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SANTRUMPOS

DHT — dihidrotestosteronas;

DTL — didelio tankio lipoproteinas;

E2 — estradiolis (8R,9S,13S,14S,17S)-13-metil-6,7,8,9,11,12,14,15,16,17-
dekahidrociklopenta[a]fenantreno-3,17-diolis;

E1 — estronas (3-hidroksiestra-1,3,5(10)-trien-17-onas);

E3 — estriolis (8R,9S,13S,14S,16R,17R)-13- metil-6,7,8,9,11,12,14,15,16,17-
dekahidrociklopenta[a]fenantreno-3-3,16,17-triolis;

ELISA —imunoanalizés metodas (enzyme-linked immunosorbent assay);
FSH- folikulus stimuliuojantis hormonas;

DC/MS — dujy chromatografija / masiy spektrometrija;

GnRH- gonadropinus i§leidZiantis hormonas;

11B-HSD —11B-hidroksisteroid dehidrogenazés sistema;

KO — kortizolis (11p)-11,17,21-trihidroksipregn-4-ene-3,20-dionas);

LH — liuteinizuojantis hormonas;

MSFTA — trimetilsililtrifluoracetamidas;

MTL — mazo tankio lipoproteinas;

SHBG - lytinius hormonus suriSantis globulinas;

T — testosteronas (8R,9S,10R,13S,14S,17S)- 17-hidroksi-10,13-dimetil-
1,2,6,7,8,9,11,12,14,15,16,17- dodekahidrociklopenta[a]fenantren-3-onas.



[VADAS

Pilkasis arba ilgasnukis ruonis (lot. Halichoerus grypus) — plésriny (Carnivora)
bariui priklausantis Zinduolis, paplites Siaurinéje Atlanto vandenyno dalyje (Thompson and
Hirkonen, 2008), taip pat sutinkamas Lietuvos teritorijos vandenyse. Siame darbe yra
analizuojami pilkyjy ruoniy jaunikliy steroidiniai hormonai: testosteronas (T), estradiolis (E2),
dihidrotestosteronas (DHT) ir kortizolis (KO). Minéti hormonai turi jtakos pilkyjy ruoniy
seksualinei bei socialinei elgsenai. Kaip ir kituose zinduoliuose, jie kontroliuoja ruoniy
reprodukcing elgsena, pateliy riipinimasi jaunikliais, teritorijos Zyméjima, patiny agresija ir
kovas dél pateliy, jaunikliy brendimg, tarpusavio bendravima ir iS§gyvenimg bado laikotarpiu
(Wassarman and Neill, 2006). Ruoniy vystymosi procese taip pat labai svarbus cholesterolis, i§
kurio sintetinami steroidiniai hormonai. Taciau jo koncentracijos plazmoje ir serume siekia apie
0,5 mg/ml ir jj nustatyti problemy néra, todél didesnis démesys skiriamas steroidiniams
hormonams.

Literattros Saltiniuose pateikta informacija apie steroidiniy hormony nustatymg
suaugusiuose pilkyjy ruoniy individuose, ta¢iau labai mazai démesio skirta jaunikliy steroidiniy
hormony poveikiui jy organizmams. Problemos, su kuriomis susiduriama, yra sudétingas
ruoniy kraujo meéginiy paruoSimas (itin lipemiSka matrica) bei mazos (pg/ml) steroidiniy
hormony koncentracijos plazmoje bei serume. Literatiiroje minimi radioimunoanalizés bei
imunoanalizés metodai. Taciau dél antikliny kryzminiy reakcijy su antigenais $ie metodai néra
pakankamai selektyviis kai kuriems steroidiniams hormonams nustatyti. Vis labiau populiaréja
dujy / skyséiy chromatografijos ir masiy spektrometrijos metodai. Norint analizuoti Siais
metodais, biitinas kruopStus méginiy paruoSimas, kuris uzima didzigja dalj analizés laiko.
Siame darbe steroidiniams hormonams nustatyti pasirinkti du metodai — ELISA (imunoanalizé)
ir dujy chromatografijos / masiy spektrometrijos sistema. Pastarajam taikytas méginio
paruoSimas, kuriame naudota kietafazé ekstrakcija (SPE) bei steroidy derivatizacija.

Ruoniy kraujo plazmos / serumo méginiai surinkti St. Andrews universiteto, Jiiriniy
tyrimy instituto (Sea Mammal Research Unit) moksliniy tyrimy bazéje, Island of May saloje,
Skotijoje.



Darbo tikslas:
I$ ruoniy plazmos / serumo isskirti steroidinius hormonus ir nustatyti tinkamiausig metoda
Ju analizei.
Darbo uzdaviniai:
1. Optimizuoti steroidiniy hormony ekstrakcijos metoda:
1) nustatyti tinkamiausius organinius tirpiklius steroidiniy hormony i$skyrimui i$
ruoniy plazmos / serumo;
2) optimizuoti kietafazés ekstrakcijos metodg steroidiniams hormonams isskirti i$
plazmos / serumo;
3) atrinkti tinkamiausig steroidiniy hormony ekstrakcijos metoda, reikalingg ELISA
metoduli.
2. Kiekybiskai jvertinti testosterono, estradiolio ir kortizolio koncentracijas ELISA
metodul.
3. Kiekybiskai jvertinti testosterono, dihidrotestosterono ir estradiolio koncentracijas
DC/MS (dujy chromatografijos / masiy spektrometrijos) sistema.
4. Palyginti ir jvertinti Kiekybinius estradiolio ir testosterono rezultatus, gautus ELISA
ir DC/MS metodais.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1.  Pilkieji ruoniai

Pilkasis arba ilgasnukis ruonis — ruoniy plésriiny (Carnivora) biirio jliros zinduolis,
paplites borealingje Atlanto vandenyno dalyje, prie §iaurés vakary Europos ir Siaurés Amerikos
rytuose. Tai yra didZiausias Baltijos juros zinduolis. Patiny kiino ilgis siekia iki 2,5 m, svoris
iki 300 kg. Patelés mazesnés — iki 2 m ilgio ir 200 kg svorio, gime jaunikliai sveria apie 14 kg
(Thompson and Harkénen, 2008).

- —

1.1 pav. Pilkasis ruonis (David Element. Wildlife Photography).

1.1.1. Dauginimasis ir Zindymas

Baltijos regione pilkieji ruoniai dauginasi vasario — kovo ménesiais, kai ledo danga
Baltijos juroje yra storiausia (Jiissi et al., 2008). Vakarinéje Atlanto pakrantéje veisimosi
sezonas vyksta gruodzio — sausio, o rytinéje — spalio — gruodzio ménesiais (Thompson and
Harkonen, 2008).

