
concentrations (up to 100 nM). The strongest effect was detected at 100 nM, resulting
in a 19% reduction in metabolic activity (»p = 0.029). In contrast, 20-HETE anta-
gonist 19(R)-HETE did not affect HUVECs’ viability.

Effects on renal cells

In RPTEC/TERT]1 cells, 20-HETE significantly reduced metabolic activity at
concentrations of 2—100 nM compared with control cells (p = 0.029). The greatest
effect was observed at 100 nM, resulting in a 21% decrease in cell viability
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(»p =0.029). In contrast, 19(R)-HETE (2-100 nM) had no significant effect on
RPTEC/TERT1 metabolic activity.

Effects on hepatic cells

In HepG2 cells, 20-HETE (1-100 nM) also decreased metabolic activity
compared with control cells (p = 0.029). The strongest reduction was observed at
100 nM, where HepG2 metabolic activity decreased by 25% (p = 0.029). Conversely,
19(R)-HETE (2-100 nM) increased HepG2 metabolic activity compared with
control cells (p = 0.029), with the greatest effect observed at 10 nM, where cell
viability increased by 29% (p = 0.029).

Effects of hydroxyeicosatetraenoic acids on GPR75 receptor
expression

Before evaluating the effects of hydroxyeicosatetraenoic acids on GPR75
expression, the localization of the GPR75 protein was assessed in fixed
HUVEC and HepG2 cells using indirect immunofluorescence. In both cell
lines, a weak immunofluorescent signal was detected, predominantly distri-
buted in the cytoplasm, without clear membrane or nuclear localization. Low
levels of GPR75 expression were observed in both endothelial and hepatic
cells, consistent with the receptor’s tissue specificity and its relatively low
expression in non-neuronal cells. Negative control samples stained only with
secondary IgG antibodies showed no detectable fluorescence, confirming the
specificity of the staining.

Subsequent analysis of GPR75 mRNA expression showed that 20-HETE
induced a concentration-dependent increase in GPR75 expression. In HUVECs,
the greatest effect was observed at 100 nM, where GPR75 increased
1.62-fold compared with control cells (p = 0.029). In RPTEC/TERT1 cells,
no significant effect was observed at lower concentrations (1-5 nM), whereas
higher concentrations (10—-100 nM) increased GPR75 expression, reaching a
1.3-fold increase at 100 nM (p = 0.029). A similar trend was observed in
HepG?2 cells, with the greatest increase in GPR75 expression at 100 nM. In
contrast, 19(R)-HETE did not significantly affect GPR75 expression in any
of the tested cell lines, suggesting that its biological effects may be related to
competitive receptor binding and inhibition of downstream signaling rather
than direct transcriptional regulation.

Summary of in vitro findings from cell culture experiments

Based on the initial in vitro experiments conducted in HUVEC, RPTEC/
TERT1, and HepG2 cell models, key biomarkers reflecting RAS modulation
and related inflammatory and eicosanoid metabolism pathways were identi-
fied. Functional and gene expression analyses demonstrated that changes in
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RAS activity were closely associated with 4ACE?2 regulation and alterations in
20-HETE synthesis, both of which consistently responded to pharmacolo-
gical RAS inhibition. ACE2 was identified as a central biomarker of RAS
activity, while 20-HETE was selected due to its link to RAS and its role in
inflammation-related processes. Importantly, the detectability of these
biomarkers in plasma supports their applicability in translational studies.
Therefore, ACE2 and 20-HETE were selected as the most promising
candidates for further analysis to evaluate their associations with clinical
forms of IHD and the use of RAS inhibitors in patient cohorts.

Results of studies using human biological material.
Study population and group characteristics

A total of 176 participants were included in the study. Among them, 122
patients were diagnosed with THD, including 92 with ACS and 30 with SAP.
The comparison group consisted of individuals without documented IHD
(n =54).

The characteristics of the study groups are presented in Table 3.5. Males
constituted the majority of participants in all groups, with no significant
differences in sex distribution between groups. The median age of the
participants was 70 years. Individuals in the comparison group were older
than those with SAP (p <0.001).

Table 3.5. Demographic characteristics of the study group

. Comparison SAP ACS All
Variable group (n = 30) (n=92) participants p
(n=54) (n=176)

Sex, n (%)

Men 30 (55.6) 23 (76.7) 67 (72.8) 120 (68.2) | 0.053'

Women 24 (44.4) 7(23.3) 25(27.2) 56 (31.8)
Age (years), 71 (46-72)* | 62 (48-80)* | 66.5(39-85.2) | 70 (39-85.2) | < 0.001*
median (min—max)

p — level of statistical significance between the comparison, SAP, and ACS groups. 'Fisher—
Freeman-Halton test; 2Kruskal-Wallis test. Statistical significance level after Bonferroni
correction for pairwise comparisons using the Mann—Whitney U test: °p <0.001. ACS —acute
coronary syndrome; SAP — stable angina pectoris.

Anthropometric, lifestyle, and clinical characteristics were compared
between the study groups (Table 3.6). Significant differences were observed
in height and weight (p < 0.001). Body mass index (BMI) values across all
groups corresponded to overweight or class I obesity. Patients with ACS had
lower diastolic blood pressure (BP) (p = 0.009) but higher heart rate
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(p =0.006) compared with the comparison group. The distribution of
smoking habits showed that the highest proportion of smokers was observed
in the SAP group (30%), while the lowest was in the comparison group
(1.9%). A history of myocardial infarction (MI) was present in 57.6% of ACS
patients, of whom 41.3% had experienced ST-segment elevation MI. Arterial
hypertension (AH) was less frequent in the ACS group compared with the
SAP group (p = 0.003). Diabetes mellitus was present in 32.6% of ACS
patients, whereas none of the individuals in the comparison group had this
condition.

