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Santrauka 

Širdies ir kraujagyslių ligos (ŠKL) siejamos su ateroskleroze, kuri išsivysto dėl uždegiminių 

procesų kraujagyslėse bei endotelio funkcijos praradimo (disfunkcijos). Naujausių tyrimų 

duomenimis, antikoaguliantas rivaroksabanas ir širdies nepakankamumo gydymui skiriamas dviejų 

komponentų sakubitrilo / valsartano derinys greta savo tiesioginių indikacijų pasižymi ir endotelio 

funkciją gerinančiu poveikiu. Nėra aiškus šių vaistų veikimo mechanizmas. Remiantis ankstesniais 

Molekulinės kardiologijos laboratorijoje gautais tyrimų rezultatais, padaryta prielaida, jog fermento 

CYP4F2 aktyvumas gali būti susijęs su minėtų vaistų efektyvumu. Šio bandomojo tyrimo tikslas 

buvo ištirti rivaroksabano ir sakubitrilo metabolizmą, vertinant HUVEC ir HepG2 ląstelių 

metabolitus paveikus skirtingomis šių vaistų koncentracijomis bei įvertinti sakubitrilo / valsartano ir 

CYP4F2 inhibitoriaus poveikį fermento CYP4F2 aktyvumui endotelio ląstelių kultūrose. Tyrimui 

naudotos žmogaus virkštelės venos endotelio ląstelės (HUVEC) buvo kultivuojamos šešių šulinėlių 

plokštelėse. Ląstelės buvo paveiktos septyniomis skirtingomis rivaroksabano (0,1 µM, 0,2 µM, 

0,5 µM, 1 µM, 2 µM, 5 µM, 10 µM) ir sakubitrilo / valsartano (0,05 µM, 0,1 µM, 0,25 µM, 0,5 µM, 

1 µM, 2,5 µM, 5 µM) koncentracijomis. Rivaroksabano tirpalas paruoštas tirpinant vaistą jaučio 

serumo albumine. Sakubitrilo / valsartano tirpalai buvo paruošti ištirpinus vaistą vandeniniame 

0,9 proc. NaCl tirpale. Sakubitrilo metabolitų nustatymas buvo atliktas HUVEC ląstelių lizatuose. 

Lizatai buvo gauti apdorojant ląsteles lizės buferiu. Ląstelių transfekcija buvo atlikta ląsteles 

paveikiant miRNR-liposomų kompleksu (1:1). Praėjus 24 valandoms, buvo paveikiama vaistu. 

Transfekcija hsa-miR-24-3p imitatoriumi buvo atlikta siekiant slopinti CYP4F2 geno, koduojančio 

CYP4F2 fermentą, raišką ir įvertinti šio fermento poveikį sakubitrilo metabolizmui. Metabolitai 

surinktose ląstelių terpėse buvo nustatyti naudojant skysčių chromatografijos-kvadrupolio 

praskriejimo laiko masių spektrometrijos (UPLC-QTOF-MS) metodą. Kiekybinis susidariusių 

junginių, esančių ląstelių terpėse ir HUVEC ląstelių lizatuose, įvertinimas buvo atliktas naudojant 

ultraefektyviosios skysčių chromatografijos-trigubo kvadrupolio masių spektrometrijos (UPLC-

TQD-MS) metodą. Tyrimo metu buvo identifikuoti rivaroksabano M-1, M-2, M-5, M-8, M-10, M 

11, M-18 metabolitai ir sakubitrilo / valsartano M1 metabolitas HUVEC ląstelėse paveiktose 

skirtingomis vaistų koncentracijomis. Nustatytas naujas junginys (Z)-dokos-13-enamidas, kurio 

koncentracija kito priklausomai nuo rivaroksabano koncentracijos. Gauti duomenys parodė, kad 

sakubitrilas nėra pilnai metabolizuojamas į aktyvųjį metabolitą (sakubitrilatą) M1, kai HUVEC 

ląstelės yra veikiamos didesne negu 0,1 µM vaisto koncentracija. CYP4F2 fermento koncentracija 

padidėjo 2,6 karto, HUVEC ląsteles paveikus 5 µM sakubitrilo / valsartano koncentracija, o 

CYP4F2 baltymo koncentracija HepG2 ląstelėse mažėjo didėjant vaisto koncentracijai. Hsa-miR-

24-3p imitatorius slopino sakubitrilo biotransformaciją į aktyvųjį metabolitą M1 HUVEC ląstelėse.  
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Summary 

Cardiovascular disease (CVD) is associated with atherosclerosis, which develops due to 

inflammatory processes in the blood vessels and loss of endothelial function (dysfunction). Recent 

studies have shown that anticoagulant rivaroxaban and two-component combination of sacubitril / 

valsartan used for the treatment of heart failure may also have an endothelial-affecting activity in 

addition to their direct indications. The mechanism of action of these drugs is still not clear. Based 

on previous research carried out in the Laboratory of Molecular Cardiology, it has been suggested 

that the activity of CYP4F2 enzyme may be related to the efficacy of these drugs. The aim of this 

pilot study was to investigate the metabolism of rivaroxaban and sacubitril by evaluating the 

metabolites in HUVEC and HepG2 cells treated with different concentrations of drugs and to 

evaluate the effect of sacubitril / valsartan and inhibitor of CYP4F2 on the activity of CYP4F2 

enzyme in endothelial cell cultures. The human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) used in 

this study were cultivated in a six-well plate. Cells were treated with seven different concentrations 

of rivaroxaban (0,1 µM, 0,2 µM, 0,5 µM, 1 µM, 2 µM, 5 µM, 10 µM) and sacubitril / valsartan 

(0,05 µM, 0,1 µM, 0,25 µM, 0,5 µM, 1 µM, 2,5 µM, 5 µM). Rivaroxaban solution was prepared by 

dissolving the drug in bovine serum albumin. Sacubitril / valsartan solutions were obtained by 

dissolving the drug in aqueous 0.9 % NaCl solution. Screening for sacubitril metabolites was 

performed in HUVEC cell lysates. Lysates were obtained by treating cells with lysis buffer. Cell 

transfection was performed by treating the cells with a miRNA-liposome complex (1:1). Cells were 

treated with the drug after 24 hours. Transfection with hsa-miR-24-3p mimic was performed to 

suppress the expression of CYP4F2 gene encoding the CYP4F2 enzyme and to evaluate the effect 

of this enzyme on sacubitril metabolism. Metabolites in the collected cell media were identified 

using liquid chromatography-quadrupole time-of-flight mass spectrometry (UPLC-QTOF-MS) 

method. Quantification of the formed compounds of in cell media and HUVEC cell lysates was 

performed by ultra-efficient liquid chromatography-triple quadrupole mass spectrometry (UPLC-

TQD-MS) technique. Metabolites M-1, M-2, M-5, M-8, M-10, M 11, M-18 of rivaroxaban and the 

M1 metabolite of sacubitril / valsartan have been identified in HUVEC cells exposed to different 

drugs concentrations. A new compound (Z)-doco-13-enamide was identified, which concentration 

varied with the concentration of rivaroxaban. The obtained data showed that sacubitril is not 

completely metabolized to the active metabolite M1 (sacubitrilat) when HUVECs are exposed to 

concentrations greater than 0.1 μM. CYP4F2 enzyme concentrations increase 2.6-fold with 5 µM 

sacubitril / valsartan treatment in HUVECs, and CYP4F2 protein concentration decreased in HepG2 

cells with increasing drug concentrations. The hsa-miR-24-3p mimic inhibited the 

biotransformation of sacubitril to the active metabolite M1 in HUVECs. 
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Santrumpų sąrašas 

[M+H]+ – protonizuotas molekulinis jonas; 

20-HETE – 20-hidroksieikozatetraenoinė rūgštis; 

5‘-UTR – 5‘ netransliuojamas regionas (angl. 5’ untranslated region); 

8-MOP – 8-metoksipsoralenas; 

AKF – angiotenziną konvertuojantis fermentas; 

AngII – angiotenzinas II; 

ANP - prieširdžių natriuretiniai peptidai; 

ARB – angiotenzino receptorių blokatoriai; 

ARNI – angiotenzino receptorių-neprilizino inhibitoriai; 

AT1 – angiotenzino II 1 tipo receptoriai; 

AT2 – angiotenzino II 2 tipo receptoriai; 

ATR-FTIR – susilpninta bendrojo pobūdžio Furjė transformacijos infraraudonųjų spindulių 

spektroskopija; 

BMR – branduolių magnetinis rezonansas; 

BNP – smegenų (arba B tipo) natriuretiniai peptidai; 

bp – bazių poros; 

CES – karboksilesterazės; 

cGMP – ciklinis guanozino monofosfatas; 

CYP – citochromai P450; 

CNP – C tipo natriuretiniai peptidai; 

DMEM – Dulbeko modifikuota Iglio terpė (angl. Dulbecco's Modified Eagle Medium); 

DMSO – dimetilsulfoksidas; 

DNR – deoksiribonukleorūgštis; 

EDTA – etilendiamintetraacto rūgštis; 

ELISA – imunofermentinės analizės tyrimo metodas (angl. enzyme-linked immunosorbent assay); 

ET-1 – endotelinas-1; 
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FBS – veršiuko embriono serumas (angl. fetal bovine serum); 

FII – II krešėjimo faktorius; 

FIIa – aktyvuotas II krešėjimo faktorius; 

FVa – aktyvuotas V krešėjimo faktorius; 

FXa – aktyvuotas X krešėjimo faktorius; 

GC – dujų chromatografija (angl. gas chromatography); 

HepG2 – žmogaus hepatoblastomos ląstelių kultūra; 

HEXXH – histidinas-glutamo rūgšts-x-x-glutamo rūgštis aminorūgščių seka; 

HUVEC – žmogaus virkštelės venos endotelio ląstelių kultūra (angl. human umbilical vein 

endothelial cells); 

IL-6 – interleukinas 6; 

IR – infraraudonieji spinduliai; 

IUPAC – Tarptautinė bendrosios ir taikomosios chemijos sąjunga (angl. International Union of 

Pure and Applied Chemistry); 

LC-QTOF-MS – skysčių chromatografijos-kvadrupolio praskriejimo laiko masių spektrometrija 

(angl. liquid chromatography and time-of-flight mass spectrometry); 

MAS1R – Mas1 receptorius; 

miRNP – mikroribonukleoproteinas; 

miRNR (miR) – mikroribonukleorūgštis; 

MRM – daugialypių reakcijų stebėjimo režimas (angl. Multiple reaction monitoring); 

NEP – neprilizinas, neutrali endopeptidazė; 

NO – azoto monoksidas; 

NP – natriuretiniai peptidai; 

PBS – fosfatinis buferinis druskos tirpalas (angl. phosphate buffered saline); 

PGR – polimerazės grandininė reakcija (angl. polymerase chain reaction, PCR); 

PK – pokytis kartais; 

RAAS – renino-angiotenzino-aldosterono sistema; 
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RNR – ribonukleorūgštis; 

ROS – reaktyvios deguonies formos (angl. reactive oxygen species); 

ŠKL – širdies ir kraujagyslių sistemos ligos; 

ŠN – širdies nepakankamumas; 

TBE – Tris / borato / EDTA buferinis tirpalas; 

UPLC-TQD-MS – ultraefektyviosios skysčių chromatografijos – trigubo kvadrupolio masių 

spektrometrija (angl. ultra performance liquid chromatography – triple quadrupole mass 

spectrometry); 

UV – ultravioletiniai spinduliai; 

UV-RŠ – ultravioletinių spindulių – regimosios šviesos spektroskopija; 

VEGF – kraujagyslių endotelio augimo faktorius (angl. Vascular endothelial growth factor); 

VEGFR-1 – kraujagyslių endotelio augimo faktorių 1 tipo receptoriai (angl. Vascular endothelial 

growth factor receptor 1); 

VKL – vainikinių kraujagyslių liga; 

VTE – venų tromboembolija. 
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Įvadas 

Širdies ir kraujagyslių sistemos ligos (ŠKL) yra pagrindinė sergamumo bei mirtingumo priežastis 

pasaulyje [1]. ŠKL priskiriamos tokios ligos kaip vainikinių kraujagyslių liga, miokardo infarktas, 

giliųjų venų trombozė, plaučių embolija ir reumatinė širdies liga [2]. Dažnai šioms ligoms gydyti 

yra skiriami antihipertenziniai vaistai [3] ir antikoaguliantai [4]. Šiuo metu skiriami ir vaistai, kurie 

koreguoja metabolizmą. Vienas iš tokių vaistų yra sakubitrilas / valsartanas, kuris yra priskiriamas 

naujai angiotenzino receptorių-neprilizino inhibitorių (ARNI) klasei ir yra skiriamas gydyti širdies 

nepakankamumą (ŠN) [5]. Remiantis naujausiais tyrimais nustatyta, kad ARNI gali pasižymėti ir 

priešuždegiminėmis, oksidacinį stresą slopinančiomis savybėmis [6], todėl gali pagerinti endotelio 

funkciją [7], mažina kraujospūdį [8], hipertrofiją ir fibrozę [9] bei sumažina žmonių mirtingumą 

[10]. Naujausių mokslinių tyrimų duomenimis, rivaroksabanas taip pat gali pasižymėti visa eile 

pleotropinių efektų. Rivaroksabanas yra naujos kartos antikoaguliantas, kuris slopindamas Xa 

krešėjimo faktorių, slopina kraujo krešėjimo sistemos funkciją ir trombų susidarymą. Jis yra 

skiriamas siekiant išvengti plaučių embolijos ar insulto, vartojamas tromboembolijos gydymui ir 

prevencijai [11]. Buvo nustatyta, kad rivaroksabanas silpnina endotelio ląstelių degeneraciją [12] 

bei pasižymi priešuždegiminėmis savybėmis [13]. Šie vaistai klinikinėje praktikoje pradėti taikyti 

neseniai, todėl jų veikimo mechanizmas ir metabolizmas nėra plačiai išnagrinėti. 

Vaisto metabolizmas yra svarbus rodiklis norint nustatyti vaisto efektyvumą, galimas sąveikas su 

kitais vaistais organizme, šalutinius ir toksinius poveikius, kurie gali atsirasti vykstant vaistinės 

medžiagos cheminiams kitimams [14]. Yra žinoma, kad daugelį ksenobiotikų metabolizuoja 

citochromo P450 šeimos fermentai [15], o vienas iš jų – CYP4F2 siejamas su širdies ir kraujagyslių 

ligomis dėl gebėjimo metabolizuoti arachidono rūgštį į 20-hidroksieikozatetraenoinę rūgštį 

(20-HETE), kuri gali sukelti oksidacinį stresą ir endotelio ląstelių pažaidą [16]. 

Nustatyta, kad CYP fermentų raišką reguliuoja trumpos nekoduojančios mikroribonukleorūgštys 

(miRNR) [17]. Šių molekulių raiška stebima įvairiose ląstelėse, kuriose miRNR atlieka svarbų 

vaidmenį kontroliuojant daugelį biologinių procesų, tokių kaip ląstelių diferenciacija, proliferacija ir 

apoptozė [18]. Žinoma, jog miRNR gali nulemti uždegiminių procesų ir aterosklerozės eigą [19]. 

Šiame baigiamajame magistro projekte buvo siekiama nustatyti dviejų kliniškai reikšmingų vaistų – 

antikoagulianto rivaroksabano ir naujai ARNI klasei priklausančio vaisto sakubitrilo / valsartano 

metabolitus endotelio ląstelėse bei ištirti hsa-miR-24-3p, žinomo kaip CYP4F2 fermento 

inhibitoriaus ir siejamo su ŠKL, įtaką sakubitrilo metabolizmui. 

Darbo tikslas – ištirti rivaroksabano ir sakubitrilo metabolizmą, vertinant HUVEC ir HepG2 

ląstelių metabolitus paveikus skirtingomis šių vaistų koncentracijomis bei įvertinti sakubitrilo / 

valsartano ir CYP4F2 inhibitoriaus poveikį fermento CYP4F2 aktyvumui endotelio ląstelių 

kultūrose. 

Darbo uždaviniai: 

1. nustatyti rivaroksabano metabolitus žmogaus virkštelės venų endotelio ląstelių (HUVEC) terpių 

mėginiuose paveikus skirtingomis rivaroksabano koncentracijomis ir įvertinti šio vaisto poveikį 

metabolitų koncentracijoms tirtuose mėginiuose; 
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2. identifikuoti sakubitrilo / valsartano metabolitus ir (Z)-dokos-13-enamido kiekio pokyčius 

HUVEC ir HepG2 ląstelių terpių ir lizatų mėginiuose paveikus skirtingomis vaisto 

koncentracijomis; 

3. įvertinti CYP4F2 fermento koncentracijos pokyčius ELISA metodu HUVEC ir HepG2 ląstelių 

lizatų mėginiuose paveikus skirtingomis sakubitrilo / valsartano koncentracijomis; 

4. įvertinti sakubitrilo metabolizmo pokyčius HUVEC ląstelių terpių mėginiuose, jas paveikus hsa-

miR-24-3p imitatoriumi, slopinančiu CYP4F2 fermento raišką. 
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1. Literatūros apžvalga 

1.1. Širdies ir kraujagyslių ligos 

ŠKL yra pagrindinė mirties priežastis tiek išsivysčiusiose, tiek besivystančiose pasaulio šalyse, kuri 

lemia dideles ekonomines sveikatos priežiūros išlaidas [20]. Pagal Pasaulinės sveikatos 

organizacijos duomenis 2015 m. nuo ŠKL mirė 20 mln. žmonių. Manoma, kad metinis mirtingumas 

dėl širdies ir kraujagyslių ligų iki 2030 metų pasieks 23,6 mln. [21]. ŠKL yra ligų grupė apimanti 

vainikinę kraujagyslių ligą (VKL), smegenų kraujagyslių ligas, periferinių arterijų ligą, reumatinę 

širdies ligą, giliųjų venų trombozę ir plaučių emboliją [22]. Šių sutrikimų metu pažeidžiamos 

kraujagyslės, kuriomis teka kraujas į širdies raumenį, smegenis ir galūnes, pažeidžiamas širdies 

raumuo dėl bakterinės infekcijos arba kojų venose susiformuoja trombai, kurie gali patekti į širdį ir 

plaučius. VKL yra priskiriama išeminė širdies liga ir ūmus miokardo infarktas. 

Šių ligų patogenezė ir progresavimas yra glaudžiai susiję su ateroskleroze [23]. Aterosklerozė yra 

vainikinių arterijų sienelių lėtinis uždegimas ir patologinis lipidų nusėdimas ant jų (formuojasi 

aterosklerozinė plokštelė) [24]. Nustatyta, kad oksidacinis stresas ir uždegimas yra hipertenzijos ir 

aterosklerozės patofiziologijos dalis [25]. Oksidacinis stresas gali sukelti uždegimą, o šis – 

oksidacinį stresą. Abu veiksniai sukelia ląstelių pažeidimus, ypač endotelio. Fiziologinėmis 

sąlygomis endotelis sudaro barjerą, kuris selektyviai riboja makromolekulių judėjimą [26]. Barjeras 

yra gyvybiškai svarbus reguliuojant kraujagyslių tonusą, skysčių homeostazę, organizmo imunitetą 

[27] ir trombozę [28]. Suaktyvintos endotelio ląstelės gali išskirti įvairius citokinus, chemokinus ir 

augimo faktorius, kurie skatina endotelio ląstelių dauginimąsi, migraciją ir pralaidumą [29]. 

Endotelio ląstelės su uždegiminiu fenotipu sukelia kraujagyslių uždegimą, trombozę, dėl kurių 

progresuoja širdies ir kraujagyslių ligos [30], pavyzdžiui, plyšus aterosklerozinei plokštelei įvyksta 

ūminė arterijų trombozė, kuri yra pagrindinė miokardo infarkto ir insulto priežastis [31]. Dažnai po 

miokardo pažeidimų išsivysto širdies nepakankamumas, kadangi dėl mirusio širdies audinio 

susidaro randai, vyksta kompensacinis renino-angiotenzino bei simpatinės nervų sistemos 

aktyvinimas ir skilvelių persitvarkymas [32]. 