Pilkiesiems ruoniams biidinga pateliy gynybos poliginija. Jauniklius vesti
pasiruosusios patelés sausumoje pasiskirso i neapibrézto dydzio grupes, kuriose veda ir zindo
jauniklius bei véliau poruojasi. Tuo tarpu patinai stengiasi savo jtakos zonoje islaikyti kuo
didesn;] pateliy, su kuriomis véliau poruosis, skaiciy (Boness and James, 1979; Anderson and
Fedak, 1985). Ruoniai nesudaro nuolatiniy pory, dominuojantys patinai poruojasi su visomis
prieinamomis patelémis. Zindymo pabaigoje patelé poruojasi su vienu ar daugiau
dominuojanciy patiny, esanciy veisimosi vietoje. Dar po keliy dieny ji iSplaukia j jiirg maitintis

ir atgauti prarastg svorj, kurio neteko maitindama jauniklj.
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Poravimosi sezonu patinai biina ypa¢ agresyvis. Didziausi patinai, paprastai vyresni
nei 10 mety, konkuruoja grupéje del pateliy apvaisinimo. Nors dazniausiai patiny konkurencija
nepereina j glaudaus kontakto agresyvias kovas ir uztenka varzovg iSvyti vokalizacijos pagalba
bei retkarcCiais jkasti sprunkanciam j plaukmenis, kovos yra taip pat stebimos. Tokiu atveju
patinai gali rimtai susizaloti (Lidgard et al., 2005; Boness and James, 1979; Anderson et al.,
1975).

Pilkyjy ruoniy patinas lytiSkai subresta mazdaug SeSeriy mety amziaus, nors
daZniausiai jam triiksta kiino masés ir patirties sékmingai konkuruoti su dominuojanciais
patinais, todél sékmingai poruotis pradeda tik 10-12 mety. D¢l Sios priezasties jauni patinai yra
priversti laikytis seklumose arba kitais biidais kovoti dél galimybés poruotis su patele. Toks
elgesys budingas iki kol patinas pasiekia pakankamag kiino masg ir jgauna reikiamos patirties,
kad galéty laiméti kovas dél veisimosi teritorijy (Boness and James, 1979; Surviliené et al.,
2016; Anderson and Fedak, 1985).

Pilkyjy ruoniy patelé pirma kartg pastoja 4-5 mety amziaus ir jauniklius veda kelis
desSimtmecius. Kai kiauSinélis apvaisinamas, vaisius pradeda vystytis mazdaug po trijy ménesiy
laiko ir auga apie devynis ménesius. Prag¢jus metams laiko nuo apvaisinimo, motinos
instinktyviai grizta j veisimosi vietg. Dazniausiai patelés veisiasi toje pacioje teritorijoje daug
mety i$ eilés (Pomeroy et al., 2000; Pomeroy et al., 2001). Gimdymas paprastai yra greitas.
Dazniausiai gimsta vienas jauniklis, kurj po gimimo motina apuosto ir veliau gali pagal kvapa
atpazinti savo jauniklj (Atkinson, 1997; Bowen et al., 2003; Mellish et al., 1999; Bowen et al.,
2006; Iverson et al., 1993).

Pilkyjy ruoniy jaunikliai gime sveria apie 14 kg ir turi minksta baltg kailj — lanugo —
kuris jauniklius apsaugo nuo Sal¢io pirmosiomis dienomis, jiems dar nespé€jus sukaupti
pakankamo poodinio riebaly sluoksnio (Thompson and Harkonen, 2008; Jiissi et al., 2008).
Jaunikliai gimsta silpni ir pirmasias keletg savaiiy yra visiskai priklausomi nuo motinos pieno.
Pilkyjy ruoniy patelés zindo jauniklius apie 16 — 20 dieny. Pilkyjy ruoniy pateliy pienas yra
nepaprastai riebus. Zindymo periodu pieno riebumas svyruoja tarp 30-60 %, todé¢l ruoniukai
auga labai greitai (apie 2 kg per dieng). Per §j laika jauniklis priauga apie 30-40 kg. Sj svorio
prieaugj daugiausia sudaro poodinis riebaly sluoksnis, kKuris yra gyvybiskai svarbus izoliacijal
nuo Salcio bei kaip energijos Saltinis jaunikliy badavimo laikotarpiu po zindymo (Muelbert et
al., 2003; Iverson et al., 1995; Lang et al., 2009; Noren et al., 2008; Baker, 1990). Zindymo
laikotarpiu patelé netenka 65 kg (30-40%) kiino masés (Bowen et al., 1992; Iverson et al.,
1993).



Tikimybé iSgyventi pirmais metais siejama su didesne jauniklio kiino mase bei
sukauptais energijos rezervais, kurie tiesiogiai koreliuoja su patelés kiino masés rodikliais
(Bennett et al., 2007). Zindymo laikotarpiu iSgyvena ne visi jaunikliai. Ypa¢ jautriis yra
vyriskos lyties jaunikliai, kurie gimsta didesni ir jiems reikia daugiau energetiniy resursy
iSgyvenimui (Kovacs, 1987). Isgyvenamumas priklauso nuo motinos amziaus, nes vyresnés
pateleés turi daugiau patirties auginant jauniklj (pirma kartg pagimdziusios patelés linkusios
palikti jauniklj), atplaukia j veisimosi teritorijas anksc¢iau, todél iSvengia jsiaudrinusiy patiny
trikdymo (Bowen et al., 2006). Taip pat jos pasizymi didesne kiino mase ir turi sukaupusios
daugiau energetiniy resursy, kurie leidzia ilgiau zindyti jauniklj, jy jaunikliai gimsta didesni,
stipresni (Iverson et al., 1993; Mellish et al., 1999). Tuo tarpu pateliy amziui perkopus 20 mety,
ju reprodukcinis sékmingumas pradeda mazéti — nors jaunikliais riipinasi taip pat, jy
organizmas nepagamina pakankamai pieno, lyginant su jaunomis patelémis, jos veda
silpnesnius jauniklius (Bowen et al., 2006).

Patelei pasitraukus i§ veisimosi teritorijos, jaunikliai lieka sausumoje dar apie 20
dieny ir nesimaitina. Sis badavimo laikotarpis reikalingas jaunikliy fiziniam brendimui,
pasiruoS§imui gyventi vandenyje, judéjimo sausumoje bei plaukiojimo jgiidziams praktikuoti
(Jenssen et al., 2010; Oritsland et al., 1985; Reilly, 1991; Bennett et al., 2007). Mazdaug po
ménesio jie pilnai pasitraukia i§ veisimosi teritorijos, iSmoksta maitintis ir prisijungia prie kity
ruoniy poilsio gulyklose, kur zaidzia ir lavina socialinius jgiidzius (Surviliené et al., 2016).

Pilkyjy ruoniy jaunikliy iSgyvenimo tikimybé iSkart po atjunkymo badavimo
laikotarpiu daZniausiai priklauso nuo jy sukaupty energetiniy resursy, kurie garantuoja
sekminga vystymasi, mioglobino kaupimg raumenyse, riebaly virtimg baltymais (riebalinio
audinio virtimg raumeniniu), normalig imunings sistemos veiklag. Badavimo metu jaunikliai
netenka apie 10 kg savo kiino mases. Net 90 % energetiniy resursy yra pasisavinama i§ poodinio
riebalinio sluoksnio (Oritsland et al., 1985; Reilly, 1991; Mellish et al., 1999). Vis délto kalbant
apie jaunikliy mirtinguma nuo atjunkymo iki mety amziaus stebimas labai dideli skirtumai tarp
lyCiy. Patelés pasizymi 3,37 karto didesniu pirmy mety i§gyvenamumu nei patinai. Patinai yra
labiau priklausomi nuo energetiniy resursy, sukaupty zindymo metu (Hall et al., 2001). Taciau
kokie veiksniai nulemia jy didesnj mirtinguma néra aisku. Pla¢iau apie kai kuriuos veiksnius

bus kalbama kituose skyriuose.