Table 3.6. Anthropometric, lifestyle, and clinical characteristics of the study
participants

Variable Comparison SAP ACS p
group

Anthropometric and hemodynamic parameters, median (min—max)
Height, cm 164.3 (144-178)° | 172.5 (156-195)* | 172 (150-195)° | < 0.001"
Weight, kg 77.3 (54-122)°4 88 (60-123)¢ 86 (55-164)¢ | <0.001'
BMI, kg/m? 28.9 (21.4-42.5) | 28.4(21.3-38.7) | 29(19.7-43.1) | 0.956
Systolic BP, mmHg | 135.3 (107-181) | 133.5(102-189) | 135.5(97-200) | 0.69
Diastolic BP, mmHg | 84.7 (61-109)° 83 (65-110) 80 (52-128)° 0.01!
Heart rate, bpm 64.5 (44-99)f 68.5 (47-115) 70 (44-160)" 0.01!
Smoking, n (%)
Currently smoking 1 (1.9)eh 9 (30.0)® 23 (25.0)" <0.0012
Former smoker 0(0.0) 7 (23.3) 0(0.0) -
Diagnosis, n (%)
History of MI 0(0.0) 0(0.0) 53 (57.6) -
MI with ST elevation 0(0.0) 0(0.0) 38 (41.3) -
Comorbidities, n (%)
AH 41 (75.9)! 28 (93.3) 34 (37.0)4 | <0.0012
Diabetes mellitus 0(0.0) 6 (20.0) 30 (32.6) —

p —level of statistical significance between the comparison, SAP, and ACS groups. 'Kruskal—
Wallis test. 2Fisher-Freeman—Halton test. Statistical significance level after Bonferroni
correction for pairwise comparisons using the Mann—Whitney U or Fisher’s exact test:
ab.dedp=0.003;°p=0.033;° p=0.009; f p=0.006. ACS — acute coronary syndrome; AH —
arterial hypertension; BP — blood pressure; BMI — body mass index; MI — myocardial
infarction; SAP — stable angina pectoris.
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The distribution of clinically significant coronary artery lesions (= 50%
stenosis) by segments, based on coronary angiography data, is presented in
Appendix 3. Significant differences between the SAP and ACS groups were
observed in segments S7 and S12, corresponding to the mid-segment of the
left anterior descending artery and the mid-segment of the right coronary
artery, respectively. Clinically significant stenosis was more frequently
detected in the ACS group in segment S7 (41.1%) compared with the SAP
group (6.7%; p < 0.001), as well as in segment S12 (40.0% vs. 13.3%,
respectively; p = 0.007).

The distribution of laboratory blood parameters across the study groups
is presented in Table 3.7. Significant differences between groups were
observed for HDL and LDL cholesterol, hemoglobin, leukocyte count,
creatinine levels, and AST activity. HDL and LDL cholesterol concentrations
were lower in the SAP group (1.2 (0.9-1.7) mmol/L and 2.8 (0.7-
5.0) mmol/L, respectively) compared with the comparison group (1.5 (0.9—
2.4) mmol/L and 3.6 (1.1-6.3) mmol/L; p = 0.003 and p = 0.03). Hemoglobin
concentration was lower in the ACS group (138.0 (94.0-165.0) g/L) compa-
red with the SAP group (147.0 (126.0-173.0) g/L; p = 0.02), while creatinine
levels were higher in the ACS group (94.0 (56.0-270.0) umol/L) compared
with the SAP group (74.8 (55.0-120.0) pmol/L; p < 0.001). Leukocyte count
was also higher in the ACS group (8.5 (2.9-17.2) x10°/L) compared with the
SAP group (6.9 (4.0-15.8) x10°/L; p = 0.017). In addition, AST activity was
higher in the ACS group (31.0 (1.0-576.0) U/L) compared with the SAP
group (15.5 (2.0-64.4) U/L; p = 0.004).

Table 3.7. Biochemical and hematological blood parameters of the study
participants

Variable Comparison SAP ACS p
group

Laboratory parameters, median (min—max)
Glucose 5.6 (4.3-7.0) 6.0 (4.7-7.3) ND 0.305
(mmol/L)
HDL cholesterol | 1.5 (0.9-2.4)* 1.2 (0.9-1.7)* 1.2 (1.1-1.4) 0.002!
(mmol/L)
LDL cholesterol | 3.6 (1.1-6.3)° 2.8 (0.7-5.0) 2.7(2.4-2.9) 0.012'
(mmol/L)
Triglycerides 1.2 (0.54.5) 1.6 (0.64.3) 1.1(1.0-1.2) 0.062
(mmol/L)
Hemoglobin ND 147.0 (126.0-173.0) | 138.0 (94.0-165.0) | 0.002>
€49
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Table 3.7. Continued

Variable Comparison SAP ACS p
group

Leukocytes ND 6.9 (4.0-15.8) 8.5(2.9-172) | 0.0172
(x10°/L)

Platelets (x10%/L) ND 235.0 (121.0-371.0) [216.0 (115.0-552.0)| 0.107
CRP (mg/L) ND 3.9 (0.5-7.0) 2.6(1.0-177.9) | 0.37
Creatinine ND 74.8 (55.0-120.0) | 94.0 (56.0-270.0) |< 0.0012
(umol/L)

AST (U/L) ND 15.5(2.0-64.4) | 31.0(1.0-576.0) | 0.004
ALT (U/L) ND 29.0 (9.0-57.0) | 29.0 (2.0-138.0) | 0.418
INR ND 1.0 (1.0-1.1) 1.1 (0.9-2.5) 0.478

p —level of statistical significance between the comparison, SAP, and ACS groups. 'Kruskal—
Wallis test. 2Mann—Whitney U test. Statistical significance level after Bonferroni correction
for pairwise comparisons using the Mann—Whitney U test:  p = 0.003; ®p = 0.03. ACS —
acute coronary syndrome; ALT — alanine aminotransferase; AST — aspartate aminotransfe-
rase; CRP — C-reactive protein; HDL cholesterol — high-density lipoprotein cholesterol;
INR - International Normalized Ratio; LDL cholesterol — low-density lipoprotein choleste-
rol; ND — no data; SAP — stable angina pectoris.

Medications used by the study groups are presented in Table 3.8. Almost
all patients in the ACS group were treated with ACEIs, statins, and
antiplatelet agents. The most commonly used ACEIs were perindopril and
zofenopril. Perindopril was more frequently used in the SAP group (56.7%)
compared with the ACS group (30.4%) (p = 0.003). ARBs were also more
commonly used in the SAP group (26.7%) than in the ACS group (2.2%)
(p = 0.003). Statins were most frequently prescribed to ACS patients (97.8%),
and antiplatelet agents were also used more often in the ACS group.