1.2. Vaistų metabolizmas 

Vaistų metabolizmas yra molekulių cheminė modifikacija patekus į organizmą [33]. Dažnai 

metabolizmas susilpnina vaisto terapinį poveikį tam, kad padidėtų jų tirpumas vandenyje ir greičiau 

būtų pašalinami su šlapimu ar tulžimi. Tačiau yra tokių vaistų, kurie pirmiausia yra 

metabolizuojami į aktyvias formas prieš juos pašalinant. Tokios vaistinės medžiagos yra vadinamos 

provaistais. 

Šiame procese dalyvauja daugelis organų [34], įskaitant virškinamojo trakto gleivinę, plaučius, 

inkstus, cirkuliuojančius plazmos fermentus, tokius kaip esterazės. Vis dėlto, kepenys yra 

svarbiausias organas, kuriame vyksta ksenobiotikų biokonversija. 

Kepenų hepatocitų endoplazminio tinklo mikrosomose gausu įvairių fermentų. Pagrindinė fermentų 

grupė yra citochromo P450 šeima, tačiau yra ir šiai grupei nepriklausančių fermentų kaip esterazės, 

flavino monooksigenazės. 

Vaistų biotransformacija vyksta dviem fazėmis [35]. I fazės metu vyksta oksidacijos, redukcijos ir 

hidrolizės reakcijos, kurių metu modifikuojamos, pašalinamos ar įvedamos naujos funkcinės 
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grupės. Oksidacijos ir redukcijos reakcijas vykdo P450 fermentai, o hidrolizės reakcijas vykdo 

esterazės ir amidazės. II fazės metu vyksta konjugacija su hidrofiliniu ligandu, kuris sumažina 

vaisto aktyvumą, padidina molekulės tirpumą vandenyje ir pagerina pašalinimą iš organizmo. Šios 

biokonversijos proceso metu vyksta konjugacija su gliukurono rūgštimi, sulfatu, aminorūgštimis, 

acetilinimas bei metilinimas. Fermentai vykdantys šio tipo reakcijas žinomi kaip transferazės. 

Vaistų metabolizmo tyrimai yra svarbūs, siekiant optimizuoti junginius su optimalioms 

farmakokinetinėmis ir farmakodinaminėmis savybėmis, nustatyti naujus cheminius taikinius, 

pagrįstus aktyvių metabolitų radimu, sumažinti galimus šalutinius poveikius dėl reaktyviųjų ar 

toksiškų metabolitų susidarymo, palyginti ikiklinikinį gyvūnų metabolizmą su žmonėmis ir 

atitinkamai nustatyti vaisto dozes žmogui [36]. 

1.3. Sakubitrilas 

Sakubitrilo cheminis pavadinimas yra 4-(((2S,4R)-1-(4-bifenilil)-5-etoksi-4-metil-5-okso-2-

pentanil)amino)-4-oksobutano rūgštis (žr. 1 pav.). Šio junginio struktūros pagrindą sudaro amino 

butirilamidas [37]. Molekulinė sakubitrilo formulė yra C24H29NO5, molinė masė – 411,49 g/mol. 

Sakubitrilas yra provaistas esteris, kuris hidrolizės metu paverčiamas karboksirūgštimi – 

sakubitrilatu, pasižyminčiu farmakologiniu aktyvumu. 

1.3.1. Sakubitrilato taikinys – neprilizinas 

Neprilizinas (NEP) dar vadinamas neutralia endopeptidaze arba metalo-proteaze, kadangi pasižymi 

fermentiniu aktyvumu ir savo struktūroje turi cinko joną [38]. Tai yra integralinis membranos 

baltymas, kurio didžiausia koncentracija randama inkstuose, virškinimo trakte, kepenyse, 

plaučiuose ir riebaliniame audinyje, šiek tiek mažiau randama smegenyse ir širdyje [39]. NEP yra 

ekspresuojamas įvairiose ląstelėse, įskaitant epitelio, endotelio ląsteles, fibroblastus, lygiųjų 

raumenų ląsteles ir širdies miocitus [40]. 

NEP yra ekspresuojamas ant plazminės membranos paviršiaus ir yra sudarytas iš trijų domenų – 

intraląstelinio, transmembraninio ir ekstraląstelinio domenų, iš kurių pastarasis pasižymi kataliziniu 

aktyvumu [41]. Nustatyta, kad neutralios endopeptidazės ekstraląstelinis domenas yra α-spiralės 

pavidalo elipsės formos (žr. 2 pav.), kurį sudaro subdomenas 1 (žalia spalva), sudarytas iš N-galo 

liekanos, subdomenas 2 (raudona spalva), sudarytas iš C-galo liekanos, ir linkeris (mėlyna spalva) 

jungiantis abi subdomenų sritis. Subdomenas 1 yra susietas su viena N-acetilgliukozamino liekana 

(violetinė spalva), o subdomenas 2 – su trimis. Kartu šie subdomenai uždengia centinę ertmę prie 

kurios jungiasi substratai [42]. 

 

1 pav. Struktūrinė sakubitrilo formulė 
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Neprilizino aktyvusis centras (žr. 3 pav.) yra virš subdomeno 1 [43]. Aktyviajame centre randamas 

konformaciškai suvaržytas HEXXH motyvas, kurio dvi histidino šoninių grandinių liekanos išlaiko 

cinko jono padėtį. Metalo jono padėtį taip pat padeda išlaikyti glutamatas, kuris yra virš cinko jono 

bei yra būtinas katalizei. Toks cinko jono ir aminorūgščių išsidėstymas sukuria ertmę su trimis 

poskyriais – S1, S1` ir S2`. Nustatyta, kad S1 ir S2` poskyriai nepasižymi specifiškumu ir neturi 

įtakos jungimosi giminingumui, tačiau pastarasis poskyris gali talpinti dideles šonines grandines. 

Įrodyta, kad S1` poskyris pasižymi specifiškumu didelėms aromatinėms ir hidrofobinėms šoninėms 

grandinėms sudarydamas hidrofobinę kišenę. 

3 pav. Neprilizino aktyvaus centro struktūra [41] 

Taip pat yra su membrana nesusijusios arba tirpios formos neprilizino, kuris buvo aptinkamas 

kraujyje, šlapime ir smegenų skystyje. Nustatyta, kad kraujotakoje esantis NEP išlaiko savo 

katalizinį aktyvumą. [44, 45]. Įrodyta, kad cirkuliuojančios neutralios endopeptidazės 

koncentracijos ir aktyvumo pokyčiai yra susiję su įvairiomis ligomis, tokiomis kaip metaboliniai 

sindromai, plaučių, lėtinės reumatoidinės ir Alzheimerio ligos [46–48]. Tyrimai parodė, kad širdies 

nepakankamumu sergančių stabilių pacientų NEP koncentracija plazmoje yra kardiovaskulinės 

mirties rizikos veiksnys [49]. 

 

2 pav. Neprilizino ekstraląstelinio domeno struktūra [41] 
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1.3.2. Neprilizino taikinių klinikinė reikšmė 

Cinko metalo-proteazė yra atsakinga už daugelio substratų, tokių kaip natriuretiniai peptidai (NP), 

adrenomedulino, endotelino-1 (ET-1), P medžiagos ir angiotenzino II (AngII), skaidymą, kurie yra 

susiję su širdies ir kraujagyslių sistemos homeostazės palaikymu [50]. Svarbiausi neutralios 

endopeptidazės substratai yra prieširdžių NP (ANP), smegenų (arba B tipo) NP (BNP) ir C tipo NP 

(CNP) [51]. ANP ekspresuojamas ir randamas širdies prieširdžiuose ir išsiskiria kaip atsakas į 

prieširdžių tempimą, atsirandantį dėl intravaskulinio skysčių perkrovimo. ANP ir BNP apsaugo 

širdies ir kraujagyslių sistemą skatindami natriurezę ir diurezę, slopindami renino-angiotenzino-

aldosterono sistemą (RAAS) ir skatindami kraujagyslių išsiplėtimą. CNP randami inkstuose, širdyje 

ir plaučiuose, tačiau jų koncentracija kraujagyslių endotelio ląstelėse yra didesnė. CNP išsiskiria 

reaguojant į kraujagyslių apkrovimo stresą ir gali apsaugoti nuo remodeliavimosi poveikio po 

miokardo infarkto dėl savo antifibrozinio ir antitrombozinio poveikio. C tipo natriuretiniai peptidai 

pasižymi minimaliomis diuretinėmis ir natriuretinėmis savybėmis. 

1.3.3. Sakubitrilato struktūros aktyvumo ryšys 

Vieno tyrimo metu buvo išsiaiškintas neutralios endopeptidazės inhibitoriaus farmakoforas [52]. 

Virtualios atrankos metodu buvo nustatyta, kad siekiant užtikrinti NEP fermento slopinimą, 

sąveikos su histidinu ir cinko jonu yra būtinos. Taip pat inhibitorius turi sudaryti hidrofobines ir 

aromatinių žiedų sąveikas, joninį ir vandenilinį ryšius. Virtualaus modeliavimo tarp sakubitrilo ir 

neprilizino tyrimo metu buvo nustatyta, kad junginys geba sudaryti visus šiuos ryšius, savo 

struktūroje turėdamas funkcines grupes būtinas farmakoforui. Sakubitrilas su cinko jonu gali 

sudaryti elektrostatines sąveikas ir su vandenilinio ryšio akceptorinėmis karbonilinėmis grupėmis 

(žalios spalvos brūkšninės linijos) sąveikauti su histidinu. Šis NEP inhibitorius taip pat gali sudaryti 

hidrofobines (žydra spalva) ir aromatines (geltona spalva) sąveikas, joninį ryšį (mėlyna spalva) ir 

turi vandenilinio ryšio donorinę grupę (rausva spalva) (žr. 4 pav.). 

4 pav. Sakubitrilo ir neprilizino virtualus sąveikų modeliavimas [52] 

Ištyrus inhibitoriaus ir neutralios endopeptidazės kristalinę struktūrą rentgeno spinduliais, nustatyta, 

kad sakubitrilatas grįžtamai inhibuoja nepriliziną dėl tarp junginio ir neprilizino aktyvaus centro 

poskyrių susidarančių įvairių nekovalentinių ryšių ir sąveikų (žr. 5 pav.) [53]. Hidrofobinės 

sąveikos susidaro sąveikaujant bifenilo grupei su S1` kišene ir metilo grupei su šiame poskyryje 

 



20 

esančiu fenilalaninu. Su cinko jonu sąveikauja karboksilato deguonies atomai sudarydami 

koordinacinius ryšius. Vandenilinius ryšius su asparagino ir arginino aminorūgščių šoninėmis 

grandinėmis sudaro sakubitrilato struktūroje esanti amidinė grupė. 

5 pav. NEP ir sakubitrilato sąveika [53] 

To paties tyrimo metu, buvo nustatyta junginio aktyvumo priklausomybė nuo funkcinių grupių 

ryšių ir grandinių ilgio. Nustatyta, jog junginio aktyvumas sumažėja 10 ir 20 kartų, jei metilo grupė 

prijungta prie chiralinio anglies atomo yra pakeičiama į metoksi grupę arba yra visiškai pašalinama. 

Ištirta, kad optimalią sąveiką tarp arginino ir karboksilinės rūgšties užtikrina gintaro rūgšties šoninė 

grandinė. Optimali hidrofobinė sąveika užtikrinama sukeliant neprilizino konformacinius pokyčius 

sąveikaujant benzilo grupei su S1` poskyriu. Manoma, kad būtent dėl šios priežasties sakubitrilatas 

yra selektyvesnis NEP negu kitoms struktūriškai homologiškoms cinko metalo-peptidazėms. 

1.4. Sakubitrilo metabolizmas 

Sakubitrilo cheminiai kitimai buvo ištirti žmonių kraujyje, šlapime ir išmatose [54]. Sakubitrilas 

patekęs į organizmą yra greitai metabolizuojamas į aktyvųjį metabolitą M1 – sakubitrilatą (žr. 

6 pav.). Nustatyta, kad šią hidrolizės reakciją kepenyse selektyviai vykdo karboksilesterazės-1 

(CES1) fermentas, bet ne CES2 [55], todėl sakubitrilas nesąveikauja su citochromo P450 fermentais 

ir neturi jiems įtakos. 

Sakubitrilatas (M1) buvo nustatytas kaip pagrindinis metabolitas, daugiausiai randamas kraujo 

plazmoje. Labai minimalia koncentracija kraujo plazmoje taip pat buvo identifikuoti kiti du 

metabolitai M6 ir M7, kurie susidaro dėl M1 metabolito oksigenacijos. Kiti galimi metabolitai buvo 

nustatyti pagal identifikuotų metabolitų jonų fragmentaciją, kurių koncentracija šlapime ir išmatose 

buvo mažesnė nei 1 proc. Šie metabolitai gali būti gliukuronidacijos (M3, M4, M5), oksigenacijos 

(M2, M6-M8) ir abiejų pastarųjų cheminių kitimų derinių (M9) metabolitai. Gliukuronidacijos metu 

vyksta gliukurono rūgšties konjugacija su metabolitu. Šis endogeninis ligandas pagerina metabolitų 

pašalinimą iš organizmo padidindamas tirpumą vandenyje, sumažindamas ksenobiotikų aktyvumą ir 

tirpumą lipiduose. 
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6 pav. Sakubitrilo metabolizmas [54] 

1.5. Valsartanas ir jo metabolizmas 

Valsartanas pagal IUPAC nomenklatūrą yra 3-metil-2-(pentanoil-((4-(2-(2H-tetrazoil-5-

il)fenil)fenil)metil)amino)-butano rūgštis (žr. 7 pav.). Vaistinės medžiagos pagrindą sudaro 

bifeniltetrazolo žiedas [56]. Šios vaistinės medžiagos molekulinė formulė yra C24H29N5O3, o molinė 

masė 435,52 g/mol. Valsartanas yra baltos spalvos milteliai, kurie yra labai tirpūs alkoholiuose ir 

menkai tirpūs vandenyje [57]. 

Valsartanas yra nepeptidinis, selektyvus angiotenzino II pirmo tipo receptorių (AT1) antagonistas, 

kuris priskiriamas angiotenzino receptorių blokatorių (ARB) klasei. Valsartanas neleidžia 

 

 

7 pav. Valsartano cheminė struktūra 
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prisijungti AngII ir taip mažina angiotenzino II sukeltą vazokonstrikcinį poveikį bei aldosterono 

gamybą [58]. Valsartanas yra skiriamas gydyti hipertenziją, lėtinį širdies nepakankamumą ir būklę 

po miokardo infarkto [59]. 

Valsartano cheminis kitimas organizme yra nežymus, metabolizuojama tik 20 proc. suvartotos 

dozės. Ištyrus valsartano biotranformaciją žmogaus kepenų mikrosomose buvo nustatyta, kad 

valsartanas yra metabolizuojamas į vieną pagrindinį neaktyvų metabolitą valeril-4-hidroksi-

valsartaną. (žr. 8 pav.) [60]. In vitro tyrimais nustatyta, kad šią biokonversiją vykdo CYP2C9 

fermentas [61]. 

1.6. Sakubitrilo ir valsartano derinys 

Sakubitrilas / valsartanas yra priskiriamas naujai angiotenzino receptorių-neprilizino inhibitorių 

vaistų klasei. Vaistas parduodamas Entresto komerciniu pavadinimu, natrio hidrato pavidalu (žr. 

9 pav.) ir yra neseniai pradėtas taikyti klinikinėje praktikoje gydant ilgalaikį širdies 

nepakankamumą su sumažėjusia širdies išstūmimo frakcija. Šių junginių derinys pasižymi 

sinergistiniu poveikiu, kadangi tuo pačiu metu inhibuoja NEP ir AT1 receptorius. 

9 pav. Sakubitrilo / valsartano natrio hidratas 

Vaistinių medžiagų junginys patekęs į organizmą išsiskirsto į valsartaną ir sakubitrilą (žr. 10 pav.). 

Pastarasis yra provaistas, todėl yra metabolizuojamas į aktyvųjį metabolitą sakubitrilatą, kuris 

prisijungia prie neprilizino ir neleidžia jam katalizuoti natriuretinių peptidų. Šie NP tuomet 

susijungia su natriuretinių peptidų receptoriais, įvyksta guanilato ciklazės aktyvacija, dėl kurios 

padidėja intraląstelinio ciklinio guanozino monofosfato (cGMP) kiekis [62]. Padidėjęs cGMP kiekis 

sukelia vazodilataciją, dėl to sumažėja kraujospūdis, padidinamas endotelio pralaidumas, skatinama 

natriurezė ir diurezė, kurios sumažina širdžiai tenkantį krūvį ir slopinama hipertrofija bei fibrozė, 

kuri vystosi esant ŠN [63]. NEP slopinimas padidina AngII ir ET-1 kiekius, kurie sukelia 

kraujagyslių lygiųjų raumenų susitraukimą, skatina fibrozę ir hipertrofiją. Dėl šios priežasties 

sakubitrilas yra kombinuojamas su RAAS inhibitoriumi – valsartanu. Ši vaistinė medžiaga neleidžia 

 

8 pav. Valsartano metabolizmas į valeril-4-hidroksi-valsartaną 
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angiotenzinui II prisijungti prie receptorių, esančių kraujagyslių endotelyje, ir sužadinti nuo kalcio 

priklausomą miozino fosforilinimą [64], dėl kurio būtų sukeltas vazokonstrikcinis poveikis. Taip 

pat yra blokuojamas AngII prisijungimas prie receptorių esančių nefronuose, todėl neįvyksta natrio 

reabsorbcija. Skatinama natriurezė ir diurezė, kadangi angiotenzinas II nebegali skatinti aldosterono 

išsiskyrimo antinksčių žievės glomerulų zonoje. 

ARNI yra siejama su mažesne kosulio ir angioneurozinės edemos rizika, kadangi bradikinino 

metabolizmas slopinamas tik inhibuojant nepriliziną.[66] Kito tyrimo metu buvo įrodyta, kad 

sakubitrilas / valsartanas yra daug pranašesnis vaistas mažinantis širdies raumens remodeliavimąsi 

lyginant su kitais pavieniais ARB ir NEP inhibitoriais dėl sukeliamo antihipertrofinio ir 

antifibrozinio poveikio širdies ląstelėms [67]. Taip pat nustatyta, kad pacientams sergantiems 

sistoliniu širdies nepakankamumu gydant sakubitrilu / valsartanu pagerėjo kraujagyslių funkcija, 

padidėjo jų funkcinis pajėgumas ir sumažėjo uždegiminis procesas [68]. Įrodyta, kad ARNI 

sumažina kardiomiocitų ląstelių mirtį [69]. 

Naujausių tyrimų metu buvo išsiaiškinta, kad sakubitrilo ir valsartano derinys, aktyvinant MAS1R, 

pagerina endotelio funkciją ir padeda atkurti endotelį, dėl to šis vaistas pagerina širdies ir 

kraujagyslių sistemos funkcionalumą [70]. 

1.7. Rivaroksabanas, jo veikimo mechanizmas ir metabolizmas 

Rivaroksabano cheminis pavadinimas yra 5-chlor-N-(((5S)-2-okso-3-(4-(3-oksomorfolin-4-il)fenil)-

1,3-oksazolidin-5-il)metil)tiofen-2-karboksamidas. Jo molekulinė formulė C19H18ClN3O5S, molinė 

masė – 435,88 g/mol. Rivaroksabanas yra baltos arba gelsvos spalvos milteliai, kurie yra tirpūs 

organiniuose tirpikliuose, bet netirpūs vandenyje [71]. Vaistinės medžiagos struktūros pagrindą 

sudaro oksazolidinono fragmentas (žr. 11 pav.). 