1.2.  Steroidiniai hormonai ir jy jtaka ruoniy elgsenai

Kaip anks¢iau minéta, steroidiniai hormonai yra sintetinami i§ cholesterolio. Sis
pirmtakas gali biiti sintetinamas de novo iS acetato (1.3 pav.), pasisavinamas i$ lasteléje esanciy
lipidy laseliy ir juose sukaupty cholesterolio esteriy arba pasisavinamas i$ cholesterolio turinciy
mazo tankio lipoproteiny (MTL). Lipoproteiny cholesterolio atsargos plazmoje yra
svarbiausios. Steroidiniy hormony biosintezei yra reikalingi oksiduojantys fermentai, esantys
mitochondrijose ir endoplazminiame tinkle (Rommerts, 2004). Manoma, kad cholesterolio
atsargos gali prisidéti ne tik pre energetiniy resursy jaunikliy organizme palaikymo bei
termoreguliacijos, taciau gali pasitarnauti ir steroidiniy hormony gamybai. Pilkyjy ruoniy
jaunikliy cholesterolio koncentracija kraujyje yra itin didelé — 0,5 mg/ml (0—1 dieny jaunikliy),
0,96 mg/ml (14-15 dieny jaunikliy), kai tuo tarpu zindanéiy pateliy ji siekia apie 0,5-0,6 mg/ml
(Iverson et al., 1995). Po zindymo kelis ménesius cholesterolio kiekis kraujyje iSlieka didelis,

taciau mety amziaus jaunikliy jis blina jau tris kartus mazesnis (Schweigert, 1993).

O CH, O
I
cH dscoA ‘00C-CHy C-CH, CSCoA
; OH
acetil-CoA ] ] ] .
3-hidroksi-3-metil-glutaril-CoA
HMG CoA
reduktazé
CH
e=——  -00C-CH,C-CH,-CH,-CH
i |
HO OH
Cholesterolis Mevalonatas

1.3 pav. Cholesterolio de novo biosintezés schema.

Hormonai yra signalinés molekulés. Jy iSskyrimas j kraujotakg lemia funkcinius
pakitimus organizmo lgstelése, audiniuose ir organuose. Juos sintetina endokrininiai organai
(pvz., séklidés, kiausidés) ir jie yra iSskiriami | krauja. Didzioji dalis hormony yra susijungusi
su baltymais ir tik mazas jy procentas (2-3 proc.) cirkuliuoja laisvai. Batent $i laisvoji dalis yra
aktyvi ir difunduoja j audinius ir 13steles. Taikinio Igstelés turi specifinius receptorius, prie kuriy
jungiasi atitinkami hormonai ir taip aktyvuoja receptoriy (Kadziauskas, 2012).

Steroidiniai  hormonai, kaip ir skydliaukés hormonai, turi nemazai jtakos
ankstyvojoje ontogenezéje bei lemia seksualinj stuburiniy gyviny elgesj. Stuburiniuose

gyvinuose lytiniai hormonai yra sintetinami i§ cholesterolio. Jie gali biti suskirstyti j keturias

10



funkcines grupes: tris lytiniy hormony grupes (androgenai, estrogenai ir progestagenai) ir
gliukokortikoidai. Pastarieji yra svarblis metabolizmo ir augimo reguliavime bei
osmoreguliacijoje (Falkenstein et al., 2000). Zinduoliuose steroidiniai hormonai daugiausiai
sintetinami antinksc¢iuose, lytinése liaukose bei placentoje. Kiekvieno lytinio hormono gamyba
vyksta specifinése liaukose, pvz., testosteronas sintetinamas séklidése, estrogenas ir
progesteronas kiaugidése ir t. t. Sie organai daugumoje rasiy mazais kiekiais gali sintetinti ir
kitos riiSies hormonus.

Daugelyje stuburiniy pagumburis, tarpiniy smegeny dalis, esanti po gumburu, ir
hipofiz¢ yra atsakingi uz iSskiriamy j kraujotaka hormony koncentracijas ir dauginimosi bei
seksualinio elgesio laikg. Pagumburyje gausu nerviniy lgsteliy, atlickanéiy signalo perdavimo
ir sekrecijos funkcijas. Jis i$skiria peptida, gonadotropinus i$leidziantj hormong (GnRH), kuris
stimuliuoja hipofize sintetinti folikulus stimuliuojantj hormong (FSH) ir liutenizuojantj
hormona (LH). Sie hormonai reguliuoja progesterono, estradiolio ir testosterono sinteze.
Lytiniy hormony ir lytiniy liauky vystymasis taip reguliuojami (teigiama ir neigiama griztamoji
reguliacija) per FSH ir LH hormony produkcija (Reijnders, 2002).

Jau ne karta minéta, kad steroidiniai hormonai turi jtakos pilkyjy ruoniy jaunikliy
raidai ir elgsenai. Siame darbe analizuojami aukiCiau apra$yti hormonai: estradiolis,
testosteronas, dihidrotestosteronas ir kortizolis. Nuo jy sintezés, iSskyrimo ir sgveikos su
receptoriais priklauso ruoniy jaunikliy vystymasis, jy seksualiné bei socialiné¢ elgsena

(Wassarman and Neill, 2006).

1.2.1. Testosterono funkcijos, sintezé ir metabolizmas

1.2 pav. Testosterono struktiira.

Testosteronas (vyriSkasis lytinis hormonas, 1.2 pav.) yra svarbus stuburiniy kraujyje
randamas lytinis hormonas, svarbiausias androgenas. Didziausias testosterono kiekis (daugiau
nei 95%) yra gaminamas séklidziy Leidigo lastelése. Sios lastelées specializuojasi gaminti

testosterong, lemiantj pirminiy vyriSky lytiniy pozymiy vystymagsi ir jas stimuliuoja
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liuteinizuojantis hormonas (LH). Motery organizmuose testosteronas taip pat gaminamas ir
iSskiriamas, taciau mazesniais kiekiais. Apie 50 proc. testosterono gaminama periferiniuose
audiniuose, kita dalis susidaro kiausidése ir antinks¢iuose. Vyry kraujyje testosterono
koncentracija 3-4 kartus didesné nei motery. Vyrauja trys testosterono formos: SHBG-
prisijunges testosteronas (apie 60%), albuming-prisijunggs testosteronas (apie 38%), ir laisvas
testosteronas (apie 2%) (Rommerts, 2004).

Androgeny veikimas svarbus lyties ir kity organy funkcijai palaikyti, lemia
seksualing bei socialing elgseng stuburiniuose. Androgenai skatina tam tikry baltymy sinteze ir
audiniy, kurie turi androgeny receptorius, augimg. Testosterono poveikius galima suskirstyti i
anabolinj bei androgeninj. Daugeliu atveju testosterono poveikis gali buti dvejopas, todél Sis
skirstymas néra vienareik§Smiskas. Anaboliniams poveikiams priskiriamas raumeny mases
augimas ir jéga, padidintas kauly tankis bei stiprumas. Androgeninj poveikj apibiidina lytiniy
organy brendimas, ypa¢ varpos ir kapSelio formavimasis gimdoje ir po gimdymo (lytinio
brendimo metu). Dauguma S§iy poZymiy yra antriniai lytiniai pozymiai. Testosteronas yra
biutinas normaliam spermos vystymuisi. Jis aktyvuoja Sertoli Igsteliy, kurios skatina
spermatogenezés diferenciacijg, genus (Mooradian et al., 1987).