Table 3.8. Medications used by the study participants

Variable Comparison | ¢\ p ACS p
group

Prescribed medications, n (%)

ACEIs 0(0.0) 18 (60.0)* | 90 (97.8)* | <0.001!
Fosinopril 0 (0.0) 0(0.0) 3(3.3) -
Perindopril 0(0.0) 17 (56.7)° | 28 (30.4)* | <0.001!
Ramipril 0(0.0) 1(3.3) 1(1.1) -
Trandolapril 0(0.0) 0(0.0) 1(1.1) -
Zofenopril 0 (0.0) 0(0.0) 57 (62.0) -
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Table 3.8. Continued

Variable Comparison | ¢, p ACS p
group
ARBs 0(0.0) 8(26.7)¢ 2(2.2) <0.001!
Statins 2 (3.7)%¢ 27(90.0)4 | 90 (97.8)¢ | <0.001'
Atorvastatin ND 12 (40.0) | 89(96.7) —
Rozuvastatin ND 15 (50.0) 1(1.1) -
Cholesterol absorbtion inhibitor
Ezetimibe ND 9 (30.0) 1(1.1) -
Antiplatelet agents 0 (0.0) 18 (60.0)" | 88 (95.7)f | <0.001!
Aspirin 0(0.0) 18 (60.0)¢ | 82 (89.1)8 | <0.001!
Aspirin + clopidogrel 0 (0.0) 13(43.3) | 28(30.4) | <0.001!
Aspirin + ticagrelor 0 (0.0) 0(0.0) 59 (64.1) —

p — level of statistical significance between the comparison, SAP, and ACS groups. 'Fisher—
Freeman—Halton test. Statistical significance level after Bonferroni correction for pairwise
comparisons using Fisher’s exact test: * ¢ p = 0.003. ACEls — angiotensin-converting enzyme
inhibitors; ACS — acute coronary syndrome; ARBs — angiotensin II receptor blockers; ND —
no data; SAP — stable angina pectoris.

Patients with SAP and ACS were treated with antiplatelet agents; there-
fore, platelet aggregation was assessed. Platelet aggregation parameters are
presented in Table 3.9. Patients in the SAP group exhibited higher platelet
aggregation values, whereas those in the ACS group showed lower values.

Table 3.9. Platelet aggregation test parameters of the study participants

Variable Comparison SAP ACS p
group
Platelet aggregation tests, median (min—max)
Platelet aggregation induced ND 67.5(5.0-91.0) | 19.0 (6.0-94.0) | < 0.001"
by ADP (%4¢)
Platelet aggregation induced ND 73.5 (8.0-95.0) | 28.0 (6.0-94.0) | 0.001"
by epinephrine (%"%)

p — level of statistical significance between the comparison, SAP, and ACS groups. Mann—
Whitney U test. ACS — acute coronary syndrome; ADP — adenosine diphosphate; ND — no
data; SAP — stable angina pectoris; %¢ — percentage platelet aggregation.

Based on the interaction between RAS modulation and the CYP4F2-20-
HETE signaling axis (ACE2 (RAS)-20-HETE) identified in experimental
cell culture models, circulating ACE2 and 20-HETE concentrations were
further evaluated across different clinical study groups (Table 3.10). Patients
with ACS exhibited the lowest ACE2 levels (5.5 (2.1-28.2) ng/mL), which
were significantly lower compared with both the SAP and comparison
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groups. Similarly, ACS patients had the lowest circulating 20-HETE con-
centrations (6.1 (0.7-303.4) ng/mL), which were also significantly lower than
those observed in the SAP and comparison groups.

Table 3.10. ACE2 and 20-HETE concentrations in the blood plasma of the
study participants

Variable C"‘;‘rl:)f;s"“ SAP ACS p
Concentration measurement, median (min—max)
ACE2 (ng/mL) 8.0 (4.4-59.3) 7.3 (42-21.3)° | 5.5(2.1-28.2)** | <0.001"
20-HETE (ng/mL) | 52.7 (2.3-332.7)° | 27.2 (6.4-368.5) | 6.1 (0.7-303.4)*¢ | < 0.001"

p —level of statistical significance between the comparison, SAP, and ACS groups. 'Kruskal—
Wallis test. Statistical significance level after Bonferroni correction for pairwise comparisons
using the Mann—Whitney U test: *%¢p =0.003; °p = 0.027. 20-HETE — 20-hydroxyeicosate-
traenoic acid; ACE2 — angiotensin-converting enzyme 2; ACS — acute coronary syndrome;
SAP — stable angina pectoris.

The distribution of genotypes and alleles of CYP4F2 rs2108622, rs1558139,
rs3093135, and rs2074902 variants across the study groups is presented in
Table 3.11. Genotype distributions in each group were consistent with the
Hardy—Weinberg equilibrium (p > 0.05). No significant differences in genoty-
pe distribution were observed between the comparison, SAP, and ACS
groups.

Table 3.11. Distribution of CYP4F2 rs2108622, rs1558139, rs3093135, and
rs2074902 genotypes and alleles among the study participants

Variable ‘ Comparison group ‘ SAP ‘ ACS ‘ p
Gene variant, n (%)
CYP4F2 rs2108622
CcC 33 (66.0) 15 (50.0) 57 (62.0) 0.69
CT 14 (28.0) 13 (43.3) 29 (31.5)
TT 3(6.0) 2(6.7) 6(6.5)
C allele 80 (80.0) 43 (71.7) 143 (77.7) -
T allele 20 (20.0) 17 (28.3) 41 (22.3)
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Table 3.11. Continued

Variable ‘ Comparison group ‘ SAP ‘ ACS ‘ p
CYP4F2 rs1558139
AA 8(16.0) 6 (20.0) 18 (19.6) 0.824
AG 30 (60.0) 14 (46.7) 50 (54.3)
GG 12 (24.0) 10 (33.3) 24 (26.1)
A allele 46 (46.0) 26 (43.3) 86 (46.7) -
G allele 54 (54.0) 34 (56.7) 98 (53.3)
CYP4F2 rs3093135
AA 34 (68.0) 16 (53.3) 55(59.8) 0.219
AT 16 (32.0) 13 (43.3) 30 (32.6)
TT 0(0.0) 1(3.3) 7(7.6)
A allele 84 (84.0) 45 (75.0) 140 (76.1) -
T allele 16 (16.0) 15 (25.0) 44 (23.9)
CYP4F2 rs2074902
CC 0(0.0) 1(3.3) 4 (4.3) 0.276
CT 16 (32.0) 12 (40.0) 22 (23.9)
TT 34 (68.0) 17 (56.7) 66 (71.7)
C allele 16 (16.0) 14 (23.3) 30 (16.3) -
T allele 84 (84.0) 46 (76.7) 154 (83.7)

ACS — acute coronary syndrome; SAP — stable angina pectoris.