 

10 pav. Sakubitrilo / valsartano poveikio mechanizmas [65] 
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11 pav. Rivaroksabano cheminė struktūra 

Rivaroksabanas, registruotas vaistinio preparato Xarelto pavadinimu, yra per burną vartojamas 

antikoaguliantas. Šis vaistas skiriamas vartoti esant įvairioms tromboembolinėms indikacijoms, 

įskaitant suaugusiesiems po klubo ar kelio sąnario operacijos VTE profilaktikai, insulto ir 

sisteminės embolijos profilaktikai, kuriems nėra vožtuvų prieširdžių virpėjimo su vienu ar keliais 

rizikos veiksniais ir antrinei aterotrombozinių reiškinių prevencijai suaugusiems pacientams po 

ūminio koronarinio sindromo su padidėjusiais širdies biožymenimis, skiriant kartu su aspirinu ir 

(arba) tienopiridinu [72]. 

Rivaroksabanas veikia kaip tiesioginis, grįžtamasis Xa faktoriaus konkurencinis inhibitorius (žr. 

12 pav.). FXa randamas tiek išoriniame, tiek vidiniame krešėjimo kaskados kelyje. Suaktyvintas X 

faktorius kartu su FVa sudaro protrombinazės kompleksą, kuris katalizuoja protrombino (FII) 

skilimą, kad susidarytų trombinas (FIIa). Šis faktorius lemia fibrino krešulio susidarymą ir 

trombocitų virtimą trombu [73]. Rivaroksabanas greitai, konkurencingai, selektyviai ir grįžtamai 

jungiasi prie Xa faktoriaus per S1 ir S4 kišenes ir taip nutraukia trombino gamybą [74]. 

Rivaroksabano metabolizmas (žr. 13 pav.) buvo ištirtas žiurkių, šunų ir žmogaus kepenų 

mikrosomose ir hepatocituose [76]. Nustatyta, kad rivaroksabaną metabolizuoja du pagrindiniai 

fermentai – CYP3A4 ir CYP2J2. Pagrindinis šio vaisto oksidacinis metabolizmo kelias yra 

morfolinono fragmento hidroksilinimas, kurio metu susidaro M-2, M-3 ir M-8 metabolitai ir 

oksazolidinono dalies hidroksilinimas, kuris lemia M-9 ir M-12 metabolitų susidarymą. Tolimesnės 

pagrindinio metabolito M-2 morfolinono žiedo oksidacijos (deciklizacijos) metu susidaro M-1 

metabolitas, kurio nustatoma daugiausiai, o M-2 morfolinono fragmento redukcija lemia M-5 ir 

M-6 metabolito susidarymą [77]. Metabolitas M-12 susidaro hidroksilinant oksazolidinono tretinį 

 

 

12 pav. Rivaroksabano veikimo mechanizmas [75] 
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anglies atomą, kurio metu žiedas persitvarko ir išsiskiria CO2. Taip pat buvo nustatyti 

bishidroksilinimai, morfolinono ir oksazolidinono hidroksilinimo deriniai, sudarantys metabolitus 

M-10 ir M-11. 

Kitas metabolizmo kelias – laktamo amidinio ryšio hidrolizė, kurios metu susidaro M-7. Taip pat 

vykstant amidinio ryšio hidrolizei susidaro M-15 ir M-13. Metabolitas M-13 yra M-4 prekursorius, 

kadangi konjuguojantis su glicinu sudaro M-4. Metabolitas M-15 oksiduojamas į M-16 – tarpinį 

aldehidą, toliau vykstant šio tarpinio metabolito redukcijai susidaro alkoholis M-17, o vykstant 

oksidacijai susidaro karboksirūgštis M-18.  

13 pav. Rivaroksabano metabolizmas [77] 

1.8. Endotelio ląstelės ir HUVEC 

Žmogaus endotelio ir jo disfunkcijos tyrimai yra viena pagrindinių širdies ir kraujagyslių tyrimų 

sritis. Endotelis palaiko kraujagyslių homeostazę [78]. Endotelis veikia ne tik kaip barjeras tarp 

kraujo ir organų, bet ir dalyvauja perduodant maistines medžiagas, hormonus, taip pat dalyvauja 

priešuždegiminiame atsake. Šis organas dalyvauja reguliuojant kraujospūdį, kraujotaką ir krešėjimą 

[79]. 

Kraujagyslių endotelis yra susijęs su įvairiomis funkcijomis ir jo pakitimai yra laikomi ligų, tokių 

kaip diabetas, hipertenzija, ŠKL patofiziologijos veiksniu [80]. Įvykus kraujagyslių endotelio 

pažeidimams ar disfunkcijai, endotelio ląstelėse sumažėja azoto oksido (NO), kuris lemia 

susilpnėjusį vazoprotekcinį poveikį prieš aterosklerozę, nes padidėja reaktyvių deguonies formų 

(ROS) – susidaro superoksidai, kurie sukelia oksidacinę pažaidą [81]. 
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Tyrimai su žmogaus virkštelės venų endotelio ląstelėmis yra naudingas žmogaus endotelio tyrimų 

modelis, kadangi fiziologiškai reprezentuoja žmogaus kraujagyslių endotelį [82]. Nors šis modelis 

neatspindi visų organizme randamų endotelio ląstelių tipų, HUVEC yra tinkamas atliekant 

kraujagyslių endotelio savybių ir pagrindinių biologinių kelių, susijusių su endotelio funkcija, 

tyrimus [83] bei ištirti naujų vaistų poveikį žmogaus endoteliui [84]. In vitro HUVEC modeliai 

buvo naudingi tiriant endotelio pažeidimus ir atkūrimą, galimus aterosklerozės poveikius 

ankstyvosiose stadijose ir aterosklerozės progresavimą [85]. 

1.9. CYP4F2 fermentas ir jo sąsaja su ŠKL 

CYP4F2 fermentas, dar vadinamas ω-hidroksilaze, priklauso citochromo P450 fermentų šeimai bei 

dažniausiai nustatomas kepenyse ir inkstuose [86]. Šio baltymo aptikta ir endotelio ląstelėse [87]. 

CYP4F2 siejamas su uždegiminiais procesais. Fermentas vykdo arachidono rūgšties metabolizmą 

verčiant ją biologiškai aktyviu pro-uždegiminiu junginiu – 20-HETE kepenyse, inkstuose, širdyje, 

plaučiuose ir arterinėse kraujagyslėse [88]. Viena iš pagrindinių 20-HETE biosintezės audinių vietų 

yra kraujagyslių sienelių lygiųjų raumenų sluoksnis [89]. Remiantis moksliniais tyrimais, 

kraujagyslių endotelis gali gaminti 20-HETE esant hipoksinėmis ar išeminėmis sąlygomis, kurios 

būdingos uždegimui [90]. 20-HETE pasižymi pro-uždegiminiu ir pro-oksidaciniu poveikiu, 

sukeliančiu kraujagyslių endotelio pažeidimus [91]. 20-HETE yra siejamas su aterosklerozės 

vystymusi, kadangi didindamas ROS koncentraciją kraujagyslėse, didina endotelio disfunkciją [92, 

93]. Nustatyta, kad 20-HETE sintezės slopinimas, kartu slopina nuo AngII priklausomos 

hipertenzijos vystymąsi [94]. Be vazokonstrikcinio poveikio kraujagyslių lygiųjų raumenų 

ląstelėms [95], įrodyta, kad 20-HETE stimuliuoja jų migraciją ir proliferaciją, kuri gali turėti įtakos 

remodeliavimosi procesams esant hipertenzijai [96] bei kraujagyslių persitvarkymui po endotelio 

pažeidimo [97]. Naujausi tyrimai parodė, kad 20-HETE yra stiprus endotelio AKF raiškos 

mikrovaskulinėse endotelio ląstelėse induktorius ir transkripcijos aktyvatorius [98]. 

1.10. Mikro-RNR, jų sąsaja su ŠKL ir hsa-miR-24-3p 

Mikro-RNR (miRNR) tai endogeninės atskirai išsidėsčiusios 20–22 nukleotidų ilgio 

nekoduojančios RNR randamos augaluose, gyvūnuose ir virusuose, kurios gali nutildyti RNR ir 

reguliuoti potranskripcinę genų raišką [99], hibridizuojantis su iRNR netransliuojamo regiono 

5‘-UTR taikinio geno dalimi, ir nukreipiant susidariusį ribonukleoproteino kompleksą (miRNP) 

arba suskaidyti, arba slopinti jo transliaciją [100]. 

Nustatyta, kad miRNR dalyvauja įvairiuose biologiniuose procesuose, tokiuose kaip ląstelių 

proliferacija, diferenciacija, apoptozė, imuninis atsakas bei metabolizmas [101] ir yra siejami su 

daugelio ligų vystymusi, įskaitant vėžį, neurodegeneracines bei širdies ir kraujagyslių ligas [102–

104]. Remiantis tuo, kad miRNR yra kritiniai genų reguliavimo veiksniai, jie gali būti potencialūs 

žmogaus ligų ir terapinių taikinių [105, 106] biologiniai žymenys. 

MiRNR veikia angiogenezę ir kraujagyslių brendimą, taip pat reguliuoja kraujagyslių ir endotelio 

ląstelių funkcijas [107]. Tyrimų su gyvūnais metu buvo nustatyta endotelio ląstelėms specifiškos 

miR-126 įtaka kraujagyslių vientisumui, endotelio ląstelių proliferacijai ir migracijai. Pelėms, 

kuriose buvo nustatytas šios mikro-RNR trūkumas, buvo būdinga defektinė angiogenezė, jų 

kraujagyslės buvo silpnos ir nesandarios. MiR-17/92 klasteris (įskaitant miR-17, miR-18a, 

miR-19a, miR-20a, miR-92a ir miR-92b) buvo nustatytas kaip svarbus veiksnys navikų 

neovaskuliarizacijai ir daugiausia yra išreikštas endotelio ląstelėse [108]. 
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Tyrimų metu nustatyta, kad daugelio ligų patogenezė ir vystymasis yra glaudžiai susiję su miRNR 

ekspresija ir funkcija. MiRNR atlieka svarbų reguliavimo vaidmenį atliekant širdies vystymosi, 

miokardo apoptozės, miokardo pertvarkymo, aritmijos, širdies nepakankamumo ir širdies 

hipertrofijos patofiziologijoje [109–112]. 

Kito tymo metu, ištirta, kad miR-1, miR-195, miR-30a ir miR-499 koncentracijos buvo 

padidėjusios pacientams sergantiems įvairaus tipo širdies nepakankamumu [113–115]. Nustatyta, 

kad miR-1 ir miR-30a yra svarbūs širdies hipertrofijos ir apoptozės veiksniai [116]. MiR-21 veikia 

signalų perdavimo molekules, reguliuojančias širdies fibrozę, hipertrofiją ir apoptozę [117], o 

miR-195, miR-499-5p ir miR-92a dalyvauja apoptozės signalų perdavime [118, 119]. 

Viena iš mikro-RNR – hsa-miR-24-3p buvo nustatyta kaip gyvybiškai svarbi molekulė sąveikaujant 

kraujagyslių endotelio ląstelėms [120] bei mažinanti nuo endotelio priklausomus uždegiminius 

atsakus [121]. Įrodyta, kad miR-24-3p yra ekspresuojama širdies endotelio ląstelėse ir 

vaskuliarizuotuose audiniuose bei yra susijusi su kraujagyslių sutrikimais [122]. Ištirta, kad 

miR-24-3p veikia kaip navikų supresorius [123–126], kadangi slopina vėžinių ląstelių proliferaciją 

ir sukelia jų apoptozę [127–132]. Pastaraisiais metais, atsirado prieštaringų įrodymų, kad ji 

reguliuoja ląstelių augimą ir metastazes sergant įvairiomis vėžio rūšimis, tokiomis kaip 

osteokarcinoma [133], skrandžio vėžys [134], kepenų ląstelių karcinoma [135, 136] ir krūties vėžys 

[137, 138]. Be to, ši trumpa nekoduojanti ribonukleorūgštis dalyvauja kardiomiocitų išemijoje / 

reperfuzijos pažeidime [139], reguliuoja CYP4F2 fermento kiekį [140] ir netiesiogiai dalyvauja 

krešėjimo faktorių reguliavime [141]. Taip pat miR-24 buvo identifikuotas kaip pagrindinis lygiųjų 

raumenų ląstelių proliferacijos reguliatorius. In vitro ir ex vivo modeliai parodė, kad hsa-miR-24-3p 

slopina kraujagyslių susidarymą inžinerinio širdies audinio modelyje [142]. 

1.11. Literatūros apžvalgos apibendrinimas 

Viena iš širdies ir kraujagyslių ligų vystymosi priežasčių yra aterosklerozė, kuri yra uždegiminio 

pobūdžio ir atsiranda dėl endotelio disfunkcijos. Nustatyta, kad rivaroksabanas ir sakubitrilo derinys 

su valsartanu pasižymi priešuždegiminiu, endotelio ląstelių funkciją gerinančiu poveikiu. Šie vaistai 

yra skiriami gydyti ŠKL bei yra ganėtinai nesenai medicininėje praktikoje pradėti vartoti vaistai, 

kurių veikimo mechanizmas ir metabolizmas nėra pilnai išnagrinėti. Vaistų metabolizmo tyrimas 

svarbus siekiant įvertinti vaistinės medžiagos terapinį poveikį bei galimus nepageidaujamus efektus 

dėl susidariusių metabolitų. HUVEC ląstelių kultūra yra puikus modelis įvertinti vaistų, skirtų 

gydyti širdies ir kraujagyslių ligas, poveikį bei metabolizmą endotelio ląstelėse. Endotelio ląstelės 

yra svarbios palaikant kraujagyslių homeostazę ir reguliuojant kraujospūdį bei krešėjimą, kurio 

pažeidimai siejami su aterosklerozės bei širdies ir kraujagyslių ligų vystymusi. CYP4F2 fermentas 

atsakingas už arachidono rūgšties metabolizmą į 20-HETE, kuri sukelia uždegiminius poveikius, 

endotelio disfunkciją ir remodeliavimosi procesus. Su ŠKL taip pat yra siejamos ir mikro-RNR, 

kurios gali būti potencialūs biologiniai žymenys bei yra svarbios endotelio ląstelių reguliacijai. 

Remiantis išnagrinėtais literatūros duomenimis, buvo nuspręstą įvertinti rivaroksabano ir sakubitrilo 

metabolizmą HUVEC ląstelėse bei įvertinti sakubitrilo metabolizmui daromą įtaką, endotelio 

ląsteles paveikus CYP4F2 inhibitoriumi – hsa-miR-24-3p. 
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2. Medžiagos ir tyrimų metodai 

Baigiamojo magistro projekto tyrimai buvo atliekami LSMU Medicinos akademijos Kardiologijos 

instituto Molekulinės kardiologijos laboratorijoje. Tyrimai buvo atliekami su komercinėmis 

HUVEC ląstelėmis (ThermoFisherScientific, JAV), kurios išgautos iš 14 ar mažiau dienų 

naujagimio virkštelės venos endotelio. Šiose ląstelėse nėra ŽIV-1 virusų, hepatito B, hepatito C ir 

mikoplazmų. Gamintojas nurodo, kad atšildžius ląsteles iš kriomėgintuvėlio, jų gyvybingumas turi 

būti didesnis negu 70 proc. Tyrime taip pat naudotos iš kepenų vėžio (hepatoblastomos) išskirtos 

ląstelės – HepG2. Tai nemirtinga ląstelių linija, kurių gyvybingumas didesnis negu 90 proc. 

Darbas su HUVEC ir HepG2 ląstelėmis buvo atliekamas laminare (UVP UV3 Hepa PCR 

Workstation, ThermoFisherScientific, JAV). Tyrimo metu buvo atliekamas ląstelių kultivavimas 

flakonuose, transfekcija trumpomis nekoduojančiomis RNR bei ląstelių lizavimas. Tyrimų analizė 

vykdyta panaudojus skysčių chromatografijos ir masių spektrometrijos, UV ir IR spektroskopijos 

metodus. 

2.1. Tyrimo imtis 

Šiame darbe įvertinti vaistų metabolizmą endotelio ląstelėse paveiktų HUVEC ląstelių mėginių iš 

viso buvo naudota n = 58: poveikiui su rivaroksabanu n = 14, poveikiui su sakubitrilu / valsartanu 

n = 35 ir poveikiui su hsa-miR-24-3p imitatoriumi n = 9 nustatyti. Kontrolinių HUVEC ląstelių 

mėginių iš viso naudota n = 16, iš kurių n = 2 naudoti tyrime su rivaroksabanu, n = 5 su sakubitrilu / 

valsartanu ir n = 9 su miRNR imitatoriumi. Tyrimams atlikti buvo surenkamos dviejų pakartojimų 

ląstelių terpės paveiktos rivaroksabanu, trijų pakartojimų tiriamųjų ir kontrolinių mėginių terpės bei 

vieno pakartojimo lizatai paveikti sakubitrilu / valsartanu (žr. 14 pav.). 

Vaistas ir jo metabolitai HUVEC ląstelėse buvo nustatinėjami įvairiais instrumentinės analizės 

metodais (žr. 15 pav.). Atliekant kokybinę ir kiekybinę analizę, pasinaudojus UV-RŠ 

spektroskopija, buvo ištirta sakubitrilu / valsartanu paveiktų ląstelių terpių (n = 28), lizatų (n = 7) ir 

atitinkamai jų kontroliniai (n = 4, n = 1) mėginiai. Dveji tyrimų pakartojimai su vaistu (terpės 

n = 14, kontrolinių n = 2) bei vieno pakartojimo lizatų mėginiai (paveikti vaistu n = 7, kontroliniai 

n = 1) ištirti ATR-FTIR spektroskopijos metodu. Visi paveikti vaistu (n = 58) ir kontroliniai 

 

14 pav. Tyrimo imtis, HUVEC ląstelių tiriamųjų ir kontrolinių mėginių skaičius 
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mėginiai (n = 16) buvo ištirti ultraefektyviosios skysčių chromatografijos-trigubo kvadrupolio 

masių spektrometrijos metodu siekiant nustatyti ir identifikuoti rivaroksabaną, sakubitrilą ir jų 

metabolitus. To paties siekta atliekant skysčių chromatografijos-kvadrupolio praskriejimo laiko 

masių spektrometrijos metodą, kurio metu buvo analizuoti n = 7 rivaroksabanu paveiktų ląstelių 

terpės mėginiai ir n = 1 kontrolinis mėginys bei sakubitrilo / valsartano vaistu paveikti n = 7 ir 

miRNR imitatoriumi paveikti n = 3 ląstelių terpių mėginiai bei n = 1 kontrolinis mėginys. 

Vaistų metabolitų tyrimams atlikti kepenų ląstelėse (iš viso paveiktų HepG2 ląstelių mėginių) buvo 

naudojama n = 46 mėginiai: poveikiui su sakubitrilu / valsartanu n = 42 ir poveikiui su 

hsa-miR-24-3p imitatoriumi n = 4 mėginiai. Kontrolinių HepG2 ląstelių mėginių iš viso naudota 

n = 10, iš kurių n = 6 naudoti tyrime su sakubitrilu / valsartanu ir n = 4 tyrime su miRNR 

imitatoriumi. Tyrimams atlikti buvo surenkamos trijų pakartojimų paveiktų vaistu ir kontrolinių 

mėginių terpės bei lizatai (žr. 16 pav.). Siekiant nustatyti sakubitrilą ir jo metabolitus bei jų kiekius 

buvo išanalizuoti vieno pakartojimo n = 7 vaistu paveikti ir n = 1 kontrolinis ląstelių terpių bei n = 7 

vaistu paveikti ir n = 1 kontrolinis ląstelių lizatų mėginiai taikant ultraefektyviosios skysčių 

chromatografijos-trigubo kvadrupolio masių spektrometrijos metodą. Planuoto kiekio mėginių 

nepavyko ištirti kiekybiškai dėl pasaulinės COVID-19 pandemijos bei techninių priežasčių (sugedo 

prietaisas, kuriuo buvo tirti mėginiai). 

 

15 pav. Atliktos instrumentinės analizės schema ir tirtų bei kontrolinių mėginių skaičius 
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16 pav. Tyrimo imtis, HepG2 ląstelių tiriamųjų ir kontrolinių mėginių skaičius 

2.2. Medžiagos ir jų laikymo sąlygos 

Visos tyrime naudotos medžiagos, jų laikymo sąlygos bei gamintojai nurodyti 1 priede. 