Priklausomai nuo lgstelése esanciy fermenty, testosteronas gali  biti
metabolizuojamas j du aktyvius metabolitus. Mazdaug 5 % testosterono metabolizuoja Sa —
reduktaze, redukuodama jj iki Sa — dihidrotestosterono (DHT). Sj fermenta stipriai ekspresuoja
patiny lytiniai organai ir plauky folikulai. Dihidrotestosterono prostatoje yra 10 karty daugiau
nei paties testosterono. Mazdaug 0,3 % testosterono metabolizuoja aromatazé, fermentas
ekspresuojamas smegenyse, kepenyse ir riebaliniame audinyje, versdama jj i estradiolj
(Mooradian et al., 1987). Testosteronas perneSamas j tam tikrus audinius per kraujg. Jis
susijungia su specifiniais kraujo plazmos baltymais ir Iytinius hormonus jungian¢iu globulinu.
Svarbiausia Sio globulino funkcija yra laisvo testosterono koncentracijos reguliavimas kraujo

serume. Keiciantis jo koncentracijai, kinta laisvo testosterono koncentracija.

1.2.2. Testosterono jtaka ruoniy elgsenai

Jei patinui triikksta testosterono, jo organizmas deramai nesivysto ir nefunkcionuoja.
Tik esant dideléms testosterono koncentracijoms néStumo metu ir iSkart po gimimo, vystosi
pirminiai lytiniai poZymiai (Arnold and Gorski, 1984; Almeida and De Aratjo, 2001). Individai
yra ypac¢ jautriis hormony organizaciniam poveikiui kritiniais raidos etapais, pvz., perinataliniu
periodu (vaisiaus iki gimimo ir ankstyvuoju laikotarpiu po gimimo). Jie dalyvauja smegeny

pusrutuliy vystymesi, taip pat pirminiy ir antriniy lytiniy organy formavimesi priklausomai nuo
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Iyties —patinuose vyksta defemenizacija ir maskulinizacija, o patelése - femenizacija ir
demaskulinizacija (Hotchkiss et al., 2003; Wallen and Baum, 2009). Kadangi pateliy piene
gausu cholesterolio, tai pras¢iau iSmaitinti jaunikliai gali turéti maZesnius cholesterolio resursus
testosterono produkcijai ir prastesnj vyrisky lytiniy pozymiy vystymasi. IS to gali sekti iSvada,
kad pilkyjy ruoniy jaunikliai, kurie atsiskiria nuo motinos dar nesibaigus zindymo periodui ir
yra sukaupe maziau energetiniy resursy, gali neiSgyventi arba sulaukti vélesnés brandos. Taigi
jei patinas véliau subresta, jis gali biiti maziau agresyvus bei maziau aktyvus poravimosi sezonu
jtakos lytiSkai subrendusiems Zzinduoliy patinams. Jie pasiZymi zemesne testosterono
koncentracija, nei gerai besimaitinantys patinai, taip pat, prastéja séklidziy funkcija, gamety
gamyba, keiCiasi seksualiné elgsena ir mazéja reprodukcinis sekmingumas (Setchell et al.,

1965; Howland, 1975; Marcelly de Souza Santos et al., 2004).

1.2.3. Estradiolio funkcijos, sintezé ir metabolizmas

HO
1.4 pav. Estradiolio struktura.

Estradiolis (E2) — moteriskasis lytinis hormonas (1.4 pav.) Yra trijy rasiy
endogeniniai estrogenai. Kiti du estrogeniSkai aktyvis junginiai estronas (E1) ir estriolis (E3)
yra estradiolio apykaitos produktai, tac¢iau estradiolis yra biologiskai aktyviausias estrogenas.
Estrogenai nekaupiami, bet tuoj pat iSskiriami (Gruber et al., 2002). Kaip ir Kiti lytiniai
hormonai, kraujyje estradiolis yra konjuguotas su SHBG, lytinius hormonus sujungianciu
globulinu, o kita dalis hormono yra susijungusi su albuminu ir tik apie 2-3 proc. yra laisvo
hormono (Zeginiadou et al., 1997).

Estrogenai turi jtakos beveik visy audiniy veiklai, taciau pagrindiné jy funkcija yra
pateliy reprodukcinés sistemos augimo ir subrendimo stimuliavimas ir reprodukciniy savybiy
palaikymas. Jie skatina folikuly augima, gimdos gleivinés vystymasi, antriniy lytiniy pozymiy
formavimasi ir palaiko néStumg. Estrogenai yra svarbiis normaliai kauly mineraliniy medziagy
apykaitai. Estradiolis skatina kalcio issilaikymg kauliniame audinyje. Jis gerina gimdos

raumeny apvalkalo augima. Estradiolis yra bitinas iSlaikyti ovocitus kiauSidéje. Liutentinéje
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fazéje estradiolis kartu su progesteronu paruosia gimda implantavimui. NéStumo metu
estradiolio kiekis padidéja dél placentos gamybos (Lasiuk and Hegadoren, 2007).

Trijose i§ eilés hidroksilinimo reakcijose, estronas ir estradiolis susidaro i§ jy
pirmtaky androstendiono ir testosterono atitinkamai. Visas estradiolio biosintezés kelias

pavaizduotas 1.5 pav.

O o

NADPH
I Androstendionas | K /

L

Aromatizacija

o} HO

1 OH
Aromatizacija
o] HO

1.5 pav. Estrono ir estradiolio susidarymo schema.

Estradiolis sintetinamas theca ir granulosa Igstelése kiausidése. Estronas ir estriolis
pirmiausia susidaro kepenyse i§ estradiolio. Aromatazés veikla taip pat buvo aptikta raumenyse,
riebaluose, nerviniame audinyje ir séklidziy Leidigo lastelése. Néstumo metu estriolis
sintetinamas sincitiotrofoblasty placentoje (Gruber et al., 2002). Estradiolis yra taip pat
gaminamas arterijy sienelése, taciau jis negali biiti greitai perneSamas i§ kraujotakos sistemos |
smegenis (Padridge and Mietus, 1979). Kaip vienas i§ dviejy veikliyjy testosterono metabolity
(kitas yra dehidrotestosteronas) gali biiti susintetinamas i§ §io hormono smegenyse.

Plazmoje estradiolis daugiausia prisijungia prie lytinius hormonus jungiancio
globulino, taip pat prie albumino. Kraujyje tik apie 2% yra laisvo ir biologiSkai aktyvaus
hormono. Inaktyvacija apima vertimg j maziau aktyvius estrogenus, tokius kaip estronas ir
estriolis. Estriolis yra pagrindinis Slapimo metabolitas. Estradiolis yra suriSamas kepenyse,
formuojntis  sulfatui (fermantas — sulfotransferazé¢) ir gliukuronidui (fermentas —
gliukoroniltransferazé) ir tuomet iSskiriamas per inkstus (Desta et al., 2012). Kai kurie
vandenyje tirpls junginiai yra iSsiskiriami tulzies lataky ir i§ dalies reabsorbuojami
vir§kinimajame trakte po hidrolizés. Si enterohepatiné cirkuliacija padeda islaikyti estradiolio

kieki kraujyje.
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1.2.4. Estradiolio jtaka ruoniy elgsenai

Pilkyjy ruoniy pateliy reprodukciné organy sistema skiriasi nuo motery. Jos turi du
gimdos ragus, néra menstruacijy proceso. Blastocistos implantacija daZzniausiai vyksta tame
gimdos rage priklausomai nuo to, kurioje puséje yra ovuliuojanti kiausidé. Estradiolis veikia
kartu su kitu lytiniu hormonu progesteronu. Sie hormonai veikia gimdos proliferacija
liuminaliniame ir liaukiniame audiniuose. Mazesni estradiolio kiekiai gali turéti jtakos
sutrikusiam gimdos imlumui ir sutrukdyti sékmingam blastocistos implantavimosi gimdoje.
Estradiolio koncentracija pradeda didéti po implantacijos ir auksS¢iausia biina jauniklio

atsivedimo metu bei zindymo periodu (~400 pmol/l) (Reijnders, 1990).