Associations between ACE?2 and 20-HETE concentrations and
medication use

To evaluate the effect of RAS-modulating drugs on ACE2 and 20-HETE
concentrations, patients were stratified according to ACEI use within the SAP
and ACS groups (Table 3.12). In the ACS group, only two patients were not
receiving ACEIs; therefore, the results may not reflect the true physiological
effect of these drugs in this group. In the SAP group, ACE2 concentrations were
significantly higher in patients treated with ACEIs (8.0 (5.1-21.3) ng/mL)
compared with those not receiving these medications (5.6 (4.2-9.3) ng/mL;
p=0.001). No significant differences in 20-HETE concentrations were
observed between ACEI users and non-users within the SAP group.
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Table 3.12. Associations between ACE2 and 20-HETE concentrations and
ACEI use in SAP and ACS groups

SAP ACS
Variable median p median p
" (min—max) " (min—max)
ACE2 (ng/mL)
ACEI users 18 | 8.0(5.1-21.3) | 0.001' | 90 5.5(2.1-20.8) 0.13
Non-users of ACEIs | 12 5.6 (4.2-9.3) 2 17.6 (6.9-28.2)
20-HETE (ng/mL)
ACEI users 18 | 28.6 (7.2-368.5) | 0.31 90 6.1 (0.7-68.5) 0.81
Non-users of ACEIs | 12 | 20.9 (6.4-318.4) 2 | 152.1(0.9-303.4)

"Mann-Whitney U test. 20-HETE — 20-hydroxyeicosatetraenoic acid; ACE2 — angiotensin-
converting enzyme 2; ACEI — angiotensin-converting enzyme inhibitor; ACS — acute
coronary syndrome; SAP — stable angina pectoris.

To evaluate the associations between ACE2 and 20-HETE concentra-
tions and the use of different ACElISs, the analysis was performed in the ACS
group (Table 3.13). Perindopril was the most commonly used ACEI in the
SAP group (Table 3.8). In the ACS group, no differences in ACE2 and
20-HETE concentrations were observed between patients treated with perin-
dopril and those receiving zofenopril.

Table 3.13. Associations between ACE2 and 20-HETE concentrations and
the use of different ACEls in the ACS group

Variable ACS P
n ‘ median (min—-max)

ACE2 (ng/mL)
Perindopril users 28 5.4 (3.3-20.8) 0.793
Zofenopril users 57 5.5(2.6-14.8)
20-HETE (ng/mL)
Perindopril users 28 6.0 (0.8-68.5) 0.751
Zofenopril users 57 6.1 (0.7-29.7)

20-HETE — 20-hydroxyeicosatetraenoic acid; ACE2 — angiotensin-converting enzyme 2;
ACS — acute coronary syndrome.

179



When evaluating the associations between ARB use and ACE2 and
20-HETE concentrations (Table 3.14), ACE2 levels in the SAP group were
significantly lower in patients treated with ARBs (5.6 (4.4-9.3) ng/mL) com-
pared with non-users (7.7 (4.2-21.3) ng/mL; p = 0.021). No significant diffe-
rences in 20-HETE concentrations were observed between these groups.

Table 3.14. Associations between ACE2 and 20-HETE concentrations and
ARB use in SAP and ACS groups

SAP ACS
Variable median p median p
" (min—max) " (min—max)
ACE2 (ng/mL)
ARB users 8 5.6 (4.4-9.3) 0.021! 2 17.6 (6.9-28.2) | 0.13
Non-users of ARBs | 22 7.7 (4.2-21.3) 90 5.5(2.1-20.8)
20-HETE (ng/mL)
ARB users 8 17.0 (6.4-110.1) | 0.122 2 152.1 (0.9-303.4) | 0.81
Non-users of ARBs | 22 | 28.6 (7.2-368.5) 90 6.1 (0.7-68.5)

"Mann-Whitney U test. 20-HETE — 20-hydroxyeicosatetraenoic acid; ACE2 — angiotensin-
converting enzyme 2; ACS — acute coronary syndrome; ARB — angiotensin II receptor
blocker; SAP — stable angina pectoris.

In the ACS group, ACE2 concentrations did not differ between patients
treated with ticagrelor and those not receiving this medication (Table 3.15).
However, 20-HETE levels were significantly higher in ticagrelor users (6.7
(0.7-29.7) vs. 1.3 (0.7-303.4) ng/mL; p = 0.011). Patients in the SAP group
were not treated with ticagrelor.

Table 3.15. Associations between ACE2 and 20-HETE concentrations and
ticagrelor use in the ACS group

Variable ACS p
n ‘ median (min—-max)

ACE2 (ng/mL)
Ticagrelor users 59 5.3 (2.6-13.8) 0.119
Non-users of ticagrelor 33 6.9 (2.1-28.2)
20-HETE (ng/mL)
Ticagrelor users 59 6.7 (0.7-29.7) 0.011!
Non-users of ticagrelor 33 1.3 (0.7-303.4)

"Mann-Whitney U test. 20-HETE — 20-hydroxyeicosatetraenoic acid; ACE2 — angiotensin-
converting enzyme 2; ACS — acute coronary syndrome.
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When evaluating the associations between clopidogrel use and ACE2 and
20-HETE concentrations in the SAP and ACS groups (Table 3.16), no signi-
ficant differences in ACE2 levels were observed in either the SAP or ACS
groups (p = 0.227 and p = 0.577, respectively). In the SAP group, 20-HETE
concentrations were significantly lower in patients treated with clopidogrel
(22.5 (7.2-226.9) ng/mL) compared with non-users (73.1 (6.4-368.5) ng/mL;
p = 0.024). This difference was even more pronounced in the ACS group,
where clopidogrel users had significantly lower 20-HETE levels (1.0 (0.7—
11.7) ng/mL) compared with non-users (6.9 (0.7-303.4) ng/mL; p < 0.001).