2.3. Tyrimų metodai 

2.3.1. Ląstelių terpės paruošimas 

Į talpą su Medium 200 terpe (HepG2 ląstelių atveju – DMEM terpe) įpilamas 37 ℃ temperatūros 

vandens vonelėje (Memmert WaterBath WB 14, Memmert GmbH + Co. KG, Vokietija) sušildytas 

terpės priedas, skirtas didžiųjų venų endoteliui (HepG2 atveju – FBS terpės priedas). Talpa vartant 

išmaišoma. Iš paruoštos terpės paruošiami du mėgintuvėliai po 50 ml. Į vieną iš mėgintuvėlių 

įpilama apie 49,5 ml paruoštos terpės ir įpilama 450 µl penicilino-streptomicino (10 000 U/ml) 

antibiotikų mišinio. Mėgintuvėlis vartant išmaišomas. Į kitą mėgintuvėlį antibiotikų mišinys 

nededamas. Terpė be antibiotikų naudojama tolimesniuose ląstelių tyrimų etapuose, siekiant 

neutralizuoti tripsiną ir išvengti transfekcijos efektyvumo sumažinimo. Paruošta terpė su terpės 

priedu ir mėgintuvėliai yra laikomi šaldytuve +4 ℃ temperatūroje. 

2.3.2. Ląstelių užsėjimas 

Užšaldytos HUVEC ir HepG2 ląstelės laikomos šaldiklyje, -80 ℃ temperatūroje 

kriomėgintuvėliuose (žr. 17 pav.) – plastikiniuose mėgintuvėliuose, skirtuose laikyti biologines 

medžiagas ar ląsteles žemoje temperatūroje. 
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Paruoštas terpės mėgintuvėlis su antibiotiku sušildomas 37 ℃ temperatūros vandens vonelėje. 

Kriomėgintuvėlis su užšaldytomis HUVEC ar HepG2 ląstelėmis atšildomas laikant delnuose. Į 

75 cm2 paviršiaus ploto (T-75) flakoną (žr. 18 pav.) įpilama 7 ml terpės su antibiotiku ir 1 ml 

atšildytų ląstelių prieš tai švelniai supipetuojant ląsteles. Kriomėgintuvėliai dar kartą praplaunami 

terpe. Flakonas su ląstelėmis išmaišomas vartant flakoną, kad ląstelės pasiskirstytų tolygiai. Ant 

flakono užrašomas ląstelių linijos pavadinimas, ląstelių linijos skaičius po persėjimo, data. Flakonas 

mikroskopuojamas, ląstelės auginamos inkubatoriuje (HeracellTM VIOS 160i CO2 Incubator, 

ThermoFisherScientific, JAV) 37 ℃ temperatūroje, esant 5 proc. CO2 ir 20 proc. O2 sąlygoms. 

2.3.3. Ląstelių mikroskopavimas 

Ląstelės stebimos 100 kartų padidintu (10× objektyvas, 10× okuliaras) vaizdu per transmisinį 

mikroskopą (EVOS XL Core Cell Imaging System, ThermoFisherScientific, JAV). 

Mikroskopavimas atliekamas norint vizualiai įvertinti flakono ar plokštelės paviršiaus padengimą 

ląstelėmis, jų kiekį. Pastebima, kad ląstelės 80 proc. flakono paviršiaus ploto padengia per 7 d., o 

plokštelės šulinėlius – per 24 val. Taip pat mikroskopavimas atliekamas stebint ląstelių atkibimą 

nuo flakono paviršiaus, prieš tai jas paveikus tripsinu ir inkubavus. Tuomet stebimos laisvai 

„plaukiojančios“ ląstelės terpėje, įvertinama ar visos ląstelės atkibo ir atliekamas persėjimas. 

 

17 pav. Kriomėgintuvėlis – mėgintuvėlis skirtas laikyti biologines medžiagas ar ląsteles žemoje 

temperatūroje. Mėgintuvėlis su HUVEC ląstelėmis 

 

18 pav. 75 cm2 paviršiaus ploto (T-75) flakonas užsėtas HUVEC ląstelėmis 
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HUVEC ląstelių augimo metu stebima nenormali ląstelių forma bei dydis, tačiau tai yra norma. 

Galutinė ląstelių forma yra verpstė su plonėjančiais galais. Ląstelės tarpusavyje siejasi kolonijomis. 

HepG2 ląstelės yra į epitelį panašios ląstelės, netaisyklingos formos, kurios auga monosluoksniu ir 

formuoja būdingus ląstelių klasterius ar salas (žr. 19 pav.). 

2.3.4. Ląstelių terpės pakeitimas 

Terpė keičiama praėjus 48 val. po ląstelių užsėjimo ir po 2–3 dienų po terpės pakeitimo iki tol, kol 

ląstelės dengia ne daugiau nei 80 proc. flakono ar plokštelės augimo paviršiaus. Šis veiksmas 

atliekamas siekiant pašalinti žuvusias ir neprisitvirtinusias prie augimo paviršiaus ląsteles. 

Terpė su antibiotikais sušildoma 37 ℃ temperatūros vandens vonelėje. Flakonas su ląstelėmis 

mikroskopuojamas. Terpė iš flakono nupilama ir užpilama 8 ml naujos terpės (paliekant per 

savaitgalį, kad ląstelės augtų ir nežūtų, užpilama 13 ml terpės). Inkubuojama 37 ℃ temperatūroje, 

esant 5 proc. CO2 ir 20 proc. O2 sąlygoms. 

2.3.5. Ląstelių persėjimas 

Ląstelės persėjamos, kai ląstelės dengia daugiau nei 80 proc. flakono augimo paviršiaus, dažniausiai 

praėjus vienai savaitei laiko po užsėjimo. 

Terpės su antibiotikais ir be antibiotikų, tripsino ir PBS tirpalai sušildomi 37 ℃ temperatūros 

vandens vonelėje. Flakonas mikroskopuojamas, nupilama sena terpė. Siekiant nuplauti terpės 

likučius, chelatorius ir žuvusias ląsteles, ant ląstelių du kartus užpilama po 2 ml PBS tirpalo be 

magnio ir kalcio jonų, atsargiai pavartoma, nupilama. Siekiant atkelti ląsteles nuo flakono augimo 

paviršiaus ir suardyti ryšius tarp ląstelių užpilama 3 ml tripsino tirpalo, kurio sudėtyje yra EDTA. 

HUVEC ląstelės inkubuojamos 4 min., HepG2 ląstelės – 8 min. 37 ℃ temperatūroje, esant 5 proc. 

CO2 ir 20 proc. O2 sąlygoms. Mikroskopuojama – ląstelės turi “plaukti“ flakono augimo paviršiuje. 

Jei pastebima, kad yra daug neatkibusių ląstelių galima sukelti mechaninį poveikį – švelniai 

trinktelėti flakoną per stalviršį. Tripsino neutralizacijai į flakoną įpilama 6 ml terpės be antibiotiko. 

Į 15 ml mėgintuvėlį perpilamas flakono turinys, centrifuguojama centrifugoje (Heraeus Pico 21 

Centrifuge, ThermoFisherScientific, JAV) 7 min. 300 × g greičiu. Iš mėgintuvėlio nupilamas 

 

19 pav. HUVEC (dešinėje) ir HepG2 (kairėje) ląstelių vaizdas per transmisinį mikroskopą (EVOS XL Core 

Cell Imaging System, ThermoFisherScientific, JAV). 
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supernatantas, užpilama terpės be antibiotiko iki 1 ml žymės, supipetuojama. Patikrinamas ląstelių 

gyvybingumas ir nustatoma koncentracija (žr. 2.3.7. Ląstelių gyvybingumo ir koncentracijos 

nustatymas). Vienam šulinėliui užsėti naudojama 3,0·105 gyvybingų ląstelių, siekiant po 24 val. jas 

naudoti eksperimentui. Į šešių šulinėlių plokštelę įpilama po 2 ml terpės su antibiotikų mišiniu ir 

atitinkamas kiekis HUVEC (arba HepG2) ląstelių. Ant plokštelės užrašomas ląstelių linijos 

pavadinimas, data. Plokštelė mikroskopuojama, inkubuojama 37 ℃ temperatūroje, esant 5 proc. 

CO2 ir 20 proc. O2 sąlygoms. 

2.3.6. Ląstelių užšaldymas 

Likusios ląstelės, nepanaudotos tolimesniems tyrimams, buvo užšaldytos. Ląstelės kaupiamos tam, 

kad pasiekus specifinį ląstelių linijos persėjimų skaičių būtų galima atšildyti ir tęsti tyrimą su 

ląstelėmis, kurių persėjimo skaičius mažesnis. Šiame tyrime naudotų HUVEC ląstelių didžiausias 

persėjimo skaičius buvo 10. Kuo didesnis ląstelių persėjimų skaičius, tuo prastesnis jų dalijimasis, 

gali kisti ląstelių morfologija ir savybės. Tyrime naudotų žmogaus hepatoblastomos ląstelių 

didžiausias persėjimo skaičius – 32. 

Užšaldymo eiga: vykdoma ląstelių persėjimo eiga iki kol patikrinamas ląstelių gyvybingumas (žr. 

2.3.5. Ląstelių persėjimas). Užšaldymui naudojama gyvybingų ląstelių koncentracija 0,5·106, 

siekiant užtikrinti, kad vėliau ląsteles naudojant tyrimams atsigautų reikiamas jų kiekis. Tuomet į 

kriomėgintuvėlį įpilama 900 µl ląstelių suspensijos (jei reikia gali būti skiedžiama terpe be 

antibiotiko iki reikiamo tūrio). Po to į tą patį mėgintuvėlį, palenktą 45° kampu, lėtai įpilamas 

DMSO tirpalas. Švelniai supipetuojama, mėgintuvėlis užsukamas, kelis kartus pavartomas. 

Šaldoma palaipsniui – 1 val. laikomas šaldiklyje -20 ℃ temperatūroje, vėliau kriomėgintuvėlis 

pernešamas termoizoliacinėje dėžėje ant ledo ir laikomas šaldiklyje -80 ℃ temperatūroje. 

2.3.7. Ląstelių gyvybingumo ir koncentracijos nustatymas 

Į mėgintuvėlį įpilama 10 µl tripano mėlio dažo ir 10 µl ląstelių suspensijos. Švelniai supipetuojama. 

Į ląstelių skaičiavimo kamerą (Countess™ Cell Counting Chamber Slides) perkeliama 10 µl 

mišinio. Kamera įstatoma į automatinį ląstelių skaičiuotuvą (CountessTM II FL Automated Cell 

Counter, ThermoFisherScientific, JAV), kuriuo nustatinėjamas ląstelių gyvybingumas ir 

koncentracija. Siekiant kuo tiksliau nustatyti ląstelių koncentraciją, nurodyti parametrai 

išmatuojami keliose skirtingose kameros vietose ir išvedamas ląstelių koncentracijų rezultatų 

vidurkis. Pagal tai atitinkamai paskaičiuojamas reikiamas ląstelių kiekis vienam šulinėliui 

plokštelėje. 

2.3.8. HepG2 ląstelių analizė dėl mikoplazmų užterštumo PGR metodu 

Siekiant išsiaiškinti HepG2 ląstelių kultūros užterštumą mikoplazmomis, buvo atlikta mikoplazmų 

aptikimo analizė PGR metodu vaizdą vizualizuojant elektroforeze po UV šviesos šaltiniu. 

Mikoplazmų aptikimui naudojamas e-MycoTM Mycoplasma PCR Detection Kit (iNtRON 

Biotechnology, Inc., Pietų Korėja) rinkinys. Rinkinio komponentai ir jų sudėtis pateikiami 

1 lentelėje. Analizuojamų ląstelių DNR ekstrakcija atlikta virimo metodu. 
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1 lentelė. e-MycoTM Mycoplasma PCR Detection Kit rinkinio komponentai ir jų sudėtis 

Rinkinio komponentai Sudėtis 

Iš anksto paruoštas mikoplazmos PGR 

mišinys (e-MycoTM Mycoplasma PCR 

Premix) 

<0,01 % Hot start Taq DNR polimerazė 

<0,01 % dATP, dTTP, dGTP, dCTP 

<0,005 % mikoplazmų pradmenys, vidinė kontrolė 

<0,001 % 8-MOP (ištirpinta DMSO tirpale) 

Kontrolinė DNR <0,01 % rekombinantinė DNR su įterpta M. hyorhinis daline 16S seka 

Išgrynintas vanduo Išgrynintas vanduo be DNR ir RNR fermentų 

Ląstelių suspensija, kurios koncentracija didesnė negu 5·104 (koncentracijos nustatymą žr. 2.3.7.

 Ląstelių gyvybingumo ir koncentracijos nustatymas), perpilama į 1,5 ml mėgintuvėlį, 

centrifuguojama 15 sek., supernatantas nupilamas. Įpilamas 1 ml PBS tirpalo, siekiant pašalinti 

terpę ir žuvusias ląsteles, centrifuguojama 15 sek., supernatantas nupilamas. Praplovimas fosfatiniu 

buferiniu tirpalu pakartojamas dar kartą. Įpilama 100 µl PBS tirpalo, švelniai supipetuojama, 

ląstelių suspensija perkeliama į 200 µl tūrio mėgintuvėlį. Mėgintuvėlis virinamas termocikleryje 

(Biometra TProfessional Thermocycler, Biometra GmbH, Vokietija) 95 °C temperatūroje 

10 minučių, purtomas purtykle 10 sek., centifuguojamas 2 min. 13 000 rpm greičiu. Paruošiami 

mėginiai polimerazės grandininei reakcijai: į paruoštus e-MycoTM Mycoplasma PCR Premix 

mėgintuvėlius įpilama atitinkamai neigiamai kontrolei – 20 µl išgryninto vandens; teigiamai 

kontrolei – 10 µl išgryninto vandens ir 10 µl kontrolinės DNR; analizuojamui mėginiui – 10 µl 

išgryninto vandens ir 10 µl nucentifuguotų HepG2 ląstelių supernatanto. Mėgintuvėlių turinys 

sumaišomas purtykle. Mėgintuvėliai įdedami į termociklerį – vykdoma PGR reakcija. Šis metodas 

naudojamas siekiant padauginti ląstelių DNR kiekį mėgintuvėlyje. Denatūracijos metu dvigrandė 

DNR paverčiame viengrande. Hibridizacijos metu prisijungia pradmenys prie vienos DNR 

grandinės 5` galo ir kitos grandinės 3` galo. Elongacijos metu karščiui atspari Taq polimerazė 

sujungia nukleotidus į grandinę ir yra sintetinamas DNR fragmentas. Polimerazės grandininės 

reakcijos sąlygos pateiktos 2 lentelėje.  

2 lentelė. PGR vykdymo sąlygos mikoplazmų nustatymui HepG2 ląstelių kultūroje 

PGR sąlygos Temperatūra Laikas 

Pradinė denatūracija 94 °C 1 min. 

 

35 ciklai 

Denatūracija 94 °C 30 sek. 

Hibridizacija 60 °C 20 sek. 

Elongacija 72 °C 1 min. 

Galutinė elongacija 72 °C 5 min. 

Atlikus polimerazės grandininę reakciją, vykdoma elektroforezė gelyje. Šio metodo metu yra 

atskiriamos nukleorūgščių molekulės pagal dydį. Neigiamai įkrautos nukleorūgštys (dėl fosfato 

liekanos) elektriniame lauke juda anodo (teigiamo krūvio) link. Paruošiamas 2 proc. agarozės gelis 

(0,7 g agarozės ištirpinama 35 ml 1× TBE buferinio tirpalo mikrobangų krosnelėje). Palaukiama, 

kol mišinys šiek tiek atvės, tuomet įpilama 2,5 µl etidžio bromido, išmaišoma. Mišinys supilamas į 

gelio liejimo plokštelę, prieš tai įdėjus šukutes šulinėliams suformuoti. Laukiama 15–20 min., kol 

gelis sustings. Į elektroforezės vonelę įdedamas sustingęs agarozės gelis su plokštele, prieš tai 

atsargiai išimant šukutes. Vonelė užpildoma 1× TBE tirpalo iki didžiausios leistinos ir nurodytos 

ant vonelės šono ribos (žr. 20 pav.). Paruošiami mėginiai elektroforezei: 2 µl 6× DNR dažo atskirai 
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sumaišoma su 10 µl teigiama, neigiama kontrolėmis ir analizuojamu bandiniu. Mėginiai užnešami į 

šulinėlius – į pirmąjį dedama 5 µl DNR 100bp molekulinės masės žymens, į kitus – po 10 µl 

paruoštos neigiamos, teigiamos kontrolės ir analizuojamo bandinio. Prie vonelės prijungiami 

elektrodai, įjungiamas elektros srovės šaltinis. Elektroforezė vykdoma 60 min., esant 80 V įtampai. 

Pasibaigus DNR molekulių atskyrimo procesui, gelis perkeliamas į UV šviesos kamerą (Biometra 

BDAdigital, Biometra GmbH, Vokietija) ir naudojant programinę įrangą BioDocAnalyze rezultatas 

yra vizualizuojamas. 

Atlikus DNR kiekio pagausinimą PGR metodu ir atskyrus molekules pagal dydį elektroforezės 

gelyje metodu bei gelio vaizdą išryškinus po UV šviesos šaltiniu pastebima, kad elektroforezė 

pavyko, kadangi DNR 100 bp molekulinės masės žymuo buvo atskirtas. Žinoma, kad neigiamos 

kontrolės molekulinė masė yra apie 160 bp, todėl gelyje pastebima, jog neigiama kontrolė yra tarp 

100 bp ir 200 bp lyginant pagal molekulinės masės žymenį. Teigiamos kontrolės (trečiasis šulinėlis) 

masė yra apie 270 bp todėl ji yra tarp 200 bp ir 300 bp. Trečiame šulinėlyje žemiau teigiamos 

kontrolės, pastebima vidinė kontrolė, sutampanti su neigiama kontrole. Iš ketvirto šulinėlio 

atsiskyrusi HepG2 ląstelių DNR mėginio fragmentas yra apie 160 bp masės ir sutampa su 

neigiamos kontrolės fragmentu (žr. 21 pav.). Atsižvelgiant į šiuos duomenis, nustatyta, kad 

elektroforezė atlikta tinkamai ir mikoplazmų HepG2 ląstelėse nerasta. 

 

20 pav. Elektroforezės vonelė su agarozės geliu. Juodas elektrodas – katodas, raudonas – anodas. Neigiamai 

įkrautos molekulės juda teigiamai įkrauto anodo link (iš kairės į dešinę) 
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2.3.9. Vaistų tirpalų paruošimas 

Rivaroksabano tirpalas paruoštas naudojant Xarelto 20 mg tabletę (Bayer, Vokietija), kuri buvo 

susmulkinta grūstuvėje. Žinoma, kad 92–95 proc. vaisto fiziologinėmis sąlygomis susijungia su 

serumo albuminu, todėl buvo paruoštas albumino tirpalas 100 mg jaučio serumo albumino tirpinant 

900 µl fiziologinio tirpalo. Rivaroksabanas tirpinamas albumino tirpale. 

Sakubitrilo / valsartano tirpalas paruoštas naudojant Entresto 49 mg/51 mg plėvele dengta tabletę 

(Novartis, JAV). Tabletė susmulkinta grūstuvėje. Tirpinama 1 ml dejonizuoto vandens. Mišinys 

maišomas purtykle (IKA MS1 Minishaker, Akribis Scientific Limited, D. Britanija). 

Centrifuguojama centrifuga (Heraeus Megafuge 8 Centrifuge, ThermoFisherScientific, JAV) 5 min. 

8000 × g greičiu. Tirpalas perpilamas į 500 ml talpos butelį. Pripilama dejonizuoto vandens iki 

100 ml žymės. Autoklavuojama autoklave (Systec 2540 ELV, Systec GmbH, Vokietija). 