1.2.5. Dihidrotestosterono funkcijos, sintezé ir metabolizmas

1.6 pav. Dihidrotestosterono struktiira.

Dihidrotestosteronas (DHT) (1.6 pav.) yra lytinis steroidas ir androgeninis hormonas.
DHT prostatoje, séklidése, plauky folikuluose, ir antinksCiuose i§ testosterono sintetina
fermentas Sa-aromatazé. Sis hormonas lemia vyry antriniy lytiniy pozymiy vystymasi. DHT
turi didesnj androgeny receptoriy gimininguma nei testosteronas ir antinks¢iy androgenai.
Testosterono disociacija nuo receptoriaus yra penkis kartus greitesné nei DHT (Grino et al.,
1990, Amory et al., 2008). Vykstant embriogenezei DHT atlieka esminj vaidmenj vyry iSoriniy
lytiniy organy formavime vaisiaus vystymosi metu ir po jo. DHT gali slopinti estrogenus trimis
biidais: 1) tiesiogiai trukdyti estrogeny gebé&jimui veikti audiniuose; 2) slopinti fermenta
aromataze; 3) sumazinti gonadotropino, i§ kurio sintetinamos medZiagos, reikalingos estrogeny
produkecijai, sekrecija.

Dihidrotestosteronas didelémis koncentracijomis aptinkamas prostatoje ir kituose
reprodukciniuose audiniuose (Mooradian et al., 1987). Fermentas Sa-reduktazé redukuoja 4,5
testosterono dvigubg rysj ir susidaro DHT (1.7 pav.). Yra dvi fermento izoformos. Abi
randamos prostatoje ir kepenyse. Skiriasi jy pH optimumas, jie skirtingai reaguoja j inhibitorius

(Carson and Rittmaster, 2003).
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1.7 pav. Dihidrotestosterono susidarymo schema.

O

Skirtingai nuo kity androgeny, tokiy kaip testosteronas, DHT fermento aromatazés
negali biiti paver¢iamas ] estradiolj. DHT j 3a-androstanediolj ir 3f-androstanediolj pavercia

fermentai 3a-hidroksisteroiddehidrogenaz¢ ir 3f-hidroksisteroiddehidrogenazé atitinkamai

(Rizner et al., 2006).

1.2.6. Dihidrotestosterono veikla zinduoliuose

Dihidrotestosterono jtaka pilkyjy ruoniy patiny seksualinei ir socialinei veiklai
nebuvo tirta. Taciau jy kraujyje aptinkamas fermentas 5a-reduktazé, kuris vercia testosterong j
dihidrotestosterong bei pats hormonas. Kadangi steroidiniy hormony veikla pilkuosiuose
ruoniuose yra gimininga kity zinduoliy steroidiniy hormony veiklai, galime daryti prielaida apie
dihidrotestosterono jtaka ruoniy elgsenai. Atlikta tyrimy su kity Zinduoliy riiSimis ir nustatytas
S§io hormono poveikis jy seksualinei elgsenai. Nustatyta, kad kastruotuose triuSiuose bei jiiry
kiaulytése dihidrotestosteronas atkuria norg poruotis. Kai kuriose peliy ruSyse sisteminiai
dihidrotestosterono papildai atkuria tokj seksualinj elgesj, koks buvo pries kastracija. Sis
androgenas taip pat aktyvuoja seksualinj elgesj macaca mulatta riiSies bezdzionése (Agmo,
2011).

1.2.7. Kortizolio funkcijos, sintezé ir metabolizmas

1.8 pav. Kortizolio struktiira.

16



Kortizolis (1.8 pav.) formaliai daugiau Zinomas kaip hidrokortizonas, yra steroidinis
hormonas, priskiriamas gliukokortikoidams. Kraujyje kortizolis, kaip ir Kiti steroidiniai
hormonai, sudaro kompleksus su baltymais. Laisvo, aktyvaus kortizolio kiekis yra tik 8%. Jis
padeda reguliuoti arterinj kraujo spaudimg ir yra svarbus normaliai Sirdies ir kraujagysliy
sistemos funkcijai. Kortizolis svarbus organizmo reakcijose | stresa, baltymy, angliavandeniy
ir riebaly apykaitai organizme (Hoehn and Marieb, 2010).

Kortizolio receptoriy daugiausia turi kepeny, inksty, skersaruoziy raumeny,
jungiamojo audinio ir limfoidinio audinio Iastelés. Kortizolis yra biitinas organizmo
homeostazés palaikymui. Jis vadinamas ,,streso hormonu®, turi jtakos ir reguliuoja daugelj
poky¢iy organizme, kurie jvyksta kaip atsakas j stresa. Kepenyse kortizolio-receptoriaus
kompleksas indukuoja gliukoneogenezés genus, todél daugéja fruktozés-1,6-difosfato ir
gliukozés-1-fosfato, taip pat indukuojami aminotransferaziy genai. Taigi kortizolis kepenyse
aktyvina gliukoneogenezg i$ aminortig§¢iy. Svarbiausias fiziologinis atsakas — veikia prieSingai
insulinui, didéja gliukozés koncentracija kraujyje. Raumenyse, jungiamajame ir limfiniame
audiniuose kortizolis slopina geny ekspresija, o raumenyse slopina baltymy sinteze. Sio
reiSkinio fiziologinis atsakas — padidéjusi aminortig§¢iy koncentracija kraujyje. Jungiamajame
audinyje kortizolis slopina kolageno sintezg, 0 limfiniame audinyje —antikiiny sintezg. Pastarojo
reiskinio fiziologinis atsakas — uzdegiminiy reakcijy slopinimas. Kortizolis Zinomas kaip pats
stipriausias prieSuzdegiminis preparatas (Coderre et al., 1991; Djurhuus et al., 2002).

Kortizolis gaminamas antinks¢iy Zievéje i§ cholesterolio. Citochromas P450 kerpa
cholesterolj ir susidaro pregnenolonas. Toliau vyksta eilé reakcijy ir paskutiniame etape, 1§ 11-
deoksikortizolio, veikiant fermentui 11B-hidroksilazei, susidaro kortizolis (Craigie et al., 2009).
Kortizolj metabolizuoja 11p-hidroksisteroido dehidrogenazés sistema (11p-HSD), Kkuri
susideda 1§ dviejy fermenty: 11B-HSDI1(1tipo) ir 11B-HSD2 (2 tipo) dehidrogenaziy. 11p-
HSDI1 naudoja kofaktoriy NADPH ir vercia biologiskai inertiSkg kortizong i biologiskai aktyvy
kortizolj. 11B-HSD2 naudoja kofaktoriy NAD+ ir ver¢ia kortizolj j kortizong. Taigi, 113-HSD1
didina aktyvaus kortizolio koncentracijas tam tikrame audinyje, tuo tarpu 11B8-HSD2 maZina
jas (Tomlinson et al., 2004). Taip pat fermentai Sa-reduktazé ir 5B-reduktazémetabolizuoja
kortizolj j So-tetrahidrokortizolj ir 5B-tetrahidrokortizolj atitinkamai (Craigie et al., 2009).