Table 3.16. Associations between ACE2 and 20-HETE concentrations and
clopidogrel use in SAP and ACS groups

SAP ACS
Variable median p median p
" (min—max) " (min—max)
ACE2 (ng/mL)
Clopidogrel users 13 | 8.3(4.4-14.6) | 0.227 | 28 | 6.2(2.1-28.2) | 0.577
Non-users of clopidogrel | 16 | 7.2 (4.2-21.3) 64 | 5.4 (2.6-20.8)
20-HETE (ng/mL)
Clopidogrel users 13 |22.5(7.2-226.9)| 0.024! | 28 | 1.0 (0.7-11.7) |<0.001!
Non-users of clopidogrel | 16 [73.1 (6.4-368.5) 64 |6.9(0.7-303.4)

"Mann-Whitney U test. 20-HETE — 20-hydroxyeicosatetraenoic acid; ACE2 — angiotensin-
converting enzyme 2; ACS — acute coronary syndrome; SAP — stable angina pectoris.

Influence of genetic factors on ACE2 and 20-HETE concentrations

The influence of genetic factors on ACE2 and 20-HETE concentrations
according to CYP4F?2 gene variants is presented in Tables 3.17 and 3.18. No
significant effect of genetic factors on ACE2 levels was observed in any of
the study groups. However, 20-HETE concentrations differed significantly
depending on the CYP4F2 rs1558139 variant in the SAP group (p = 0.027;
Table 3.18). The highest 20-HETE levels were observed in patients with the
GG genotype (96.9 (22.5-368.5) ng/mL), compared with those carrying the
AG genotype (20.0 (6.4-226.9) ng/mL; p = 0.009). No significant differences
were found in the comparison or ACS groups.
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After evaluating genetic models of all four CYP4F2 variants in the
individual study groups (comparison, SAP, and ACS), no statistically signifi-
cant differences in ACE2 concentrations were observed (Table 3.19). The
closest to statistical significance was the rs1558139 recessive model in the
ACS group; however, the difference did not reach significance — 4.8 (2.8—
7.4) ng/mL compared with 6.1 (2.1-28.2) ng/mL in carriers of the AG and
GG genotypes (p = 0.053).

When evaluating 20-HETE concentrations, significant differences were
observed only for the rs1558139 variant in the SAP group (Table 3.20). In the
dominant model, individuals with the GG genotype had higher 20-HETE
levels (96.9 (22.5-368.5) ng/mL) compared with carriers of the AA and AG
genotypes (20.0 (6.4-318.4) ng/mL; p = 0.011). In the overdominant model,
individuals with the AG genotype exhibited lower 20-HETE concentrations
(20.0 (6.4-226.9) ng/mL) than those with the AA and GG genotypes (71.3
(7.2-368.5) ng/mL; p = 0.023). No significant effect of CYP4F2 genetic
models on 20-HETE concentrations was observed in the comparison or ACS
groups.
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Associations of ACE2 and 20-HETE concentrations with clinical
and laboratory parameters

ACE2 concentration was significantly associated with hemoglobin levels,
showing a weak positive correlation (rs = 0.283; p = 0.003) (Table 3.21).
A statistically significant association was also observed between ACE2 con-
centration and platelet aggregation induced by ADP (rs = 0.193; p = 0.033).
Other analyzed parameters — age, creatinine concentration, AST activity, and
platelet aggregation induced by epinephrine — were not significantly asso-
ciated with ACE2 levels (p > 0.05). A moderate, statistically significant nega-
tive correlation was found between 20-HETE and creatinine concentrations
(rs = —0.365; p < 0.001), indicating that higher creatinine levels were asso-
ciated with lower 20-HETE concentrations. In addition, a significant positive
association was observed between 20-HETE and ADP-induced platelet
aggregation (rs = 0.326; p <0.001), as well as a borderline significant positive
association with epinephrine-induced platelet aggregation (rs = 0.178; p =
0.05). Other examined variables, including age, hemoglobin concentration,
and AST activity, were not significantly associated with 20-HETE levels (p >
0.05). No significant correlation was observed between ACE2 and 20-HETE
concentrations (rs = 0.047; p = 0.605).

Table 3.21. Associations between ACE2 and 20-HETE concentrations and
the analyzed parameters

ACE2 (ng/mL) 20-HETE (ng/mL)
Variable
Is )/ rs 4

20-HETE (ng/mL) 0.047 0.605 1.000 -
Age, years 0.008 0.931 —0.072 0.431
Hemoglobin (g/L) 0.283 0.003 0.161 0.094
Creatinine (umol/L) —0.018 0.851 -0.365 | <0.001
AST (U/L) —0.105 0.396 —0.158 0.203
Platelet aggregation induced by ADP (%%¢) | 0.193 0.033 0.326 <0.001
Pla/‘ielet aggregation induced by epinephrine | 0.053 0.562 0.178 0.05
)

20-HETE — 20-hydroxyeicosatetraenoic acid; ACE2 — angiotensin-converting enzyme 2;
ADP — adenosine diphosphate; AST — aspartate aminotransferase; rs — Spearman’s rank
correlation coefficient; %*& — percentage platelet aggregation.
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Univariate and multivariable logistic regression for
the prediction of ACS

Clinical, laboratory, and functional parameters with potential relevance
to the pathophysiology of ACS were included in the univariate logistic
regression model, including age, hemoglobin concentration, creatinine levels,
AST activity, platelet aggregation, and circulating biomarker concentrations
(ACE2 and 20-HETE) (Table 3.22).

Higher creatinine levels were associated with an increased likelihood of
ACS (OR = 1.05; p = 0.001). In contrast, higher hemoglobin levels (OR =
0.94; p =0.003), platelet aggregation induced by ADP (OR =0.92; p <0.001)
and epinephrine (OR = 0.96; p < 0.001), as well as higher concentrations of
ACE2 (OR = 0.85; p = 0.001) and 20-HETE (OR = 0.95; p < 0.001), were
associated with a lower likelihood of ACS.