Mėgintuvėliuose parengiamos 100 µl tūrio, 0,1 µM, 0,2 µM, 0,5 µM, 1 µM, 2 µM, 5 µM, 10 µM 

rivaroksabano arba 0,05 µM, 0,1 µM, 0,25 µM, 0,5 µM, 1 µM, 2,5 µM, 5 µM sakubitrilo / 

valsartano vaisto koncentracijos jas skiedžiant su 0,9 mg/ml natrio chlorido tirpalu. Mėgintuvėliai 

su paruoštais tirpalais sumaišomi purtykle ir laikomi šaldytuve +4 ℃ temperatūroje. 

2.3.10. Ląstelių veikimas vaisto tirpalu 

Terpė iš šešių šulinėlių plokštelės pakeičiama – sena terpė nupilama, užpilama 2 ml naujos terpės su 

antibiotikų mišiniu. Į penkis šulinėlius įpilama 10 µl paruošto atitinkamų koncentracijų (0,1–10 

µM) rivaroksabano arba (0,05–5 µM) sakubitrilo / valsartano tirpalo prieš tai vaistą švelniai 

supipetavus. Šeštasis šulinėlis kontrolinis – į jį vaistas nepilamas. Plokštelė (žr. 22 pav.) su 

ląstelėmis išmaišoma švelniai vartant, kad vaistas pasiskirstytų po visą šulinėlio plotą. Ant 

plokštelės užrašomas ląstelių linijos pavadinimas, data, pažymimos vaisto koncentracijos, esančios 

kiekviename šulinėlyje. Plokštelė mikroskopuojama, inkubuojama 37 ℃ temperatūroje, esant 

5 proc. CO2 ir 20 proc. O2 sąlygoms. 

 

21 pav. HepG2 ląstelių užterštumo mikoplazmomis įvertinimas po PGR ir elektroforezės metodų rezultatą 

vizualizuojant po UV šviesos šaltiniu. Užterštumo mikoplazmomis įvertinimas neigiamas – analizuojamo 

mėginio fragmentas sutampa su neigiamos kontrolės fragmentu 
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22 pav. Šešių šulinėlių plokštelė. Kairiajame viršutiniame šulinėlyje yra kontrolė – terpė be vaisto. HUVEC 

ląstelės paveiktos sakubitrilo / valsartano tirpalu atitinkamos koncentracijomis: viršutiniame viduriniame 

šulinėlyje – 0,05 µM, dešiniajame – 0,1 µM, apatiniame kairiajame – 0,25 µM, viduriniajame – 0,5 µM, 

dešiniajame – 1 µM. 

2.3.11. Ląstelių lizavimas 

Surinkus terpę po 24 val. nuo ląstelių paveikimo vaistu, vykdomas ląstelių lizavimas, siekiant 

sužinoti ar metabolitai susidarė ląstelių viduje. Lizavimo procedūros eiga: į kiekvieną šulinėlį 

įpilama po 1 ml PBS tirpalo norint pašalinti žuvusias ląsteles ir nuplauti terpės likučius. Tirpalas 

nusiurbiamas, užpilama 750 µl tripsino tirpalo, kuris suardydamas ryšius tarp ląstelių jas atkelia nuo 

plokštelės. HUVEC ląstelės inkubuojamos 4 min., HepG2 ląstelės – 8 min. 37 ℃ temperatūroje, 

esant 5 proc. CO2 ir 20 proc. O2 sąlygoms. Po inkubacijos pro mikroskopą stebima ar atkibo visos 

ląstelės – ląstelės turi „plaukti“ šulinėlių paviršiuje. Jei pastebima, kad ląstelės nėra atkibusios 

galima sukelti mechaninį poveikį – švelniai trinktelėti šešių šulinėlių plokštelę per stalviršį. Į 

mėgintuvėlius įpilama po 1,2 ml terpės be antibiotiko. Ląstelių suspensija švelniai supipetavus 

perkeliama į ependorfus. Centrifuguojama centrifuga (Heraeus Pico 21 Centrifuge, 

ThermoFisherScientific, JAV) 5 min. 300 × g greičiu. Supernatantas nupilamas, į kiekvieną 

mėgintuvėlį įpilama po 1 ml šalto PBS tirpalo, švelniai supipetuojama, centrifuguojama centrifuga 

(Heraeus Megafuge 16R Centrifuge, ThermoFisherScientific, JAV), palaikančia 4 ℃ temperatūrą, 

10 min. 1500 rpm greičiu. Supernatantas nusiurbiamas, įpilama 300 µl šalto lizės buferio, 

mėgintuvėlių turinys sumaišomas purtykle, inkubuojama termoizoliacinėje dėžutėje ant ledo 

10 min., maišoma purtykle. Mėgintuvėliai centrifuguojami 15 000 rpm greičiu 15 min. 4 ℃ 

temperatūroje. Supernatantas perpilamas į naujus mėgintuvėlius, kurie pernešami termoizoliacinėje 

dėžutėje ant ledo ir laikomi šaldiklyje -80 ℃ temperatūroje. 

2.3.12. CYP4F2 fermento koncentracijos nustatymas ELISA metodu 

Citochromo P450 4F2 baltymo įvertinimas atliktas naudojant „sumuštinio“ tipo imunofermentinį 

analizės metodą ELISA. Fermento kiekio įvertinimas nustatytas kontroliniuose ir sakubitrilu / 

valsartanu paveiktų ląstelių lizatuose. Lizatų paruošimo eiga aprašyta 2.3.11. Ląstelių lizavimas 

skyriuje. 

Citochromo P450 4F2 baltymo koncentracijos nustatymui buvo naudotas Enzyme-linked 

Immunosorbent Assay Kit For Cytochrome P450 4F2 (CYP4F2) (Cloud-Clone Corp., JAV) ELISA 

rinkinys. Į mikroplokštelės juostelių šulinėlius įpilama po 100 µl analizuojamų mėginių ląstelių 

 



38 

lizatų. Mikroplokštelė uždengiama plėvele, inkubuojama 1 val. 37 °C temperatūroje. Šio etapo metu 

mėginiuose esantys CYP4F2 antigenai jungiasi su specifiniais antikūnais, kuriais yra iš anksto 

padengtas šulinėlio dugnas. Šulinėlių turinys nusiurbiamas, į kiekvieną šulinėlį įpilama po 100 μl A 

reagento, šulinėliai uždengiami plėvele, inkubuojama 1 val. 37 °C temperatūroje. Reagente A yra 

biotinu konjuguotų antikūnų specifiškų CYP4F2 fermentui. Tuomet vykdomas plovimo etapas – 

šulinėliai tris kartus praplaunami 350 μl plovimo buferiu (pašalinami nesusijungę antikūnai ir 

antigenai), šulinėliai gerai nusausinami ant popieriaus. Į kiekvieną šulinėlį įpilama B reagento po 

100 μl, šulinėliai uždengiami plėvele, inkubuojama 30 min. 37 °C temperatūroje. B reagentas 

dedamas siekiant padidinti metodo jautrumą, kadangi jame esantis avidinas konjuguotas su krienų 

peroksidaze jungiasi su biotinu. Kartojamas praplovimo etapas penkis kartus, plokštelė gerai 

nusausinama. Į šulinėlius įpilama po 90 μl substrato tirpalo, šulinėliai uždengiami plėvele, 

inkubuojama 20 min. 37 °C temperatūroje tamsoje. Šio etapo metu substratas tetrametilbenzidinas 

jungiasi prie fermento krienų peroksidazės. Skystis šulinėliuose nusidažo mėlyna spalva, jei šiuose 

susidaro CYP4F2 fermento, biotinu konjuguotų antikūnų ir fermentu konjuguotų avidino 

kompleksai. Reakcija sustabdoma į šulinėlius įpylus po 50 μl stabdančiojo tirpalo (sieros rūgšties), 

stebimas tirpalo spalvos pokytis iš mėlynos į geltoną (žr. 23 pav.). Atliekamas spektrofotometrinis 

matavimas, esant 450 nm bangos ilgiui su plokštelių skaitytuvu Stat Fax 4200 (Awaraness 

Technologies, JAV). Išmatuoti mėginių optiniai tankiai parodo CYP4F2 fermento koncentraciją 

mėginiuose. 

 

23 pav. CYP4F2 koncentracijos nustatymas HepG2 ląstelių lizatuose (pirma juostelė) ELISA metodu 96 

šulinėlių mikroplokštelėje. Stebimas spalvos pokytis į geltoną po reakcijos sustabdymo pridėjus stabdančiojo 

tirpalo (sieros rūgšties) 

2.3.13. Ląstelių transfekcija hsa-miR-24-3p 

Transfekcija atliekama po 24 val. nuo ląstelių užsėjimo, ląstelėms padengus 60–80 proc. šulinėlio 

augimo paviršiaus ploto. Siekiant išvengti transfekcijos efektyvumo sumažėjimo, yra naudojama 

terpė be antibiotikų, kuri sušildoma vandens vonelėje. 

Atliekami lipofektamino ir miRNR skiedimai trims šulinėliams. Į du ependorfus įpilama po 450 µl 

specialios terpės. Į vieną mėgintuvėlį įpilama 27 µl lipofektamino, į kitą – 9 µl miRNR. 

Mėgintuvėliai sumaišomi purtykle. 

Į praskiestos hsa-miR-24-3p mėgintuvėlį įpilamas toks pats tūris praskiesto lipofektamino – 459 µl 

(santykis miRNR:lipofektaminas, 1:1). Inkubuojama 5–10 min. kambario temperatūroje, kad 
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susidarytų liposomos, kurios apgaubtų miRNR ir perneštų ją į ląsteles. Šulinėliuose pakeičiama 

ląstelių terpė su pašildyta terpe be antibiotikų. Į tris šulinėlius lėtai virš terpės lašinant po vieną lašą, 

po visą šulinėlio plotą, įlašinama po 300 µl miRNR-liposomų komplekso. Terpė švelniai 

supipetuojama. Kiti trys šulinėliai kontroliniai – į juos miRNR-liposomų kompleksas nepilamas. 

Inkubuojama 37 ℃ temperatūroje, esant 5 proc. CO2 ir 20 proc. O2 sąlygoms. 

Praėjus 24 val. po ląstelių transfekcijos, iš šulinėlių terpė nupilama, užpilama nauja terpė su 

antibiotikais, prieš tai ją pašildžius vandens vonelėje. Į kontrolinius ir transfekuotų ląstelių 

šulinėlius įpilama po 10 µl paruoštų sakubitrilo / valsartano vaisto koncentracijų (0,05 µM, 0,5 µM, 

5 µM) (žr. 24 pav.). Inkubuojama 37 ℃ temperatūroje, esant 5 proc. CO2 ir 20 proc. O2 sąlygoms. 

Toliau vykdomas terpės koncentravimas (žr. 2.2.14. Terpės koncentravimas ir paruošimas 

tolimesniems tyrimams). 

2.3.14. Terpės koncentravimas ir paruošimas tolimesniems tyrimams 

Praėjus 24 val. po ląstelių paveikimu vaistu, terpė iš šešių šulinėlių plokštelės surenkama į 1,5 ml 

mėgintuvėlius (ependorfus). Mėgintuvėliai su terpe koncentruojami koncentratoriuje (SavantTM 

DNA120 SpeedVacTM Concentrator, ThermoFisherScientific, JAV) vakuume +55 ℃ temperatūroje 

iki 300 µl tūrio. Sukoncentruota terpė perkeliama į cheminius mėgintuvėlius su integruotu stiklo 

įdėklu. Tęsiami tyrimai naudojant skysčių chromatografijos-masių spektrometrijos, infraraudonųjų 

ir ultravioletinių spindulių spektroskopijos metodus. 

2.3.15. Kokybinė mėginių analizė ATR-FTIR spektroskopijos metodu 

HUVEC ląstelių terpės ir lizatų IR spektroskopijos analizė buvo atliekama su IR spektrofotometru 

(Spectrum Two™ FT-IR Spectrometer, PerkinElmer, JAV) valdomu kompiuterine programa 

PerkinElmer Spectrum™. Iš pradžių atliekamas foninis nuskaitymas, gaunamas foninis IR spektras, 

tuomet užrašomi bandinių IR spektrai – lašas bandinio dedamas ant kristalo. Šiuose spektruose yra 

ieškomos analitės ir fono junginių absorbcijos juostos. Kompiuterinė programa iš bandinių spektrų 

automatiškai atima foninį spektrą. Gaunamas analitės spektras be pašalinių triukšmų [143]. 

 

24 pav. HUVEC ląstelių transfekcija hsa-miR-24-3p šešių šulinėlių plokštelėje. Viršutiniuose šulinėliuose 

yra kontrolės – HUVEC ląstelės paveiktos atitinkamai iš kairės į dešinę 0,05 µM, 0,5 µM ir 5 µM 

koncentracijų sakubitrilo / valsartano tirpalu. Apatiniuose šulinėliuose transfekuotos HUVEC ląstelės 

paveiktos sakubitrilo / valsartano tirpalu atitinkamos koncentracijomis: iš kairės į dešinę 0,05 µM, 0,5 µM ir 

5 µM 
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Pateiktuose 25 ir 26 paveiksluose matyti, kad tiriamųjų terpių ir lizatų mėginių absorbcijos juostos 

sutampa su kontrolinių mėginių. Šis metodas nėra tinkamas identifikuoti vaistus, kadangi ląstelės 

yra veikiamos per mažomis vaisto koncentracijomis. 

Skirtingai nei ląstelių terpių infraraudonųjų spindulių spektruose, lizatų spektruose (žr. 26 pav.) 

stebima papildoma absorbcija ties 2060,1 cm-1, kuria yra identifikuojama trigubą ryšį turinti 

funkcinė grupė. Šiuo atveju, tai yra lizės buferio vienos iš sudedamųjų dalių – guanidino tiocianato 

– cianido (CN) grupė. 

 

26 pav. HUVEC ląstelių, paveiktų sakubitrilo / valsartano tirpalu, ir kontrolės lizatų IR spektrai 

2.3.16. Kiekybinė bandinių analizė UV-RŠ spektroskopijos metodu 

Vaistu paveiktų HUVEC ląstelių terpės ir lizatai buvo analizuojami UV spektrofotometriniu 

metodu. Tyrimas atliktas naudojantis Nanodrop 2000™ spektrofotometru (ThermoFisherScientific, 

JAV) sujungtu su kompiuterine programa ND-1000 (v3.7.1). Tyrimui imama 2 µl tirpalo. Kaip ir IR 

spektroskopijos metodo metu, kompiuterinė programa iš analitės spektrų atima pašalinius 

triukšmus. 

Iš literatūros žinoma, kad sakubitrilo ir valsartano didžiausia absorbcija stebima ties 254 nm [144]. 

Ištyrus didžiausios koncentracijos – 5 µM sakubitrilo / valsartano tirpalą (žr. 27 pav.) pastebima, 

kad absorbcija atitinka pateiktą literatūroje. Išmatavus HUVEC ląstelių terpių absorbciją 

(žr. 28 pav.), matyti, kad spektrai yra iškraipomi dėl terpės ir joje esančių junginių. Ląstelių lizatų 

 

25 pav. HUVEC ląstelių, paveiktų sakubitrilo / valsartano tirpalu, ir kontrolės terpių IR spektrai 
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mėginių spektrų užrašyti nepavyko galimai dėl susidariusių kompleksų tarp sakubitrilo ir 

neprilizino šiuose mėginiuose, kadangi yra žinoma, jog neprilizinas išsidėstęs ant endotelio ląstelių 

plazminių membranų [145]. Atsižvelgiant į tai, šis metodas nėra tinkamas siekiant nustatyti vaisto 

koncentraciją ląstelių terpėse. 

2.3.17. Vaisto ir metabolitų nustatymas ultraefektyviosios skysčių chromatografijos-trigubo 

kvadrupolio masių spektrometrijos metodu (UPLC-TQD-MS) 

Paveiktų vaistu ląstelių terpės ir lizatų analizė buvo atlikta panaudojus Acquity H-class UPLC 

system (Waters, JAV) chromatografą sujungtą su trigubo kvadrupolio masių spektrometriniu (Xevo, 

Waters, JAV) analizatoriumi. Analičių išskirstymui panaudota chromatografinė kolonėlė ACQUITY 

UPLC BEH C18 (1,7 µm, 2,1×100 mm). Analizės metu išlaikyta pastovi 40 ℃ temperatūra. 

Mobilią fazę sudarė šie eliuentai: 0,1 proc. skruzdžių rūgšties tirpalas (A) ir acetonitrilas (B); 

tėkmės greitis – 0,4 ml/min. Gradientinės eliucijos sąlygos pateiktos 3 lentelėje. 

3 lentelė. Ultraefektyviosios skysčių chromatografijos-trigubo kvadrupolio masių spektrometrijos metodo 

gradientinės eliucijos sąlygos 

Laikas, min 
Eliuentas A (0,1 proc. skruzdžių rūgšties 

tirpalas), proc. 
Eliuentas B (acetonitrilas), proc. 

0 95 5 

0,5 95 5 

3 65 35 

5 40 60 

7 10 90 

8 5 95 

8,1 95 5 

10 95 5 

 

27 pav. UV-RŠ spektrai (viršutinysis dešinysis spektras – 5 µM sakubitrilo / valsartano tirpalas, likusieji – 

HUVEC ląstelių, paveiktų vaistu, terpių mėginių spektrai) 
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Masių spektrometrijoje naudotas elektropurkštuvinis jonizacijos šaltinis, kurio temperatūra 150 °C. 

Atliktas teigiamos jonizacijos skenavimas. Kiti masių spektrometro parametrai: kapiliaro įtampa – 

3500 V, kūgio įtampa – 50 V, tirpiklio išgarinimo temperatūra – 600 °C, dujų srautas – 800 l/val. 

Analizė atlikta daugialypių reakcijų stebėjimo (MRM) režimu. 

2.3.18. Vaisto ir jo metabolitų nustatymas skysčių chromatografijos-kvadrupolio praskriejimo 

laiko masių spektrometrijos metodu (LC-QTOF-MS) 

HUVEC ląstelių terpė buvo analizuojama panaudojus skysčių chromatografijos-kvadrupolio 

praskriejimo laiko masių spektrometrijos metodą. Chromatografinė analizė atlikta naudojant 

kolonėlę ACQUITY UPLC BEH C18 (1,7 μm, 2,1×100 mm). Judriąją fazę sudarė 0,1 proc. 

skruzdžių rūgšties tirpalas (A) ir acetonitrilas (B), santykiu 75A:25B. Tėkmės greitis 0,4 ml/min. 

LC-QTOF-MS, veikiančio teigiamo jonizacijos režimu, parametrai buvo nustatyti taip: kapiliarinė ir 

purkštuvo įtampos 4000 V ir 500 V atitinkamai, džiovinimo dujų temperatūra – 200 °C, dujų 

tėkmės greitis – 10 l/min. Masių spektrometro nuskaitymo diapazonas 80–1200 m/z. Gautos 

junginių molekulinės formulės, m/z vertės ir fragmentacijos duomenys buvo lyginami su integruota 

junginių duomenų baze, kuria remiantis buvo identifikuoti junginiai. 
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3. Tyrimų rezultatai ir jų aptarimas 

3.1. Rivaroksabano metabolitų tyrimai HUVEC ląstelėse 

3.1.1. Rivaroksabano metabolizmo charakterizavimas HUVEC ląstelių terpių mėginiuose 

UPLC-TQD-MS metodu  

Bendradarbiaujant kartu su LSMU Farmacijos fakulteto studente buvo įvertintas rivaroksabano 

metabolizmas endotelio ląstelėse. Ištyrus dviejų pakartojimų (tiriamųjų n = 14, kontrolinių n = 2) 

mėginių ląstelių terpę, paveiktą skirtingomis rivaroksabano koncentracijomis (0,1 µM, 0,2 µM, 

0,5 µM, 1 µM, 2 µM, 5 µM, 10 µM) naudojant ultraefektyviosios skysčių chromatografijos-trigubo 

kvadrupolio masių spektrometrijos metodą ir remiantis literatūroje pateiktais duomenimis buvo 

identifikuotas rivaroksabanas, kurio vidutinis sulaikymo laikas buvo 2,34 min. Nustatyti ir septyni 

jo metabolitai: M-1, M-2, M-5, M-8, M-10, M-11, M-18.  