Specifiné biosintez¢ zinduoliuose pateikiama 1.9 pav.
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1.9 pav. Steroidiniy hormony biosintezes kelias.
1.2.8. Streso jtaka

Stresas apibidinamas kaip vidinés jtampos buisena — fiziné ir psichiné organizmo jtampa,
reakcija | slegianéias situacijas, keliancias grésme individo gerovei, sveikatai ar gyvybei.
Gyviinuose streso modelis yra suskirstytas ] tris pagrindines stadijas: stresoriaus atpazinima,
biologin; atsakg prie§ stresoriy ir pasékmes, galinfias pakenkti organizmo homeostazei
(Moberg, 2000). Nepakankama mityba, badavimas veikia kaip stresorius (Matteri et al., 2000).
Kortizolis turi didelés jtakos poravimosi metu slopindamas individy elgseng. Patinuose jo jtakas
pasireiSkia testosterono koncentracijos sumaz¢jimu. Kai kurie tyrimai parodé, kad
gliukokortikoidy veiksmai reprodukcinei funkcijai yra slopinami poravimosi metu kaip atsakas
i stresa, kuris skatina individus daugintis stresinése aplinkose (Lidgard et al., 2008). Zemiausia
rangg uzimantys patinai pasizymi maziausiu testosterono kiekiu kraujyje ir didZiausiu
kortizolio kiekiu. Tuo tarpu auks$¢iausio rango patinai poravimosi metu nesimaitina, todél
badavimas veikia kaip stresorius ir skatina kortizolio sinteze (Rommerts, 2004). Taigi streso
metu, badaujant, kovojant dé¢l pateliy, poliginiski pilkyjy ruoniy suaugg patinai yra prisitaike
i8laikyti lytinj aktyvuma, o jaunikliai — palaikyti normalig lyting diferencijacijg. Taciau dar néra

nustatyta, ar prastesné mityba turi jtakos testosterono koncentracijai jaunikliy kraujyje.
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1.3. Méginio paruosSimas analizei

Svarbi problema dirbant su laukiniy Zinduoliy krauju yra méginiy paémimas, todél
meéginiai daznai yra riboto ttirio. Imant kraujg i$ jaunikliy biitina nuraminti ne tik juos, bet ir jy
motinas. Taip pat didelé problema yra ekstremaliai lipemiski plazmos méginiai (Speake et al.,
1999), su kuria biitent ir susiduriama tiriant ruoniy, ypac jy jaunikliy, plazmg. Kaip minéta
anksciau, jie yra maitinami riebiu motinos pienu, turinciu apie 60 proc. riebaly. Tokie lipidai
kaip riebalai (triacilgliceroliai, trigliceridai), laisvos riebaly rigstys (RR), fosfolipidai,
cholesterolis gali trukdyti imuno-, radioimunoanalizei, dujy bei skys¢iy chromatografijai (Rash
etal., 1980; Jawad et al., 1981). Imunoalizéje svarbu pasalinti medziagas, kurios gali sgveikauti
su antiktinais. Chromatografiniuose metoduose ekstrakcija itin svarbi norint neuZzterSti ir
neperkrauti chromatografinés kolonélés. Todél atskirti steroidus i§ plazmos ir audiniy méginiy
nuo lipidy ir kity trukdan¢iy medziagy yra labai svarbu, norint gauti tikslius bei patikimus
rezultatus. Nustatant steroidy koncentracija, ypac¢ audiniuose, méginio paruoSimas yra kritinis
zingsnis prie$ bet kokig analize ir turi tiesioging jtakg rezultaty tikslumui ir glaudumui (Chard,
1995). Taigi Siy méginiy analizei reikalingas grieztas ir daugiaetapis méginio paruoSimas

(Koren et al., 2012).

1.3.1. Skysciy-skysciy ekstrakcija organiniais tirpikliais

Steroidams ekstrahuoti i§ méginiy tradiciskai naudojami jvairtis organiniai tirpikliai
(pvz., dichlorometanas, dietilo eteris, etilo acetatas, heksanas). Taciau norint pasirinkti tinkamag
ekstrakcijos metoda reikia atsizvelgti j daug faktoriy. Sie faktoriai apima steroidy
koncentracijos matavimg, tyrimy rasj, lyt], sezona, reprodukcing biliseng ir méginio tipg
(audinys, plazma ar serumas). Ekstrakcija vien organiniais tirpikliais galima méginiuose,
kuriuose yra mazai lipidy (Soma and Wingfield, 2001) ar imunoanalizése, kuriose reikalingi
labai mazi méginio kiekiai. Taciau plazmos / serumo méginiuose arba audiniy méginiuose,
kuriuose yra didelis lipidy kiekis, ekstrakcija organiniais tirpikliais gali salygoti maza
atkuriamumg (O'Grady, 1968), kintamg atkuriamumg (Fuqua et al., 1995) arba nevisiska
trukdan¢iy medziagy paSalinimg. Svarbu tai, kad organiniy tirpikliy ekstrahavimo
veiksmingumas turéty biiti nustatomas empiriskai kiekvienu atveju atskirai. Kitas veiksnys yra
tas, kad steroidy ekstrakcijoje naudojami organiniai tirpikliai daznai yra labai reaktyviis arba
labai degiis. Pavyzdziui, dichlormetanas (DCM) yra chlororganinis junginys, pasizymintis

kancerogeninémis savybémis, dietilo eteris yra labai lakus ir degus (Newman et al., 2010).
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1.3.2. Kietafazé ekstrakcija

Plazmos arba serumo méginius galima ekstrahuoti naudojant kietafazg ekstrakcija
(SPE) su komerciskai prieinamomis Cig kolonélémis. SPE metodu gaunamos geros iSgavos ir
atsikartojamumas, ji pla¢iai naudojama ekstrahuoti junginiams, esantiems sudétingoje
matricoje. Siuo metodu efektyviai galima atskirti steroidus nuo saveikaujan¢iy molekuliy, net
kai ekstrahuojama i§ daug lipidy turin¢ios plazmos ir smegeny audiniy. Duomenys rodo, kad
SPE yra pranaSesné uz organiniy tirpikliy ekstrakcijg keletu aspekty. SPE yra gana paprasta
atlikti laboratorijoje, o reikalingos medziagos yra komerciSkai prieinamos. Kietafazéje
ekstrakcijoje kieto sorbento medziaga, dazniausiai alkilu suriStas silicio dioksidas, yra
supakuota | kolon¢lg. Santykinai nepoliniy junginiy ekstrakcija (pvz., steroidy) i§ poliniy
matricy (pavyzdziui, vandens) reikalauja kieto sorbento, kuriame yra nepolinés oktadecilo (C1s)
funkcinés grupés, prijungtos prie silicio dioksido. Gali biiti naudojami ir kiti sorbentai, pvz.,
turintys aminopropilo grupes (Newman, 2008).