Table 3.22. Influence of biomarkers on the occurrence of ACS in the study
cohort based on univariate logistic regression analysis

Variable OR 95% CI P
Age 0.99 0.96-1.02 0.584
Hemoglobin 0.94 0.91-0.98 0.003
Creatinine 1.05 1.02-1.09 0.001
AST 1.05 1.00-1.10 0.056
Platelet aggregation induced by ADP 0.92 0.90-0.95 <0.001
Platelet aggregation induced by epinephrine 0.96 0.94-0.98 <0.001
ACE2 0.85 0.77-0.94 0.001
20-HETE 0.95 0.93-0.97 <0.001

20-HETE — 20-hydroxyeicosatetraenoic acid; ACE2 — angiotensin-converting enzyme 2;
ADP — adenosine diphosphate; AST — aspartate aminotransferase; OR — odds ratio; CI —
confidence interval.

After performing multivariable logistic regression analysis, the associa-
tion between biomarkers and the occurrence of ACS was evaluated (Table
3.23). It was found that both 20-HETE and ACE2 concentrations were inde-
pendently associated with ACS. Higher 20-HETE levels were associated with
a lower likelihood of ACS (OR = 0.953; p < 0.001), while ACE2 concentra-
tion was also significantly associated with a reduced likelihood of ACS (OR =
0.884; p = 0.022).
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Table 3.23. Influence of biomarkers on the occurrence of ACS in the study
cohort based on multivariable logistic regression analysis

Variable OR 95% CI P
20-HETE 0.953 0.934-0.972 <0.001
ACE2 0.884 0.796-0.982 0.022

20-HETE — 20-hydroxyeicosatetraenoic acid; ACE2 — angiotensin-converting enzyme 2;
CI - confidence interval; OR — odds ratio.

ROC curve analysis (Table 3.24) showed that adding ACE2 to the diag-
nostic model together with 20-HETE did not significantly improve its
diagnostic performance, as the discriminative ability (AUC) of the combined
model was similar to that of the model based on 20-HETE alone. Circulating
20-HETE levels reliably discriminated ACS from SAP (AUC = 0.91)
(Fig. 3.1 A). The optimal cut-off value, determined using the Youden index,
was < 11.34 ng/mL, with a sensitivity of 86.9% and a specificity of 83.3%.
When comparing ACS with healthy individuals, the AUC was 0.93
(Fig. 3.1 B), and when compared with all non-ACS cases, the AUC was 0.92
(Fig. 3.1 C).

Table 3.24. Diagnostic performance of 20-HETE alone and in combination
with ACE?2

Group comparison AUC| 95% CI | Cut-off value Sens01t1v1ty Sp ecolﬁc1ty

(%) (%)

20-HETE + ACE2 model

ACS vs. SAP 0.87 | 0.79-0.94 - 84.8 80.0

ACS vs. comparison group | 0.93 | 0.88-0.97 - 90.2 88.9

ACS vs. SAP + comparison | 0.91 | 0.86-0.96 - 89.1 82.7

group

20-HETE model

ACS vs. SAP 0.91 | 0.84-0.97 | <11.34 ng/mL 86.9 83.3

ACS vs. comparison group | 0.93 | 0.88-0.97 | <13.55 ng/mL 90.2 88.9

ACS vs. SAP + comparison | 0.92 | 0.87-0.96 | <13.55 ng/mL 90.2 84.5

group

20-HETE — 20-hydroxyeicosatetraenoic acid; ACE2 — angiotensin-converting enzyme 2;
ACS - acute coronary syndrome; AUC — area under the curve; CI — confidence interval;
SAP — stable angina pectoris.
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Fig. 3.1. ROC curves evaluating the prognostic value
of 20-HETE concentration for ACS occurrence
A — differentiation of ACS from SAP (AUC = 0.91); B — differentiation of ACS from the

comparison group (AUC = 0.925); C — differentiation of ACS from SAP and comparison
groups (AUC = 0.92).

A schematic model, based on the key findings of the present study,
illustrating the interplay between ACE2/RAS imbalance, ED, CYP4F2-
20-HETE signaling, and vascular instability leading to ACS, is presented in
Fig. 3.2.
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Fig. 3.2. Proposed model of ACE2—RAS—eicosanoid axis
dysregulation in acute coronary syndromes

CONCLUSIONS

The impact of anticoagulants and antiplatelet agents on CYP4F2 expres-
sion in endothelial cells is concentration-dependent. Both rivaroxaban
and ticagrelor significantly suppress CYP4F2 expression in HUVECs.
However, CYP4F2 protein levels decrease significantly only following
treatment with ticagrelor, whereas rivaroxaban has no significant effect
on protein concentration.

Captopril, losartan, and MLN-4760 exert differential effects on HUVEC,
RPTEC/TERT1, and HepG2 cell cultures, with outcomes being cell-type
specific. In HUVECs and RPTEC/TERTT cells, captopril and losartan
reduce the expression of RAS components and adhesion molecule genes,
which correlates with favorable functional and metabolic changes. In
HUVECGC:s, captopril reduces 20-HETE activity, while losartan inhibits
CYP4F?2 expression. The effect of MLN-4760 is associated with the
inhibition of the alternative RAS axis, increased 20-HETE activity, and
upregulation of GPR75. In HepG2 cells, alterations in the RAS and the
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CYP4F2-20-HETE metabolic axis are less pronounced, highlighting
their dependence on the cellular phenotype.

LFUS, applied in combination with captopril and losartan, modulates the
functional response of HUVEC and RPTEC/TERT]1 cells and potentiates
the biological effects of these drugs. In HUVECs, LFUS enhances RAS
inhibitor-induced cell migration and NO production, indicating a
beneficial effect on endothelial function. Furthermore, LFUS alters the
expression of genes involved in inflammation and eicosanoid metabo-
lism, including CYP4F2, confirming the involvement of the CYP4F2—
20-HETE axis in the cellular response. In RPTEC/TERT]1 cells, the
effects of LFUS vary depending on the specific RAS inhibitor used,
modulating parameters of cell migration and oxidative response.