Tyrimo metu M-2 metabolitas (žr. 28 pav.), kurio molekulės jono fragmentas [M+H]+ = 452 m/z ir 

sulaikymo laikas 0,53 min., buvo nustatytas tik 5 µM koncentracijos paveiktuose ląstelių terpių 

mėginiuose. Metabolitas M-1 (žr. 28 pav.), kurio molekulės jono fragmentas [M+H]+ = 468 m/z, 

buvo identifikuotas mėginiuose, paveiktuose 0,1 µM, 1 µM, 5 µM rivaroksabano koncentracijos 

tirpalais. Vidutinis šio junginio sulaikymo laikas – 0,33 min. Metabolitas M-5 (žr. 28 pav.), kurio 

molekulės jono fragmentas [M+H]+ = 454 m/z, buvo identifikuotas 0,1 µM, 0,2 µM, 1 µM, 5 µM 

rivaroksabano koncentracijos mėginiuose. M-5 nustatytas vidutinis sulaikymo laikas – 4,27 min.  

Metabolitas M-8 (žr. 29 pav.), kurio molekulės jono fragmentas [M+H]+ = 452 m/z, buvo 

identifikuotas 0,2 µM, 0,5 µM, 1 µM, 2 µM koncentracijos mėginiuose. Nustatytas vidutinis 

junginio sulaikymo laikas – 2,97 min. M-10 metabolito (žr. 29 pav.), kurio nustatytas vidutinis 

sulaikymo laikas – 0,56 min., molekulės jono fragmentas [M+H]+ = 468 m/z. Šis junginys 

identifikuotas mėginiuose, paveiktuose 0,1 µM, 0,2 µM, 0,5 µM, 2 µM, 10 µM koncentracijos 

tirpalais. M-11 metabolitas (žr. 29 pav.) nustatytas 0,1 µM, 0,2 µM, 5 µM koncentracijos 

mėginiuose. Jo molekulės jono fragmentas [M+H]+ = 468 m/z, vidutinis sulaikymo laikas – 

3,03 min. Metabolitas M-18 (žr. 29 pav.) buvo identifikuotas visuose skirtingų rivaroksabano 

koncentracijų mėginiuose. Vidutinis sulaikymo laikas – 2,89 min., nustatytas molekulės jono 

fragmentas [M+H]+ = 307 m/z. 

 

28 pav. Rivaroksabano metabolitų M-2, M-1 ir M-5 chromatogramos 
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Yra žinoma, kad rivaroksabano M-2 metabolito žiedas deciklizuojasi sudarydamas M-1 metabolitą, 

todėl yra sunkiai identifikuojamas. Ištirta, kad M-15 metabolitas virsta M-16 metabolitu, kuris 

toliau skyla į alkoholį M-17 ir karboksirūgštį M-18. Endotelio ląstelėse buvo identifikuotas tik 

galutinis metabolitas M-18. Kiti metabolitai, kurie literatūroje buvo nustatomi tiriant kepenų 

ląsteles, HUVEC ląstelėse nebuvo nustatyti. Kepenyse vyksta pagrindinė vaistų deaktyvacija ir 

metabolizmas, todėl kepenyse yra nustatoma didesnė vaistus metabolizuojančių fermentų įvairovė. 

Šie tyrimai parodė, kad rivaroksabano metabolizmas vyksta endotelio ląstelėse. 

3.1.2.  (Z)-dokos-13-enamido koncentracijos pokyčiai HUVEC ląstelių terpių mėginiuose 

paveiktose skirtingomis rivaroksabano koncentracijomis 

Siekiant įvertinti rivaroksabano poveikį ląstelių metabolizmui, buvo atlikta detali mėginių analizė 

naudojant skysčių chromatografijos-kvadrupolio praskriejimo laiko masių spektrometrijos metodą. 

Identifikuotas naujas junginys, susijęs su rivaroksabano poveikiu – (Z)-dokos-13-enamidas (dar 

žinomas kaip 13-dokosenamidas arba erukamidas) (žr. 30 pav.), kurio sulaikymo laikas 5,4 min. 

Gauti duomenys parodė, kad didėjant rivaroksabano koncentracijai mažėja (Z)-dokos-13-enamido 

koncentracija (žr. 30 pav.). 

    

29 pav. Identifikuotų rivaroksabano metabolitų M-8, M-10, M-11, M-18 chromatogramos 
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3.2. Sakubitrilo metabolitų tyrimai HUVEC ląstelėse 

3.2.1. Sakubitrilo / valsartano ir metabolitų tyrimas HUVEC ląstelėse LC-QTOF-MS 

metodu 

Siekiant nustatyti vaistus ir susidariusius junginius sakubitrilu / valsartanu paveiktose endotelio 

ląstelėse buvo naudotas skysčių chromatografijos-kvadrupolio praskriejimo laiko masių 

spektrometrijos metodas, kuris pasižymi dideliu specifiškumu. Nustatyti trys ieškomi junginiai: 

pirmojo junginio sulaikymo laikas – 2,8 min., jo molekulės jono fragmentas [M+H]+ = 436 m/z, 

junginio molekulinė formulė yra C24H29N5O3. Antrojo junginio sulaikymo laikas – 3,1 min., jo 

protonizuotas jono fragmentas [M+H]+ = 412 m/z, junginio molekulinė formulė C24H29NO5. 

Trečiojo junginio sulaikymo laikas – 5,4 min., jo molekulės jono fragmentas [M+H]+ = 338 m/z, 

junginio molekulinė formulė yra C22H43NO. Įvertinus ir palyginus gautus duomenis su PubChem 

duomenų baze, buvo nustatyta, kad šie junginiai yra atitinkamai: valsartanas, sakubitrilas ir 

13-dokosenamidas. 31 paveiksle yra pateikta chromatograma su išfiltruotomis nustatytų junginių 

masėmis. Vaistų metabolitų nustatyti nepavyko. 

 

30 pav. HUVEC ląstelių terpių paveiktų rivaroksabanu ir kontrolinės terpės chromatograma, kurioje 

pastebimas 13-dokosenamidas sumažėjimas didinant rivaroksabano koncentraciją 
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MeOH_2-F,8_01_6424.d: BPC 79.0000-1201.0000 +All MS FullScan

Kontr_terpe_1213_2-E,1_01_6425.d: BPC 79.0000-1201.0000 +All MS FullScan

05uM_terpe_1213_2-E,2_01_6426.d: BPC 79.0000-1201.0000 +All MS FullScan

1uM_terpe_1213_2-E,3_01_6427.d: BPC 79.0000-1201.0000 +All MS FullScan

2uM_terpe_1213_2-E,4_01_6428.d: BPC 79.0000-1201.0000 +All MS FullScan

5uM_terpe_1213_2-E,5_01_6429.d: BPC 79.0000-1201.0000 +All MS FullScan

10uM_terpe_1213_2-E,6_01_6430.d: BPC 79.0000-1201.0000 +All MS FullScan
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3.2.2. Sakubitrilo, jo metabolito ir 13-dokosenamido kiekybinis nustatymas HUVEC ląstelių 

terpių mėginiuose UPLC-TQD-MS metodu 

Tyrimo metu buvo siekiama nustatyti sakubitrilo metabolizmą in vitro sąlygomis HUVEC ląstelėse. 

Naudojant UPLC-TQD-MS metodą buvo atlikta sakubitrilo ir jo metabolitų kokybinė analizė 

ląstelių terpėse. Iš viso ištirti n = 32 mėginiai (keturi pakartojimai), iš kurių buvo n = 4 kontroliniai 

mėginiai ir keturi kiekvienos vaisto koncentracijos (0,05 µM, 0,1 µM, 0,25 µM, 0,5 µM, 1 µM, 

2,5 µM, 5 µM) paveikti mėginiai. Sakubitrilas nebuvo nustatytas kontroliniuose mėginiuose, tačiau 

buvo identifikuotas visuose ląstelių terpių mėginiuose (žr. 32 pav.) paveiktuose skirtingomis vaisto 

koncentracijomis. Vidutinis sakubitrilo sulaikymo laikas – 6,37 min. Monoizotopinė jono masė – 

412 m/z, kokybinio nustatymo jono fragmento masė – 266 m/z. Standartu laikytas fiziologiniu 

tirpalu praskiestas ir paruoštas 5 µM koncentracijos sakubitrilo / valsartano tirpalas. Standarto 

sulaikymo laikas – 6,34 min. Sakubitrilo sulaikymo rezultatai tiek HUVEC ląstelių terpių 

mėginiuose, tiek standarto, yra labai panašūs, todėl galima teigti, kad veiklioji medžiaga nustatyta 

tinkamai. 

Remiantis literatūroje pateiktais metabolitų masės ir krūvio santykiais, buvo nustatytas M1 

metabolitas (žr. 32 pav.). Tyrimo metu identifikuoto metabolito monoizotopinė jono masė atitinka 

moksliniuose šaltiniuose nurodytą m/z santykį, kadangi junginiai buvo nustatinėjami pagal 

literatūroje pateiktus duomenis. Sakubitrilato (M1) monoizotopinė jono masė – 384 m/z, kokybinio 

nustatymo jono fragmento masė – 266 m/z. Vidutinis aktyvaus metabolito sulaikymo laikas – 

5,55 min. Kontroliniuose mėginiuose sakubitrilatas nebuvo nustatytas. 

Anksčiau atliktų tyrimų su rivaroksabanu metu nustatyti 13-dokosenamido koncentracijos pokyčiai 

priklausomai nuo rivaroksabano koncentracijos. Nuspręsta įvertinti ir šio junginio aktyvumą 

mėginiuose, paveiktuose sakubitrilu / valsartanu taikant UPLC-TQD-MS metodą. Monoizotopinė 

13-dokosenamido jono masė – 338 m/z, kokybinio nustatymo jono fragmento masė – 97 m/z. 

Vidutinis 13-dokosenamido sulaikymo laikas 8,61 min. Pastebima, kad galimas HUVEC ląstelių 

metabolitas buvo identifikuotas tiek kontroliniuose, tiek vaistu paveiktuose mėginiuose. Vidutiniai 

 

31 pav. Identifikuoti junginiai HUVEC ląstelių terpėse paveiktose didžiausia 5 µM sakubitrilo / valsartano 

koncentracija. Oranžine spalva pažymėtas valsartanas, mėlyna – sakubitrilas, žalia – 13-dokosenamidas 
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sakubitrilo ir jo aktyvaus metabolito – sakubitrilato (M1) bei 13-dokosenamido sulaikymo laikai 

ląstelių terpių mėginiuose pateikti 2 priede. 

 

32 pav. Identifikuoti junginiai (sakubitrilas, sakubitrilatas) HUVEC ląstelių terpėje 

Gautos chromatogramos buvo apdorotos kompiuterine programa ir apskaičiuoti identifikuotų 

junginių sulaikymo plotai. Pastebima, kad didėjant vaisto koncentracijai, didėja sakubitrilo ir jo 

aktyvaus metabolito kiekis tirtose HUVEC ląstelių terpėse. Mažiausio sakubitrilo sulaikymo ploto 

vidutinė reikšmė – 1924 paveikus HUVEC ląsteles 0,5 µM sakubitrilo / valsartano koncentracija, 

didžiausio sulaikymo ploto vidutinė reikšmė buvo paveikus su 5 µM vaisto koncentracija – 3491. 

Įvertinus sakubitrilo sulaikymo ploto pokytį kartais (PK) tarp koncentracijų, koncentracijos didėjo 

paveikus 0,1 µM, 0,25 µM, 1 µM ir 5 µM koncentracijomis. Paveikus 0,5 µM ir 2,5 µM 

koncentracijomis, stebėtas sumažėjimas (atsižvelgiant į ankstesnę koncentraciją). Metabolito M1 

mažiausia sulaikymo ploto vidutinė reikšmė – 813 (0,05 µM koncentracija), didžiausia – 3315 

(5 µM koncentracija). Sakubitrilato sulaikymo ploto PK > 1, nustatytas su 0,5 µM ir 2,5 µM 

koncentracijomis, su likusiomis – PK < 1, palyginus reikšmes tarp koncentracijų. 13-dokosenamido 

(žr. 33 pav.) kiekis buvo didesnis vaistu paveiktuose mėginiuose palyginus su kontrole. Vidutinis 

šio junginio sulaikymo plotas kontrolėje – 1703, paveikus ląsteles 0,05 µM vaisto koncentracija – 

1954. Didžiausios pokyčio kartais vertės stebimos esant 0,1 µM ir 5 µM sakubitrilo / valsartano 

koncentracijoms, PK reikšmės atitinkamai yra 2,47 ir 2,48 (žr. 4 lent.). 
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33 pav. Identifikuotas (Z)-dokos-13-enamidas HUVEC ląstelių terpėje 

4 lentelė. Sakubitrilo, M1 metabolito ir 13-dokosenamido sulaikymo plotų vertės nustatytos HUVEC ląstelių 

terpių mėginiuose UPLC-TQD-MS metodu 

Vaisto koncentracija 
Sulaikymo plotas 

Sakubitrilas M1 (sakubitrilatas) 13-dokosenamidas 

Kontrolė - - 1703 (-) 

0,05 µM sakubitrilas / valsartanas 894 (-) 813 (-) 1954 (PK = 1,15) 

0,1 µM sakubitrilas / valsartanas 2833 (PK = 3,17) 922 (PK = 1,13) 4206 (PK = 2,47) 

0,25 µM sakubitrilas / valsartanas 2965 (PK = 1,05) 2609 (PK = 2,83) 2887 (PK = 1,70) 

0,5 µM sakubitrilas / valsartanas 1924 (PK = 0,65) 2143 (PK = 0,82) 2710 (PK = 1,59) 

1 µM sakubitrilas / valsartanas 2757 (PK = 1,43) 2552 (PK = 1,19) 2987 (PK = 1,75) 

2,5 µM sakubitrilas / valsartanas 2617 (PK = 0,95) 2186 (PK = 0,86) 3123 (PK = 1,83) 

5 µM sakubitrilas / valsartanas 3491 (PK = 1,33) 3315 (PK = 1,52) 3889 (PK = 2,28) 

3.2.3. Sakubitrilo, jo metabolito ir 13-dokosenamido kiekybinis nustatymas HUVEC ląstelių 

lizatų mėginiuose UPLC-TQD-MS metodu ir CYP4F2 fermento koncentracijos 

nustatymas ELISA metodu 

Skysčių chromatografijos ir masių spektrometrijos metodu įvertintas sakubitrilo ir jo metabolitų 

susidarymas HUVEC ląstelių lizatuose, siekiant išsiaiškinti, kuri medžiaga (ląstelių terpės ar lizatai) 

yra tinkamesnė metabolizmo tyrimams atlikti. Iš viso ištirta ląstelių lizatų n = 8 (n = 1 kontrolinis, 

n = 7 vaistu paveikti mėginiai). Šiuose mėginiuose buvo identifikuotas sakubitrilas ir sakubitrilatas 

(M1), taip pat nustatytas naujas junginys 13-dokosenamidas (žr. 34 pav.). 13-dokosenamidas buvo 

identifikuotas ne tik vaistu paveiktuose mėginiuose, bet ir kontroliniuose mėginiuose (HUVEC 

ląstelių terpių mėginiuose 13-dokosenamidas taip pat buvo nustatytas). Vidutiniai sakubitrilo, M1 

metabolito ir 13-dokosenamido sulaikymo laikai buvo atitinkamai 6,37 min., 5,55 min. ir 8,63 min. 

Šių junginių sulaikymo laikai pateikti 3 priede. 
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34 pav. Nustatytas 13-dokosenamidas HUVEC ląstelių lizatuose 

Įvertinus sakubitrilo, jo metabolito ir 13-dokosenamido sulaikymo plotus (žr. 5 lent.) daroma 

išvada, kad vaisto ir jo metabolito koncentracijos yra nevertintinos, nes yra žemiau aparato 

detekcijos ribos (žr. 35 pav.). Galima teigti, jog provaisto ir sakubitrilato identifikavimui HUVEC 

ląstelių lizatai nėra tinkami. Atsižvelgiant į šiuos rezultatus, metabolizmo tyrimai buvo tęsiami tik 

su ląstelių terpių mėginiais. 

Tačiau, kai norima įvertinti fermento, kuris yra ląstelių viduje, aktyvumą, būtina tirti ląstelių lizatus. 

Paveikus sakubitrilu / valsartanu HUVEC ląsteles, citochromo P450 šeimos CYP4F2 fermento 

koncentracija yra artima kontrolei vaisto koncentracijų ribose nuo 0,05 µM iki 1 µM. Paveikus 

5 µM sakubitrilo / valsartano koncentracija, fermento nustatyta 2,6 karto daugiau nei kontroliniame 

mėginyje (žr. 5 lent.). 

Įvertinus 13-dokosenamido sulaikymo plotą kontroliniame mėginyje, jis buvo lygus 1592. Paveikus 

0,05 µM vaisto koncentracija, sulaikymo plotas nekito. 13-dokosenamido nepavyko tinkamai 

įvertinti paveikus 0,1 µM, 0,5 µM ir 5 µM vaisto koncentracijomis. Paveikus 1 µM, 

 

35 pav. Sakubitrilo ir M1 metabolito chromatogramos žemiau aparato detekcijos ribos HUVEC ląstelių 

lizatuose 
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13-dokosenamido kiekis didėjo apie 1,5 karto (sulaikymo plotas – 2462). Manoma, kad didinant 

vaisto koncentraciją vyksta ląstelių adaptacija arba ląstelėse įsijungia skirtingi veikimo 

mechanizmai lemiantys 13-dokosenamido susidarymą. 

5 lentelė. CYP4F2 fermento koncentracijos pokyčiai ir identifikuotų junginių sulaikymo plotai nustatyti 

HUVEC ląstelių lizatų mėginiuose  

Vaisto koncentracija 

CYP4F2 

koncentracija, 

ng/ml 

Sulaikymo plotas 

Sakubitrilas 
M1 

(sakubitrilatas) 

13-

dokosenamidas 

Kontrolė 5,30 - - 1592 (-) 

0,05 µM sakubitrilas / valsartanas 5,35 - 28 1551 (PK = 0,97) 

0,1 µM sakubitrilas / valsartanas 5,15 7 35  - 

0,5 µM sakubitrilas / valsartanas 4,75 12 149  - 

1 µM sakubitrilas / valsartanas 5,40 8  13  2462 (PK = 1,55) 

5 µM sakubitrilas / valsartanas 13,80 29 - - 

3.3. Sakubitrilo metabolitų tyrimai HepG2 ląstelėse 

3.3.1. Sakubitrilo, jo metabolito ir 13-dokosenamido kiekybinė analizė HepG2 ląstelių terpių 

mėginiuose UPLC-TQD-MS metodu 

Sakubitrilo metabolizmas tirtas HepG2 ląstelėse, kurios, remiantis moksliniais tyrimais, tinkamos 

vertinti vaistų metabolizmą kepenyse. Tyrimui su kepenų hepatoblastomos (HepG2) ląstelėmis 

buvo paruošti trijų pakartojimų terpių mėginiai (iš viso vaistu paveiktų mėginių n = 21, kontrolinių 

n = 3), tačiau dėl techninių priežasčių UPLC-TQD-MS metodu buvo ištirti tik vieno pakartojimo 

ląstelių terpių mėginiai (vaistu paveikti n = 7 ir kontrolinis n = 1). Šiuose mėginiuose buvo 

identifikuotas sakubitrilas ir jo aktyvusis metabolitas M1, kurių vidutiniai sulaikymo laikai buvo 

atitinkamai 6,55 min. ir 5,75 min. (žr. 4 priedą). 13-dokosenamidas nustatytas nebuvo. 