Kietafazés estrakcijos metu steroidai susijungia su Cig grupémis, esanciomis
sorbente, o pasaliniai poliniai junginiai eliuojami i§ méginio matricos. SPE eigos protokolas su
Cis Serdelémis susideda i8S septyniy pagrindiniy veiksmy:

1) Serdelés kondicionavimo (kolonélé plaunama organiniais tirpikliais);

2) pusiausvyros pasiekimo (vanduo prateka per kolonélg, kad paruosty sorbentg méginio
pakrovimui);

3) meéginio pakrovimo (méginiai, esantys vandeninése matricose, praleidZiami per
kolonéle);

4) trukdanciy medziagy paSalinimo (vanduo tekédamas per kolonéle iSplauna polines
medZiagas);

5) méginio eliucijos (steroidai yra iSplaunami i$ kolonélés su nedideliu kiekiu eliuento j
stiklinius buteliukus);

6) dziovinimo (eliuatas yra dziovinamas ore arba azoto dujy aplinkoje);

7) suspendavimo (sausi eliuatai istirpinami reikiamame tirpiklyje).

Ekstrakcijos atkuriamumas visuomet jvertinamas ] méginius pridéjus Zinomos
koncentracijos tiriamosios medziagos. Labai svarbu pasirinkti tinkamg tirpiklj eliucijai, norint
padidinti ekstrakcijos efektyvumg (Newman, 2008). Newman taip pat nustaté, kad steroidy
eliucija per Cig Serdeles su 90 % Svarumo metanoliu dejonizuotame vandenyje pasiekia
geriausig pakartojamumg. Metanolis suformuoja vandenilinius rySius su silicio oksido

pavirSiumi ir nutraukia Van der Valso (Van der Waals) rysius tarp steroidy ir Cig Sorbento.
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Todgél tai puikiai tinkamas tirpiklis nepolinéms analitéms, tokioms kaip steroidiniai hormonai,
iSskirti. Tirpiklio reguliavimas gali nulemti, kuri analité bus iSplauta. Pavyzdziui, plaunant su
mazesniu procentiniu metanolio kiekiu vandenyje, galima specifiSkai iSplauti sulfuotus
steroidus, o nekonjuguotus steroidus palikti (Liere et al., 2004). Kiti nepoliniai tirpikliai,
pavyzdziui, acetonitrilas ir etilo acetatas, taip pat gali gerai veikti su nepolinémis, lipofilinémis
analitémis ir turéty buti nagrinéjami tolimesniuose tyrimuose. Ng ir Yuen (Ng and Yuen, 2003)
ekstrahavo testosterong i§ plazmos su dichlorometano / 2,2,4-trimetilpentano misiniu (3:2, v/v)
bei pasitilé naudoti 0,02 M natrio dihidrogenfosfato / acentonitrilo / metanolio misinio (51:47:2,
v/v) pH 3.1 mobilig faz¢ su Cig Serdelémis.

Reciau yra naudojamos aminopropil-[(SiO2)x-(CH2)sNH2]- sorbentu pakrautos
kolonélés. Polimeriskai surista, vidutini$kai poling, silicio pagrindu surista kieta fazé, turinti
silpnai bazinj pavir$iy, leidzia tiek normaliy faziy ekstracija, tiek atvirksc¢iy faziy ekstrakcija.
Poliniai sorbentai daznai naudojami matricos jtakai pasalinti. Sulaikomi hidrofiliniai matricos
komponentai, o analités eliuuojamos. Tarp sorbento ir sulaikomos medziagos atsiranda
vandeniliniai rySiai, pasireiskia dipoliy, n-n, indukuoty dipoliy sgveika (Vickackaite, 2008).
Sorbentas gali biiti naudojamas kaip polinis sorbentas, pasizymintis skirtingu selektyvumu
rugstinéms / bazinéms analitéms arba Silpniems anijony mainams vandeninéje terpéje, kai pH
8,0 ir maZesnis. Pritaikymas taip pat apima naftos produkty frakcionavima, sacharidy, vaisty,

metabolity, fenoliy ir fenolio pigmenty ekstrakcijg.
1.4. Analitiniai metodai steroidiniams hormonams nustatyti

Daugybé pastangy jdéta siekiant surasti jautrius detekcijos metodus steroidy
nustatymui kraujyje, slapime, seilése ir kituose fiziologiniuose méginiuose. Steroidiniams
hormonams plazmoje ir serume nustatyti Siuo metu pla¢iai naudojama imunoanalizé,
radioimunoanalizé, efektyvioji skysCiy chromatografija, taip pat dujy chromatografija.
Paskutiniais metais didelis démesys skiriamas skys¢iy chromatografijai-masiy spektrometrijai
bei dujy chromatografijai-masiy spektrometrijai (Ng and Yuen, 2003).

Wilke ir kt. (Wilke et al., 1987) pateiké metodus, kuriais galima greitai iSmatuoti
testosterono  koncetracija naudojant radioimunoanalize. Wintersteiger ir Sepulveda
(Wintersteiger and Sepulveda, 1993) naudojo elektrocheminj aptikimo metodg su pakankamai
geru jautrumu (12,5 ng/ml) ir atsikartojamumu (85,7-96,9 %). Sis metodas susidéjo is

kietafazés ekstrakcijos, derivatizacijos bei kolonés perjungimo, taciau nepasizyméjo dideliu
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tikslumu ir atsikartojamumu. Be to, elektrocheminiai metodai daznai susiduria su bazinés

linijos stabilumu.

1.4.1. Imunoanalizé

Steroidy analizavimas imunoanaliziniais metodais yra labai daZnas, norint nustatyti
endokrininés sistemos buseng. Pvz., kortikosterono ir lytiniy hormony koncentracija daznai
matuojama norint jvertinti streso fiziologija (Newman and Soma, 2006; Romero et al., 2006) ir
reprodukcine biisena jvairiose gyviny rasyse (Williams et al., 2005). Sie metodai itin
patrauklis klinikinése laboratorijose dél paprastumo, greitumo ir analitinio jautrumo. Taciau,
naudojant imunoanalize, vyksta kryzminés antikiiny reakcijos su struktiiriSkai panasiais
junginiais (Ismail et al., 2002). Koncentracijos kei€iasi priklausomai nuo naudojamy antikiiny
(Wilke and Utley, 1987). Tai ypac problematiska, kai analizuojamos molekulés, turincios
panasig struktiira, pvz., testosteronas ir dihidrotestosteronas struktiiriSkai yra beveik identiski ir
skiriasi tik dvie vandenilio atomais. Klinikinése laboratorijose naudojami automatiniai
analizatoriai arba komerciniai, antikiiny pagrindu sukurti rinkiniai ELISA ir RIA, kurie yra
lengvai prieinami ir gana paprasti naudoti. Taciau vienas rinkinys skirtas matuoti tik vienam
hormonui, tod¢l tg pati méginj biitina padalinti j kelias dalis. Taigi reikia tiek skirtingy rinkiniy,

kiek hormony norime matuoti.