The influence of hydroxyeicosatetraenoic acids on cellular function is
compound- and cell-type specific. 20-HETE reduces the metabolic
activity of HUVEC, RPTEC/TERT1, and HepG2 cells, whereas 19(R)-
HETE increases metabolic activity in HepG2 cells. 20-HETE upregu-
lates GPR75 receptor expression across all tested cell cultures, particu-
larly in the HUVEC model, confirming the significance of the CYP4F2—
20-HETE—GPR?7S5 axis in the regulation of cellular function.

In patients with SAP treated with RAS inhibitors, higher ACE2
concentrations are associated with ACE inhibitor use, while ARB use is
linked to lower ACE2 levels. No significant differences in ACE2 or 20-
HETE concentrations are observed between different ACE inhibitors.
Ticagrelor use is associated with higher 20-HETE levels in the ACS
group, whereas clopidogrel use correlates with lower 20-HETE levels in
both SAP and ACS groups. The CYP4F2 rs1558139 variant is signifi-
cantly associated with 20-HETE concentration in the SAP group: under
the dominant model, patients with the GG genotype exhibit higher 20-
HETE levels compared to AG and AA genotypes. Higher ADP-induced
platelet aggregation correlates with elevated ACE2 and 20-HETE con-
centrations.

ACE2 and 20-HETE concentrations differ significantly across clinical
IHD groups, with the lowest values observed in ACS patients compared
to the SAP and comparison groups. Although both ACE2 and 20-HETE
levels are independently associated with the probability of ACS, ROC
analysis demonstrates that 20-HETE possesses superior diagnostic value.
The inclusion of ACE2 into the model does not significantly improve its
discriminative power. These findings suggest that 20-HETE is a pro-
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mising biomarker for differentiating clinical forms of IHD and assessing
disease progression.

PRACTICAL RECOMMENDATIONS

The determination of circulating ACE2 and 20-HETE concentrations
may be useful in differentiating between stable and acute forms of ischemic

heart disease, as significantly lower concentrations of these biomarkers are
observed in patients with ACS.

ACE2 and 2o-HerEﬂ

Assessment of circulating
ACE2 and 20-HETE
concentrations

AUC=091 .~~

4 ACE2 and 20-HETE
concentrations in ACS
patients

_-"  Cutoff=11,34 ng/mL
Sensitivity 86.9%
Specificity 83.3%

J

Risk of ACS

Endothelial / T \ Platelet
dysfunction activation
Atherosclerosis
progression

Practical recommendations fig. Relevance of ACE?2 and 20-HETE
in the assessment of ACS
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konferencija ,,Fundamentiniai mokslai — kardiologijai®“. 2022-02-23,
Kaunas, Lietuva.
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Pateikta patentiné paraiska

Lietuvos Respublikos patenty biurui pateikta patentiné paraiska ,,Ultragarsi-
nio lasteliy kultiiry stebéjimo sistema ir biidas*. Patento autoriai: Vytautas
Ostasevicius (KTU), Vytautas Jurénas (KTU), Algimantas Bubulis (KTU),
Joris Vézys (KTU), Vytenis Tamakauskas (LSMU), Vacis Tatartinas (LSMU)),
Teva Ciapiené¢ (LSMU). Paraiskos Nr. LT2024 545.
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PRIEDAI

1 priedas

Biomedicininiy tyrimy etikos komiteto leidimas atlikti tyrima

k]
&

KAUNO REGIONINIS BIOMEDICININIU TYRIMU ETIKOS KOMITETAS

Lietuvos sveikatos moksly universitetas, A. Mickevi€iaus g. 9. LT 44307 Kaunas. tel. +370 37 32 72 29: el. paStas: kaunorbtek(@lsmuni.lt

PRITARIMAS
BIOMEDICININIO TYRIMO PAPILDYMUI/PRATESIMUI

2023-03-15 Nr. P1-BE-2-19/2019

Dokumentas pasira3ytas el. parasu:  GINTAUTAS GUMBREVICIUS
Pasirasiusios Salys: Data; 2023-03-15 20:22:44 GMT+2

Biomedicininio tyrimo pavadinimas: ,Ligoniy, vartojan¢iy naujos kartos antikoaguliantus,
kraujavimo rizikos nustatymas atlickant trombocity agregacijos bei geny polimorfizmo tyrimus*

Pagrindinis tyréjas: | dr. Nora Kupstyté-Kristaponé
Biomedicininio Lietuvos sveikatos moksly universiteto ligoniné
tyrimo vieta: Kauno klinikos Kardiologijos klinika

Adresas: Eiveniy g. 2, LT-50161 Kaunas

Perziiiréti $ie [V] su minétu tyrimu susij¢ dokumentai:

[\] Biomedicininio tyrimo ,,Ligoniy, vartojangiy naujos kartos antikoaguliantus, kraujavimo rizikos nustatymas atliekant
trombocity agregacijos bei geny polimorfizmo tyrimus® pagrindinio tyréjo pradymas dél leidimo papildyti biomedicininj
tyrimg;

[\] Paraiska biomedicininiam tyrimui ,,Ligoniy, vartojan&iy naujos kartos antikoaguliantus, kraujavimo rizikos nustatymas
atliekant trombocity agregacijos bei geny polimorfizmo tyrimus®;

[] Biomedicininio tyrimo ,.Ligoniy, vartojanéiy naujos kartos antikoaguliantus, kraujavimo rizikos nustatymas atlickant
trombocity agregacijos bei geny polimorfizmo tyrimus* protokolas (nr. Xarelto2018, versija: Nr. 2, data: 2022-12-08);

[V] Biomedicininio tyrimo ,,Ligoniy, vartojan&iy naujos kartos antikoaguliantus, kraujavimo rizikos nustatymas atliekant
trombocity agregacijos bei geny polimorfizmo tyrimus* protokolo (nr. Xarelto2018, versija: Nr. 2, data: 2022-12-08)
santrauka;

[\] Biomedicininio tyrimo ,Ligoniy, vartojan&iy naujos kartos antikoaguliantus, kraujavimo tizikos nustatymas atlickant
trombocity agregacijos bei geny polimorfizmo tyrimus® informuotas asmens sutikimas (pagrindiniam tyrimui) (versijos nr:
2a, data: 2022-12-08);

[\] Biomedicininio tyrimo ,,Ligoniy, vartojan&iy naujos kartos antikoaguliantus, kraujavimo rizikos nustatymas atliekant
trombocity agregacijos bei geny polimorfizmo tyrimus® informuotas asmens sutikimas (genetiniam tyrimui) (versijos nr.:
2b, data: 2022-12-08);