Išanalizavus HepG2 ląstelių terpių mėginius, paveiktus skirtingomis sakubitrilo / valsartano 

koncentracijomis, pastebima, kad sakubitrilas (žr. 36 pav.) buvo nustatytas visuose vaistu 

paveiktuose mėginiuose, išskyrus mažiausios koncentracijos tirpalu paveiktų ląstelių terpių 

mėginyje. Jo aktyvusis metabolitas M1 (žr. 36 pav.) buvo identifikuotas 0,05 µM ir didesnėse negu 

0,5 µM sakubitrilo / valsartano koncentracija paveiktuose mėginiuose, tačiau sakubitrilato 

sulaikymo plotas buvo dvigubai mažesnis negu provaisto. Pastebima, kad tiek vaisto, tiek 

metabolito M1 sulaikymo plotai didėjo didėjant sakubitrilo / valsartano koncentracijai. Įvertinus PK 

vertes, lyginant tarp koncentracijų, didžiausias pokytis matomas 0,05 µM koncentracijos tirpale su 

sakubitrilu ir 0,1 µM – su M1 metabolitu. Pokyčių kartais vertės yra atitinkamai 4,56 ir 3,40. 

Identifikuotų junginių PK reikšmės ir sulaikymo plotai nurodyti 6 lentelėje. 
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36 pav. Nustatyti junginiai (sakubitrilas, sakubitrilatas) HepG2 ląstelių terpėje 

6 lentelė. Identifikuotų junginių sulaikymo plotai nustatyti HepG2 ląstelių terpių mėginiuose UPLC-TQD-

MS metodu 

Vaisto koncentracija 
Sulaikymo plotas 

Sakubitrilas M1 (sakubitrilatas) 13-dokosenamidas 

Kontrolė - - - 

0,05 µM sakubitrilas / valsartanas - - - 

0,1 µM sakubitrilas / valsartanas 601 (-) - - 

0,25 µM sakubitrilas / valsartanas 549 (PK = 0,91) - - 

0,5 µM sakubitrilas / valsartanas 2501 (PK = 4,56) 439 (-) - 

1 µM sakubitrilas / valsartanas 2519 (PK = 1,01) 1492 (PK = 3,40) - 

2,5 µM sakubitrilas / valsartanas 2792 (PK = 1,11) 1510 (PK = 1,01) - 

5 µM sakubitrilas / valsartanas 2812 (PK = 1,01) 1451 (PK = 0,96) - 

3.3.2. Sakubitrilo, jo metabolito ir 13-dokosenamido kiekybinė analizė HepG2 ląstelių lizatų 

mėginiuose UPLC-TQD-MS metodu ir CYP4F2 baltymo koncentracijos įvertinimas 

ELISA metodu 

Kiekybinė HepG2 ląstelių analizė UPLC-TQD-MS metodu dėl COVID-19 pandemijos ir techninių 

kliūčių buvo atlikta su vieno pakartojimo ląstelių lizatų mėginiais (paveikti vaistu n = 7 ir 

kontrolinis n = 1), nors buvo paruošti trijų pakartojimų lizatų mėginiai (iš viso vaistu paveiktų 

mėginių n = 21, kontrolinių n = 3). 

HepG2 ląstelių lizatuose sakubitrilas ir sakubitrilatas nebuvo identifikuoti, tačiau buvo nustatytas 

13-dokosenamidas (žr. 37 pav.), kurio vidutinis sulaikymo laikas buvo 9,21 min (žr. 5 priedą). 

Pastebima, kad 13-dokosenamido koncentracija mažėjo didėjant sakubitrilo / valsartano 

koncentracijai mėginiuose. Šio junginio koncentracija stebima didžiausia 1 µM sakubitrilo / 

valsartano ląstelių lizatų mėginyje (žr. 7 lent.). Įvertinus PK lyginant su kontroliniu mėginiu, 

pastebima, kad vertės yra mažesnės negu 1, tik esant 1 µM sakubitrilo / valsartano koncentracijai 

PK = 1,23, kadangi 13-dokosenamido sulaikymo plotas yra 7121. 
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Paveikus HepG2 ląsteles skirtingomis sakubitrilo / valsartano koncentracijomis ir jas lizavus buvo 

įvertintas citochromo P450 šeimos CYP4F2 fermento koncentracijos pokytis. Didėjant vaisto 

koncentracijai, mažėjo baltymo kiekis ląstelių lizatuose (žr. 7 lent.). 

7 lentelė. CYP4F2 fermento koncentracijos pokyčiai ir identifikuotų junginių sulaikymo plotai nustatyti 

HepG2 ląstelių lizatų mėginiuose 

Vaisto koncentracija 

CYP4F2 

fermento 

koncentracija, 

ng/ml 

Sulaikymo plotas 

Sakubitrilas 
M1 

(sakubitrilatas) 

13-

dokosenamidas 

Kontrolė 61,80 - - 5808 (-) 

0,05 µM sakubitrilas / valsartanas 37,50 - - 3539 (PK = 0,61) 

0,5 µM sakubitrilas / valsartanas 37,80 - - 1577 (PK = 0,27) 

1 µM sakubitrilas / valsartanas 36,60 - - 7121 (PK = 1,23) 

2,5 µM sakubitrilas / valsartanas 34,20 - - 4892 (PK = 0,84) 

5 µM sakubitrilas / valsartanas 34 - - 2644 (PK = 0,46) 

3.4. Sakubitrilo metabolitų tyrimai transfekuotose HUVEC ląstelėse 

3.4.1. Sakubitrilo ir jo metabolitų nustatymas hsa-miR-24-3p paveiktose HUVEC ląstelėse 

taikant UPLC-TQD-MS metodą 

Šio tyrimo metu buvo siekiama išsiaiškinti hsa-miR-24-3p įtaką sakubitrilo metabolizmo 

ypatumams endotelio ląstelėse in vitro sąlygomis. Kokybinė analizė atlikta naudojant 

ultraefektyviosios skysčių chromatografijos-trigubo kvadrupolio masių spektrometrijos metodą. Iš 

viso ištirta mėginių n = 18: n = 9 kontroliniai terpės mėginiai, n = 9 terpės mėginiai paveikti 

miRNR imitatoriumi. Visi mėginiai buvo paveikti trejomis vaisto koncentracijomis: mažiausia – 

0,05 µM, vidutine – 0,5 µM ir didžiausia – 5 µM. Šios koncentracijos pasirinktos siekiant įvertinti 

veikliosios medžiagos pokytį priklausomai nuo vaisto kiekio. Ląstelės, prieš jas paveikiant vaistu, 

buvo transfekuojamos trumpa nekoduojančia miRNR. Visuose analizuotuose mėginiuose buvo 

identifikuotas sakubitrilas ir jo aktyvusis metabolitas – sakubitrilatas. Vidutinis sakubitrilo 

 

37 pav. 13-dokosenamido, identifikuoto HepG2 ląstelių lizatuose, chromatograma 
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sulaikymo laikas kontroliniuose mėginiuose – 6,14 min., transfekuotuose – 6,15 min. Vidutinis M1 

metabolito sulaikymo laikas kontroliniuose mėginiuose – 5,27 min., transfekuotuose – 5,29 min. 

Vidutiniai junginių sulaikymo laikai pateikti 6 priede. 

Transfekuotų ir kontrolinių ląstelių terpių chromatogramose buvo apskaičiuotos sakubitrilo ir 

identifikuoto M1 metabolito sulaikymo plotų vidutinės reikšmės (žr. 8 lent.). Didėjant vaisto 

koncentracijai, didėjo sakubitrilo ir sakubitrilato kiekiai terpėje, tačiau provaisto biotransformacija į 

terapinį poveikį turintį junginį, HUVEC ląstelėse, mažėjo. Mėginiuose, paveiktuose hsa-miR-24-3p 

imitatoriumi, sakubitrilo kiekis buvo didesnis, palyginus su kontroliniais mėginiais, tuo tarpu 

aktyvaus metabolito kiekis mėginiuose paveiktuose hsa-miR-24-3p imitatoriumi buvo mažesnis nei 

kontroliniuose mėginiuose. 

8 lentelė. Sakubitrilo ir jo aktyvaus metabolito sulaikymo plotų vertės nustatytos miRNR imitatoriumi 

paveiktų HUVEC ląstelių terpių mėginiuose UPLC-TQD-MS metodu 

Vaisto koncentracija 

Sulaikymo plotas 

Sakubitrilas M1 (sakubitrilatas) 

Kontrolė 

Hsa-miR-

24-3p 

paveiktas 

mėginys 

PK Kontrolė 

Hsa-miR-

24-3p 

paveiktas 

mėginys 

PK 

0,05 µM sakubitrilas / 

valsartanas 
734 1311 1,79 19 20 1,05 

0,5 µM sakubitrilas / 

valsartanas 
1161 1473 1,27 51 36 0,71 

5 µM sakubitrilas / 

valsartanas 
7347 6872 0,94 379 327 0,86 

3.5. Rezultatų aptarimas 

Šio baigiamojo projekto metu buvo tiriamas rivaroksabano ir sakubitrilo metabolizmas in vitro, 

siekiant išsiaiškinti metabolitus, kurie potencialiai galėtų būti šių priešuždegiminiu poveikiu 

pasižyminčių vaistų mechanizmo dalimi. Taip pat buvo tiriama ir šių vaistų įtaka CYP4F2 baltymo 

aktyvumui. 

3.5.1. Metodo pasirinkimas 

Kiekvieno eksperimento pradžia – tinkamo tyrimo objekto, medžiagos, metodo ir įrangos 

pasirinkimas reikiamai hipotezei pagrįsti. Taigi, prieš pradedant tyrimus, atlikta išsami metodų 

analizė, atlikti bandomieji tyrimai, kurie parodė, kad nevisi metodai yra tinkami konkrečiam tikslui 

pasiekti. Dažnai metabolitų identifikavimui yra naudojami du technologiniai analizės metodai – 

branduolių magnetinio rezonanso (BMR) spektroskopija [146] ir masės spektrometrija (MS) [147]. 

Nors BMR leidžia nustatyti unikalią junginio struktūrą, tačiau ji pasižymi mažesniu jautrumu ir 

mažesne chemine skiriamąja geba. Be to, atlikti BMR reikia didesnio mėginio kiekio. MS metodas 

pateikia mažiau informacijos apie metabolito struktūrą, tačiau leidžia nustatyti daugiau junginių 

vieno eksperimento metu, nes pastarasis metodas pasižymi didesniu jautrumu ir platesniu dinaminiu 

diapazonu. Metabolitų tyrimams dažniau yra naudojamas masių spektrometrijos metodas, kurį 

galima kombinuoti su chromatografijos metodais, tokiais kaip kapiliarinė elektroforezė, dujų (GC) 

ar skysčių chromatografija (LC), iš kurių pastarosios dvi yra populiariausios. LC-MS metodas 
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pasižymi tuo, jog šiuo metodu galima tirti termiškai labilius metabolitus, ypač kai derinamas su 

elektropurkštuvine jonizacija [148], skirta jonizuoti molekules, paliekant molekulinį joną 

nepakeistą. Yra du pagrindiniai LC-MS metabolitų nustatymo metodai: tikslinis ir netikslinis. 

Netikslinio metodo pagrindas pastebėti kuo daugiau nežinomų ir žinomų metabolitų smailių, 

lyginant jonų intensyvumą tarp tų pačių smailių, esančių skirtinguose mėginiuose [149]. Šios 

technikos trūkumas, kad ji nėra optimizuota konkrečiam metabolitui ir yra mažiau kiekybinė, tačiau 

privalumas tas, kad stebint daugybę žinomų ar nežinomų metabolitų, tai suteikia naujas įžvalgas 

apie biologines sistemas. Kombinuojant kartu su didelės skiriamosios gebos masės spektrometru 

[150], pavyzdžiui, laiko praskriejimo arba Orbitrap, galima gauti didesnį masės tikslumą ir jonų 

fragmentacijos informaciją, kurie leistų identifikuoti metabolitus [151]. Tačiau, LC-QTOF-MS 

metodas turi ir trūkumų: mažo kiekio jonai gali būti sunkiai identifikuojami, jei pirminio jono 

intensyvumas yra mažas; MS pagrįsta analizė pateikia nedaug informacijos apie junginių 

stereochemiją [152]. 

Kiekybiniam metabolitų įvertinimui yra dažniau naudojama ultraefektyvioji skysčių 

chromatografija kartu su masių spektrometrija, kuri leidžia efektyviai analizuoti našumą, mažina 

tirpiklių naudojimą, gerina didžiausią skiriamąją gebą ir metabolitų atskyrimą [153]. Kartu 

naudojant trigubo kvadrupolio spektrometrus padidinamas analizės selektyvumas, kadangi yra 

naudojamas nuoseklus pradinių jonų filtravimas, fragmentavimas ir fragmentų filtravimas [154]. 

Siekiant nustatyti specifinius junginius sudėtinguose biologiniuose mišiniuose, sukurtas daugialypių 

reakcijų stebėjimas kartu su naujos kartos trigubais kvadrupolių masės spektrometrais [155]. 

Atliekant tokius tyrimus, dominantys junginiai parenkami pagal jų pirminių jonų masę pirmajame 

kvadrupolyje ir fragmentuojami antrame kvadrupolyje, kad susidarytų produkto jonai. Tada 

trečiajame kvadrupolyje stebimos iš anksto pasirinktos pradinių ir produkto jonų poros. Po šio 

dviejų pakopų filtravimo biologinis fonas dažniausiai pašalinamas, todėl nustatomi iš anksto 

parinkti junginiai, turintys didelį specifiškumą ir jautrumą. Šiuolaikinis trigubas kvadrupolio masės 

spektrometras per vieną eksperimentą gali nuskaityti šimtus porų, kad vienu metu būtų galima 

aptikti kelis junginius. 

Kiek rečiau metabolitų nustatymui yra naudojami optiniai spektroskopiniai metodai, matuojant 

infraraudonųjų spindulių ir ultravioletinių spinduliuotės-regimosios šviesos bangos ilgius. Šie 

metodai pasižymi paprastumu, greitumu, nereikalauja didelių finansinių išteklių. Tyrimui atlikti yra 

reikalingas nedidelis mėginio kiekis [156]. IR ir UV-RŠ spektrofotometrijos rezultatai nėra tokie 

išsamūs kaip GC/LC-MS ar BMR, tačiau pateikia papildomos informacijos [157]. FTIR metodas 

naudojamas kokybinei analizei, kadangi IR spektrai pateikia informaciją apie nežinomų junginių 

funkcines grupes pagal jų absorbciją, tačiau ši spektroskopija pasižymi mažu jautrumu ir 

selektyvumu [158]. UV-RŠ metodas naudojamas kiekybinei žinomo junginio analizei, kadangi 

pagal gautą absorbcijos intensyvumą galima apskaičiuoti koncentraciją [159]. Dėl šių savybių IR ir 

UV-RŠ spektroskopijos metodai dažnai yra naudojami vaistų identifikacijai [160] ir koncentracijos 

nustatymui [161], ir yra kombinuojami su chromatografijos ar masių spektrometrijos metodais. 

Atsižvelgiant į aukščiau aptartas metodų ir prietaisų savybes, pasirinktam tyrimui buvo nuspręsta 

sakubitrilo / valsartano vaistu paveiktų HUVEC ląstelių mėginius ištirti paprastais ir greitais 

UV-RŠ bei ATR-FTIR spektrofotometrijos metodais. Išmatavus ląstelių terpių ir lizatų mėginių 

infraraudonosios spinduliuotės absorbciją buvo pastebėta, kad spektrai sutampa su kontrolinių 

mėginių spektrais. Kokybinės analizės atlikti nepavyko dėl per mažos vaisto koncentracijos 

mėginiuose. Atlikus kiekybinę analizę taikant ultravioletinių spindulių – regimosios šviesos 
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metodą, buvo gauti iškraipyti spektrai dėl terpės ir joje esančių junginių, todėl nustatyti vaisto 

koncentracijos nepavyko. 

Vaistų ir jų metabolitų identifikavimui ir koncentracijos nustatymui buvo pasirinkti kiti metodai – 

skysčių chromatografijos ir masių spektrometrijos. Kokybinei analizei taikyta skysčių 

chromatografijos-kvadrupolio laiko praskriejimo masių spektrometrija, kiekybinei – 

ultraefektyviosios skysčių chromatografijos-trigubo kvadrupolio masių spektrometrijos metodas. 

Naudojant LC-QTOF-MS metodą mėginiuose pagal gautas m/z vertes ir molekulines formules, 

kurios buvo palygintos su duomenų bazėmis, buvo identifikuoti sakubitrilas, valsartanas ir 

(Z)-dokos-13-enamidas, kadangi jų koncentracija tirpaluose buvo didžiausia. Mažesnės 

koncentracijos junginių – metabolitų identifikuoti nepavyko, kadangi ši technika pasižymi dideliu 

specifiškumu, bet mažu jautrumu. Didesniu jautrumu pasižymi UPLC-TQD-MS metodas, dėl to 

junginių sulaikymo plotai buvo apskaičiuoti naudojant šią aparatūrą. Vis dėlto, siekiant nustatyti 

tikslią junginių koncentraciją yra būtinas standartas, kuris tyrimo metu nebuvo naudotas. Šio darbo 

atveju, sulaikymo plotai nusako junginio kiekį mėginyje. 

3.5.2. Rivaroksabano tyrimai 

Šiame darbe eksperimentai pradėti nuo rivaroksabano metabolizmo tyrimų endotelio ląstelėse. 

Remiantis kitų tyrėjų rezultatais, nustatyta, kad rivaroksabanas padidino HUVEC augimą ir 

gyvybingumą dėl urokinazės plazminogeno aktyvatoriaus aktyvinimo ir reguliavimo. Pastarasis 

dalyvauja moduliuojant rivaroksabano fibrinolizinį poveikį, dalyvaujant endotelio ląstelėms. Be to, 

mokslinių tyrimų duomenimis, rivaroksabanas slopina uždegimą skatinančio FXa poveikį HUVEC 

ląstelėms [162]. Kito tyrimo atlikto su endotelio ląstelėmis metu buvo nustatyta, kad rivaroksabanas 

didino endotelio ląstelių gyvybingumą ir slopino didelio gliukozės kiekio sukeltą ląstelių apoptozę 

slopindamas ROS gamybą. Šie rezultatai parodė, kad rivaroksabanas galėtų būti efektyvus 

aterosklerozės prevencijai [163]. Rivaroksabanas slopino uždegiminių genų raišką priklausomai nuo 

vaisto koncentracijos, o maksimalus slopinimas buvo stebimas paveikus 3000 nM koncentracija 

[164]. Šiame baigiamojo darbo projekte pagal literatūroje [76] pateiktus metabolitų m/z santykius 

buvo identifikuoti septyni rivaroksabano metabolitai: M-1, M-2, M-5, M-8, M-10, M-11, M-18 

HUVEC ląstelių terpių mėginiuose, paveiktuose skirtingomis vaisto koncentracijomis. 

Rivaroksabano morfolinono žiedo hidroksilinimas lėmė M-2 ir M-8 metabolitų susidarymą, kurie 

skiriasi hidroksi-grupės prisijungimo vieta. Tolimesnė pagrindinio M-2 metabolito morfolinono 

fragmento oksidacija lėmė dažniausiai surandamo metabolito M-1 susidarymą. M-5 metabolitas 

susidarė dėl M-2 žiedo deciklizacijos ir redukcijos reakcijų. Dėl šios priežasties M-2 junginys buvo 

nustatytas tik 5 µM koncentracijos mėginyje. Rivaroksabano oksazolidono ir morfolinono žiedų 

hidroksilinimas lėmė M-10 ir M-11 metabolitų susidarymą, kurie buvo nustatyti pagal skirtingą 

struktūros fragmentaciją. M-15 veikiamas monoamino oksidazės virsta į tarpinį M-16 aldehidą, 

kurio tolimesnė oksidacija lėmė HUVEC ląstelėse identifikuotos karboksirūgšties M-18 

susidarymą. Dėl šios priežasties, būtų galima teigti, kad HUVEC ląstelėse susidarė ir M-15 ir M-16 

metabolitai, kurie buvo pilnai metabolizuoti į M-18 ir nebuvo identifikuoti. Kiti metabolitai pateikti 

literatūroje, buvo nustatyti tiriant rivaroksabano metabolizmą kepenų ląstelėsė, o tiriant HUVEC 

ląsteles, jų identifikuoti nepavyko. Yra žinoma, jog kepenyse vyksta gyvybiškai svarbus maistinių 

medžiagų [165] ir vaistų metabolizmas [166], todėl kepenyse yra ir didesnė metabolinių fermentų 

įvairovė, palyginus su endoteliu. 