[V] Biomedicininio tyrimo ,,Ligoniy, vartojanéiy naujos kartos antikoaguliantus, kraujavimo rizikos nustatymas atliekant
trombocity agregacijos bei geny polimorfizmo tyrimus™ etinio vertinimo anketa;

[¥] V. Tamakausko gyvenimo aprasymas.
[‘I] Nutarta: Pritarti biomedicininio tyril

Kauno regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto nariai
Nr. Vardas, pavardé Veiklos sritis
L Doc. dr. Gintautas Gumbrevicius Klinikin¢ farmakologija
2. Prof. dr. K¢stutis Petrikonis Ncurologija
3. Dr. Saulius Raugelé Chirurgija
4. Dr. Lina Jankauskaite Pediatrija
5. Prof. dr. Dzilda Veligkiené Endokrinologija
6. Doc. dr. Eimantas Peicius Visuomenés sveikata
4 Ausra Degutyte Visuomengs sveikata
8. Dr. Zydriiné Luncckaité Visuomenés sveikata
9. Viktorija Buginskaité Teisé

Kauno regioninis biomedicininiy tyrimy etikos komitetas dirba vadovaudamasis ctikos principais nustatytais biomedicininiy
tyrimy Etikos jstatyme, Helsinkio deklaracijoje, vaisty tyrinéjimo Geros klinikinés praktikos taisyklémis.

Pirmininkas doc. dr. Gintautas Gumbrevicius
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2 priedas

CYP4F2 baltymo koncentracija HUVEC lastelése,
paveiktose 0,1-10 pM rivaroksabano koncentracijomis

. . CYP4F2 koncentracija (ng/ml)
Lasteliu méginiai - ; — . p*
mediana min.—maks. reik§mé

Kontrolé — 0 uM rivaroksabanas 61,0 17,0-104,0 -
0,1 pM rivaroksabanas 14,0 7,0-22,0 0,191
0,2 uM rivaroksabanas 14,0 9,0-35,0 0,191
0,5 uM rivaroksabanas 13,0 8,0-54,0 0,267
1 uM rivaroksabanas 14,0 8,043,0 0,191
2 uM rivaroksabanas 14,0 7,0-40,0 0,191
5 uM rivaroksabanas 13,0 3,0-59,0 0,267
10 uM rivaroksabanas 13,0 5,0-46,0 0,191

*p reikSmeé palyginti su kontroline grupe (lIastelés inkubuotos auginimo terpéje be rivaroksa-
bano), atlikus # = 6 nepriklausomus eksperimentus.
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Address: Lithuanian University of Health Sciences, Institute of
Cardiology, Laboratory of Molecular Cardiology,
Sukileliy 15, LT-50103 Kaunas, Lithuania
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Lithuanian University of Health Sciences,
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Master’s Thesis Consultant. Pharmacy, Lithuanian University of Health Sciences, work
defended in 2026 (title: “Human endogenous retrovirus in cell cultures™).

Master’s Thesis Consultant. Pharmacy, Lithuanian University of Health Sciences, work
defended in 2026 (title: “The effects of angiotensin-converting enzyme inhibitors on cell
cultures™).

Master’s Thesis Consultant. Pharmacy, Lithuanian University of Health Sciences, work
defended in May 2025 (title: “The effect of statins on endothelial cells and the expression of
human endogenous retroviruses and cyclooxygenase genes”).

Supervisor of Practice of professional activity (Medical and veterinary genetics, Lithuanian
University of Health Sciences), September-October 2023.
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PADEKA

Nuosirdziai dékoju savo mokslinio darbo vadovui prof. dr. Vaciui Tata-
riinui uz pasitikéjima, begalg¢ moksliniy idéjy, vertingas jzvalgas ir kryptinga
vadovavimg viso doktoranttiros laikotarpio metu. Esu dékinga uz nuolatinj
skatinimg judéti pirmyn, tobuléti, uz atvertas bendradarbiavimo galimybes,
konstruktyvias pastabas ir visokeriopg riipestj.

Dékoju darbo konsultantei prof. dr. Agnei Giedraitienei uz visapusiska
pagalba rengiant §] mokslinj darba, vertingus patarimus, $ilta bendravimg ir
palaikyma. Jisy démesys ir profesionalumas buvo labai svarbiis Siame kelyje.

Esu dékinga Molekulinés kardiologijos laboratorijos vadovei prof. habil.
dr. Vaivai Lesauskaitei uz jkvepiancia akademing lyderystg, suteiktas galimy-
bes igyvendinti mokslines id¢jas, padrasinimus ir palankig terpe akademi-
niam augimui.

Dékoju visam Molekulinés kardiologijos laboratorijos kolektyvui uz
pagalba atliekant eksperimentinius tyrimus, dalijimasi Ziniomis ir kasdienj
bendradarbiavima, kuris buvo svarbus viso darbo metu.

Dékoju Kauno technologijos universiteto mokslininkui dr. Joriui Véziui
kartu su kolegomis uz sukonstruota zemo daznio ultragarso irenginj bei
bendradarbiavima parenkant tinkamiausias eksperimentines salygas tyri-
mams su lgsteliy kulttiromis. Jusy indélis buvo reikSminga Sio darbo dalis.

Nuosirdi padéka Kauno kliniky Sirdies centro gydytojams kardiologams
uz pagalba renkant kliniking medziaga, bendradarbiavimg ir vertingas disku-
sijas, prisidéjusias prie Sio darbo jgyvendinimo.

Dékoju LSMU Mokslo fondui ir Atvirajam fondui uz skirtg finansavima,
sudariusj galimybes vykdyti tyrimus bei pristatyti rezultatus tarptautinése
mokslinése konferencijose.

Dékoju savo Seimai uz supratima, nuolatinj palaikyma ir tikéjima mani-
mi viso Sio kelio metu. Jusy parama buvo tvirtas pagrindas siekiant uzsibrézty
tiksly.

Ypatinga padéka skiriu savo vyrui Aivarui uz meile, kantrybe, padrasi-
nima ir nuolatinj buvima Salia. Be Taves S$is kelias biity buves gerokai sun-
kesnis.
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