56 

3.5.3. Tyrimai su sakubitrilu / valsartanu 

Buvo tiriamas ir sakubitrilo metabolizmas endotelio ląstelėse. Kitų tyrėjų mokslinių rezultatų 

duomenimis, pacientams, sergantiems ŠN ir gydytiems sakubitrilu / valsartanu tris mėnesius, buvo 

stebimas VEGF kiekio padidėjimas kraujo plazmoje. Šis augimo faktorius yra sekretuojamas 

endotelio ląstelių ir yra atsakingas už angiogenezės ir limfangiogenezės reguliavimą. Be to, buvo 

nustatyta, kad sumažėjo, neigiamą įtaką angiogenezės reguliavimui turinčio, VEGFR-1 kiekis 

[167]. Remiantis pirminiais rezultatais, sakubitrilas / valsartanas pasižymi priešuždegiminėmis ir 

kraujagyslių atsistatymą skatinančiomis savybėmis, o tuo pačiu ir gerina endotelio funkciją [70]. 

Kito tyrimo metu buvo nustatyta, kad šis vaistas sumažino angiotenzino II, endotelino-1 kiekius ir 

kairiojo skilvelio remodeliaciją, todėl galėtų pagerinti širdies funkciją ŠN sergantiems pacientams 

veikdamas endotelio funkciją [7]. Kito tyrimo metu nustatyta, kad sakubitrilas / valsartanas 

sumažino C-reaktyvaus baltymo, siejamo su uždegimu, padidėjimą ŠN sergantiems pacientams 

[168]. Mūsų atlikto tyrimo metu HUVEC ląstelės buvo paveiktos sakubitrilo / valsartano deriniu. 

Taikant UPLC-TQD-MS metodą, buvo identifikuotas M1 metabolitas, kuris, remiantis moksliniais 

šaltiniais, susidarė CES1 fermentui hidrolizavus sakubitrilo esterinę grupę į karboksilinę. Veikiant 

skirtingomis sakubitrilo / valsartano koncentracijomis, tiek vaisto, tiek ir jo metabolito sulaikymo 

plotai didėjo, didėjant vaisto koncentracijai terpių ir lizatų mėginiuose. Šio tyrimo metu nustatyta, 

kad sakubitrilas nėra pilnai metabolizuojamas į sakubitrilatą, kai HUVEC ląstelės paveikiamos 

didesne negu 0,1 µM sakubitrilo / valsartano koncentracija. Tai nauji rezultatai, kurių mums 

prieinamose duomenų bazėse surasti nepavyko. Kiti galimi oksigenacijos (M6-M8), 

gliukuronidacijos (M2-M4) ir abiejų šių biokonversijų (M9) metabolitai nebuvo identifikuoti. 

Remiantis moksliniais šaltiniais, pastarųjų metabolitų koncentracijos tiriant in vivo sveikus 

savanorius, kraujo plazmoje, šlapime ir išmatose nesiekia 1 proc. [54]. Reikia pažymėti, kad mūsų 

darbe šie metabolitai galėjo būti nenustatyti dėl sąlyginai ribotų įrangos galimybių. Pirminiame 

moksliniame šaltinyje aprašyti metabolitai tirti vienu geriausių šiuo metu rinkoje esančių prietaisų – 

LTQ-Orbitrap hibridiniu masės spektrometru, kuris pasižymi didesne skiriąja geba, tikslesniu 

masės nustatymu ir didesniu dinaminiu diapazonu [169]. Mūsų tyrime taikant LC-QTOF-MS 

metodą M1 metabolitas galėjo būti neidentifikuotas dėl nepakankamai efektyviai parinktų tyrimo 

sąlygų. 

Sakubitrilo metabolizmo tyrimams pasirinktos ir kepenų vėžio HepG2 ląstelės, kurios naudojamos 

tiriant vaistų metabolizmą kepenyse. Nustatyta, kad sakubitrilo ir sakubitrilato kiekiai didėjo 

ląstelių terpių mėginiuose didėjant vaisto koncentracijai. HepG2 ląstelių lizatuose vaistas ir jo 

metabolitas M1 nebuvo identifikuoti. HepG2 ląstelės greičiausiai pasižymėjo maža CES ir P450 

fermentų raiška [170, 171]. Tai galima aiškinti tuo, jog, uždegimo (ar vėžio) metu kepenų ląstelių 

fermentų aktyvumas yra mažinamas. Nepaisant to, jog HepG2 ląstelėse CES1 izoformos fermentų 

yra dvigubai daugiau nei CES2 [172], tačiau šių fermentų raiška nuslopinta esant kepenų vėžio 

[173] ir padidėjusio uždegimą skatinančio citokino – interleukino 6 (IL-6) kiekio [174]. 

3.5.4. Naujo su vaistų poveikiu susijusio junginio nustatymas 

HUVEC ląstelėse, paveiktose rivaroksabanu ir sakubitrilu / valsartanu bei HepG2 ląstelėse 

paveiktose sakubitrilu / valsartanu buvo identifikuotas junginys, susijęs su priešuždegiminiu 

poveikiu – (Z)-dokos-13-enamidas. Pirmą kartą šis junginys buvo aptiktas kaip galvijų pasaito 

angiogeninis lipidas [175], taip pat buvo nustatytas žiurkių ir žmonių smegenų skystyje. Tyrimo su 

žiurkėmis metu buvo nustatyta, kad 13-dokosenamidas sukelia sumažėjusį judrumą ir slopina nervų 
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sistemos funkciją [176]. Ištirta, kad E. coli bakterijos reaguodamos į gliukozę pradeda gaminti 

erukamidą [177]. 13-dokosenamidas išskirtas iš imbiero pasižymi priešuždegiminiu ir skausmą 

malšinančiu poveikiu [178]. Taip pat erukamidas pasižymi antibakterinėmis, priešgrybelinėmis 

savybėmis [179–181]. Ridikėlių lapai, kuriuose yra gausu 13-dokosenamido, gali turėti teigiamą 

poveikį atminčiai, Alzheimerio ligai, reguliuojant cholinergines funkcijas [182], taip pat buvo 

nustatyta, kad erukamidas veikia streso sukeltą žiurkių kepenų pažeidimą, slopindamas glicino 

metabolizmą [183]. Mūsų tyrimo metu nustatyta, kad veikiant HUVEC ląsteles didesnėmis 

rivaroksabano koncentracijomis, mažėjo šio junginio koncentracija. HUVEC ląstelių terpių ir lizatų 

mėginiuose, paveiktuose sakubitrilu / valsartanu, 13-dokosenamido kiekis didėjo didėjant vaisto 

koncentracijai. HepG2 ląstelių terpių mėginiuose 13-dokosenamido kiekis mažėjo didėjant 

sakubitrilo / valsartano koncentracijai, o ląstelių lizatuose šis junginys nebuvo identifikuotas. 

3.5.5. Tirtų vaistų ir fermento raiškos inhibitorių poveikis CYP4F2 fermentui 

Šiame darbe buvo vertintas sakubitrilo / valsartano poveikis CYP4F2 fermento kiekiui endotelio ir 

kepenų ląstelėse. Buvo tiriamas hsa-miR-24-3p poveikis sakubitrilo metabolizmui. CYP4F2 

fermentas, kuris dar vadinamas ω-hidroksilaze, yra atsakingas už arachidono rūgšties oksidavimą į 

vazoaktyvų eikozanoidą 20-hidroksieikozatetraenoinę rūgštį. Fiziologinis 20-HETE poveikis susijęs 

su kraujagyslių reaktyvumu, aktyvacija, pertvarkymu, kraujagyslių uždegimu ir angiogeneze [89, 

93, 184]. Šio tyrimo metu buvo nustatyta, kad CYP4F2 fermento koncentracija didėjo 2,6 karto 

endotelio ląstelėse, paveikus jas 5 µM sakubitrilo / valsartano koncentracija. HepG2 ląstelėse 

CYP4F2 baltymo koncentracija mažėjo didėjant vaisto koncentracijai. Dėl ląstelėje vykstančių 

uždegiminių procesų (IL-6), vyksta citochromo P450 šeimos fermentų slopinimas [185]. Taip pat 

šiame darbe buvo nustatyta, kad hsa-miR-24-3p imitatorius slopino sakubitrilo biokonversiją į 

sakubitrilatą. Kitų tyrėjų duomenimis, padidėjęs hsa-miR-24-3p kiekis slopina CYP4F2 fermento 

koncentraciją [140]. Be to, ši mikro-RNR yra susijusi su kraujagyslių ląstelių proliferacija, 

migracija ir apoptoze [125, 186]. Hsa-miR-24 ekspresiją endotelio ląstelėse gali sukelti miokardo 

išemija, o padidėjusi hsa-miR-24 ekspresija gali sukelti endotelio ląstelių apoptozę [187]. 

Apibendrinant, baigiamojo projekto metu buvo nustatyta, kad tirtų vaistų (rivaroksabano ir 

sakubitrilo / valsartano) metabolizmas vyksta ne tik kepenų, bet ir endotelio ląstelėse. Identifikuotas 

naujas su tirtų vaistų metabolizmu susijęs junginys – (Z)-dokos-13-enamidas. Šio junginio 

koncentracija kito priklausomai nuo veiktų vaistų koncentracijos, kuria veiktos tiriamosios ląstelės. 

Nustatyta, kad kepenų ląstelėse gali būti slopinamas sakubitrilo metabolizmas į sakubitrilatą 

vykstant uždegimo procesui bei sumažėjus fermentų funkcijai arba slopinant fermentų raišką. 
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Išvados 

1. Identifikuoti rivaroksabano M-1, M-2, M-5, M-8, M-10, M-11, M-18 metabolitai HUVEC 

ląstelėse paveiktose skirtingomis vaisto koncentracijomis. Nustatytas naujas su vaistų poveikiu 

susijęs junginys (Z)-dokos-13-enamidas, kurio koncentracija mažėjo didėjant vaisto 

koncentracijai. 

2. Nustatytas sakubitrilo aktyvusis metabolitas M1 ir (Z)-dokos-13-enamidas HUVEC ir HepG2 

ląstelėse paveiktose sakubitrilo / valsartano vaistu. Didinant vaisto koncentraciją, visų junginių 

– sakubitrilo, sakubitrilato ir 13-dokosenamido kiekiai didėjo HUVEC ir HepG2 ląstelių 

terpėse, HUVEC ląstelių lizatuose didėjo tik 13-dokosenamido, o HepG2 ląstelių lizatuose 

13-dokosenamido koncentracija mažėjo. Nustatyta, kad sakubitrilas nėra pilnai 

metabolizuojamas į aktyvųjį metabolitą (sakubitrilatą) M1, kai HUVEC ląstelės yra veikiamos 

didesne negu 0,1 µM vaisto koncentracija. Sakubitrilo metabolitas M1 HepG2 ląstelėse 

nenustatytas. 

3. Nustatyta, kad CYP4F2 fermento koncentracija padidėjo 2,6 karto, HUVEC ląsteles paveikus 

5 µM sakubitrilo / valsartano koncentracija. Didėjant vaisto koncentracijai, mažėjo CYP4F2 

baltymo koncentracija HepG2 ląstelėse. 

4. Nustatyta, kad hsa-miR-24-3p imitatorius slopino sakubitrilo biotransformaciją į aktyvųjį 

metabolitą M1 HUVEC ląstelėse. 
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Praktinės rekomendacijos 

Tyrimo metu nustatyta, kad rivaroksabanas ir sakubitrilas / valsartanas lemia naujo junginio, 

13-dokosenamido koncentracijos pokyčius, o CYP4F2 inhibitorius slopina sakubitrilo metabolizmą 

į sakubitrilatą (M1). Tolimesni tyrimai galėtų būti atliekami siekiant išsiaiškinti šių procesų veikimo 

mechanizmus. Cirkuliuojančių endogeninių miR-24-3p koncentracija galėtų leisti individualizuoti 

gydymą sakubitrilu, t.y. atsižvelgiant į miR-24-3p koncentraciją, reikėtų didinti vaisto dozavimą 

pacientams, kuriems indikuotinas šis vaistas, arba kartu skirti kitą vaistą, kuris padidintų sakubitrilo 

biokonversiją. 
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Priedai 

1 priedas. Tyrime naudotos medžiagos, jų laikymo sąlygos ir gamintojai 

Medžiaga Laikymo sąlygos Gamintojas 

HUVEC ląstelės Šaldiklyje, -80 ℃ temperatūroje ThermoFisherScientific, JAV 

Terpė HUVEC ląstelių linijai (angl. Medium 200) Šaldytuve, +4 ℃ temperatūroje ThermoFisherScientific, JAV 

Terpės priedas HUVEC ląstelių linijai (angl. 

Large Vessel Endothelial Supplement (LVES) 

(50X)) 

Šaldiklyje, -20 ℃ temperatūroje ThermoFisherScientific, JAV 

HepG2 ląstelių linija Šaldiklyje, -80 ℃ temperatūroje - 

Dulbeko modifikuota Iglio terpė (DMEM) (angl. 

Dulbecco's Modified Eagle Medium)  

Šaldytuve, +4 ℃ temperatūroje ThermoFisherScientific, JAV 

Terpės priedas – veršiuko embriono serumas 

(FBS) (angl. Fetal Bovine Serum) 

Šaldiklyje, -20 ℃ temperatūroje ThermoFisherScientific, JAV 

Penicilino-streptamicino antibiotikų mišinys 

(Penicillin-Streptomycin) (10 000 U/ml) 

Šaldiklyje, -20 ℃ temperatūroje ThermoFisherScientific, JAV 

Natrio chlorido 0,9 proc. infuzinis tirpalas (angl. 

Sodium Chloride B. Braun) 

Kambario temperatūroje B. Braun Melsungen AG, 

Vokietija 

Tripsinas (angl. TrypLE™ Express Enzyme (1X), 

no phenol red) 

Kambario temperatūroje, 

laminare 

ThermoFisherScientific, JAV 

Fosfatinis buferinis tirpalas (PBS) (angl. 

Phosphate-Buffered Saline) 

Kambario temperatūroje, 

laminare; šaldytuve, +4 ℃ 

temperatūroje 

ThermoFisherScientific, JAV 

Tripano mėlis (angl. Trypan Blue Solution, 0,4 %) Kambario temperatūroje ThermoFisherScientific, JAV 

Terpė transfekcijai liposomomis (angl. Opti-

MEM™ Reduced Serum Medium) 

Šaldytuve, +4 ℃ temperatūroje ThermoFisherScientific, JAV 

Lipofektaminas (angl. Lipofectamine™ 

RNAiMAX Reagent) 

Šaldytuve, +4 ℃ temperatūroje ThermoFisherScientific, JAV 

miRNR hsa-miR-24-3p imitatorius (angl. 

mirVana miRNA hsa-miR-24-3p Mimic) 

Šaldiklyje, -20 ℃ temperatūroje ThermoFisherScientific, JAV 

Lizės buferis (angl. Lysis/Binding Buffer) Šaldytuve, +4 ℃ temperatūroje ThermoFisherScientific, JAV 
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2 priedas. Sakubitrilo, M1 metabolito ir 13-dokosenamido sulaikymo laikai nustatyti 

HUVEC ląstelių terpių mėginiuose UPLC-TQD-MS metodu 

Vaisto koncentracija 
Sulaikymo laikas, min 

Sakubitrilas M1 (sakubitrilatas) 13-dokosenamidas 

Kontrolė - - 8,61 

0,05 µM sakubitrilas / valsartanas 6,38 5,55 8,51 

0,1 µM sakubitrilas / valsartanas 6,37 5,56 8,60 

0,25 µM sakubitrilas / valsartanas 6,37 5,57 8,63 

0,5 µM sakubitrilas / valsartanas 6,36 5,55 8,64 

1 µM sakubitrilas / valsartanas 6,36 5,54 8,63 

2,5 µM sakubitrilas / valsartanas 6,37 5,54 8,62 

5 µM sakubitrilas / valsartanas 6,37 5,54 8,63 

Vidutinis junginių sulaikymo laikas: 6,37 5,55 8,61 
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3 priedas. Identifikuotų junginių sulaikymo laikai nustatyti HUVEC ląstelių lizatų 

mėginiuose UPLC-TQD-MS metodu 

Vaisto koncentracija 
Sulaikymo laikas, min 

Sakubitrilas M1 (sakubitrilatas) 13-dokosenamidas 

Kontrolė - - 8,65 

0,05 µM sakubitrilas / valsartanas - 5,51 8,62 

0,1 µM sakubitrilas / valsartanas 6,37 5,40 8,62 

0,25 µM sakubitrilas / valsartanas 6,33 5,53 8,64 

0,5 µM sakubitrilas / valsartanas 6,36 5,53 8,62 

1 µM sakubitrilas / valsartanas 6,34 5,66 8,63 

2,5 µM sakubitrilas / valsartanas 6,43 5,65 - 

5 µM sakubitrilas / valsartanas 6,36 - 8,63 

Vidutinis junginių sulaikymo laikas: 6,37 5,55 8,63 
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4 priedas. Sakubitrilo ir M1 metabolito sulaikymo laikai nustatyti HepG2 ląstelių terpių 

mėginiuose UPLC-TQD-MS metodu 

Vaisto koncentracija 
Sulaikymo laikas, min 

Sakubitrilas M1 (sakubitrilatas) 

Kontrolė - - 

0,05 µM sakubitrilas / valsartanas - - 

0,1 µM sakubitrilas / valsartanas 6,55 - 

0,25 µM sakubitrilas / valsartanas 6,55 - 

0,5 µM sakubitrilas / valsartanas 6,56 5,75 

1 µM sakubitrilas / valsartanas 6,52 5,75 

2,5 µM sakubitrilas / valsartanas 6,56 5,75 

5 µM sakubitrilas / valsartanas 6,56 5,74 

Vidutinis junginių sulaikymo laikas: 6,55 5,75 
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5 priedas. 13-dokosenamido sulaikymo laikai nustatyti HepG2 ląstelių lizatų mėginiuose 

UPLC-TQD-MS metodu 

Vaisto koncentracija 

Sulaikymo laikas, min 

13-dokosenamidas 

Kontrolė 9,23 

0,05 µM sakubitrilas / valsartanas 9,15 

0,1 µM sakubitrilas / valsartanas 9,16 

0,25 µM sakubitrilas / valsartanas 9,17 

0,5 µM sakubitrilas / valsartanas 9,26 

1 µM sakubitrilas / valsartanas 9,22 

2,5 µM sakubitrilas / valsartanas 9,24 

5 µM sakubitrilas / valsartanas 9,24 

Vidutinis junginių sulaikymo laikas: 9,21 
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6 priedas. Sakubitrilo ir jo aktyvaus metabolito sulaikymo laikai nustatyti transfekuotų 

HUVEC ląstelių terpių mėginiuose UPLC-TQD-MS metodu 

Vaisto koncentracija 

Sulaikymo laikas, min 

Sakubitrilas M1 (sakubitrilatas) 

Kontrolė 

Tiriamasis 

mėginys (su hsa-

miR-24-3p) 

Kontrolė 

Tiriamasis 

mėginys (su 

hsa-miR-24-

3p) 

0,05 µM sakubitrilas / valsartanas 6,13 6,14 5,26 5,29 

0,5 µM sakubitrilas / valsartanas 6,14 6,14 5,29 5,29 

5 µM sakubitrilas / valsartanas 6,14 6,16 5,26 5,30 

Vidutinis junginių sulaikymo laikas: 6,14 6,15 5,27 5,29 

 