1.4.1.1. Problemos naudojant imunoanalize

Nepaisant imunoanalizés metodo analitinio jautrio ir matavimy, kuriems daznai
nereikia ypatingos iSankstinés ekstrakcijos, paprastumo, imunoanalizés néra pakankamai
specifiskos ir tikslios. SpecifiSkumas priklauso ne tik nuo antikiino gebéjimo prisijungti prie
antigeno, bet taip pat nuo meéginyje esancio antigeno ir jo matricos, reagenty sudéties ir
imunoanalizés formato (Krasowski et al., 2014). Medziagos, kurios keifia iSmatuojamos
analités koncentracija méginyje arba keicia antikiiny prijungima, gali lemti analizés trukdZius.
Analitiniai trukdZiai yra apibréziami kaip medziagy, esan¢iy méginyje, poveikis, kuris daro
jtaka teisingai rezultato reikSmei. Atsirades trukdis gali biti priklausomas arba nepriklausomas
nuo analités. Nepriklausomi trukdZiai susij¢ su bendrais hemolizés, lipemijos trukdziais ir su
antikoagulianty poveikiu bei méginiy saugojimu, bet nepriklauso nuo analités koncentracijos.
Nuo analités priklausomi imuniniai trukdziai nurodo trukdzius tarp sudedamyjy daliy saveikos
méginyje su vienu arba daugiau reagenty antikiiny. Jie apima junginius su cheminiais

skirtumais, taCiau struktiiriniais panaSumais, kurie kryzmiSkai reaguoja su antikiinu,
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heterofiliniais antikiinais, zmogaus anti-gyviny antiklinais, autoanalitiniais antikinais,
reumatoidiniais faktoriais ir Kitais baltymais (Schiettecatte et al., 2012).

Trukdziai gali lemti klaidingai didesng¢ arba klaidingai mazesn¢ analités
koncentracijg, priklausomai nuo imunoanalizés reakcijos trukdziy vietos. Jie gali pasireiksti
prieStaringais rezultatais vienai arba kelioms analitéms ir gali baiti aptikti vienoje arba keliose
analizés sistemose, Kurios yra paveiktos analités. Poveikio dydis priklauso nuo trukdancios
medziagos koncentracijos, bet nebiitinai yra tiesiogiai proporcingas. Trukdziai veikia platy
imunoanalizés anali¢iy spektra, jskaitant hormony, naviko Zymeny, narkotiky, Sirdies troponino
ir mikroby serologinius tyrimus. Svarbu atpazinti potencialius imunoanalizés trukdzius ir
i$siaiskinti ar procediiros tinkamos atitinkamoms analitéms nustatyti (Tate and Ward, 2004).

Hormonus prijungiantys baltymai gali keisti analités koncentracija méginyje,
paSalindami arba blokuodami analit¢. Pavyzdziui, steroidiniai hormonai gali prisijungti prie
lytinius hormonus suriSanc¢io globulino arba kortizolis gali prisijungti prie kortizolj suriSanc¢io
globulino ir sumazinti laisvos analités koncentracija. Kortizolio prisijungimas gali buti
sumazintas denattravus jj suriSant] baltymg arba pridéjus blokuojancio reagento. ISstimus
analite 1§ endogeniniy hormonus jungian¢iy baltymy, galima paveikti tyrimo pusiausvyrg ir
sumazinti arba padidinti analités koncentracija. Tai galima pasiekti naudojant atitinkamus

buferinius tirpalus (Shrivastav, 2002).

1.4.2. Dujuy chromatografija / masiy spektrometrija

Dujy chromatografija yra chromatografinis skirstymo metodas, kuriame judri fazé
yra dujos (pvz., argonas, helis, azotas). Naudojant dujy chromatografg kartu su masiy
spektrometru ne$an¢iomis dujomis daZniausiai pasirenkami helis arba vandenilis. Sis metodas
daznai naudojamas, nes yra greitas, patogus ir juo galima nustatyti keletg anali¢iy vienu metu.
Siam tikslui turi biiti pasirinktas temperatiirinis gradientas, kad skirtingy virimo temperatiiry
junginiai i8eity skirtingu laiku. Chromatografiskai i$skirstytos medziagos nustatomos masiy
spektrometru. Dujy chromatografijoje naudojami jvairls masiy spektrometrai, kurie
pasirenkami priklausomai nuo analizuojamy medziagy. Siame darbe buvo naudotas masiy
spektrometrinis detektorius (MSD), kuriuo galima nustatyti cheminiy junginiy struktiira, kai ji
néra zinoma. Masés spektrometry veikimas pagristas tiriamy molekuliy jonizacija,
defragmentacija bei gauty molekulés fragmenty riiSiavimu pagal masés ir kriivio santykj. Gauty
rezultaty analizé ir junginiy identifikavimas vyksta gauty masés spektry palyginimu su

kompiuterine masés spektry duomeny baze. Su Siuo detektoriumi galima registruoti bendra jony
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srautg (TIC), o tuomet pasirinkti registruoti intensyviausius junginiy molekulinius jonus (SIM)
(Hiibschmann, 2015).

Analizuojamy medziagy koncentracijos daznai yra per mazos, o méginiy matricos
(pvz., plazmos ar serumo) yra sudétingos, kad juos bty galima analizuoti tiesiogiai. Méginio
paruosimas daznai tampa ilgiausia ir sudétingiausia analizés stadija, uzimancia iki dviejy
trecdaliy bendros analizés trukmés ir didzigja dalimi nulemiancia analizés paklaidas. Todél
labai svarbu parinkti tinkamg méginio paruoSimo biuida, jgalinantj kuo grei¢iau, lengviau bei
pigiau atlikti analize. Dujy chromatografija / masiy spektrometrija gerai tinka daugeliui steroidy
ir jy metabolity nustatyti dél savo auksto chromatografijos rezoliucijos pajégumo ir atkuriamo
jonizacijos efektyvumo. Taciau jos sékmé daznai priklauso pirmiausia nuo derivatizacijos
procediiry, atlickamy prie§ méginio injekcija. Derivatizacijos metu yra kei¢iamos funkcinés
grupés, modifikuojant jas j junginj, labiau tinkamg DC / MS analizei. Yra didinamas junginio
lakumas ir / ar terminins stabilumas. Nors derivatizacija gali uzimti daug laiko, ji leidzia
sékmingai atskirti polinius ir nepolinius steroidus. Nors karbonilo grupés paprastai nekelia
turi jvairius karbonilo ir hidroksilo grupiy derinius, i§sami jvairiy steroidy analiz¢ priklauso nuo
selektyvios hidroksilo grupiy derivatizacijos. Pasirinktos derivatizacijos taikymas leidzia

sumazinti artefaktus ir nepageidaujamus derivatizacijos produktus (Budzinski et al., 2006).

Injektorius

Detektorius

__/—\I Kompiuteris

=

Kolonélé

— l‘=-I

He dujos

1.10  pav. DC/MS supaprastinta schema
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1.5. Steroidy derivatizacija dujy chromatografijai

Dauguma junginiy, tokiy kaip angliavandeniai ir steroidai dél savo dydzio ir
poliskumo néra tinkami tiesiogiai analizuoti dujy chromatografu. Todél juos reikia
derivatizuoti, norint padidinti jy lakumg ir / arba tirpumg. Derivatizacijai daznai naudojami
sililinantys junginiai, kurie padeda perzengti esancias ribas, suformuodami alkilsililderivatus ir
pakeisdami aktyvius protonus -NH, -OH arba -SH grupése. Reakcijos laikas ir temperatiira yra
svarbiausios sglygos steroidy derivatizacijoje, siekiant iSvengti nepageidaujamos
derivatizacijos bei pervesti junginj j norimg formg (daZniausia temperatira yra 60—70 °C,
reakcijos laikas 30-90 min). Be to, norint pagerinti derivatizacijos procesa galima padaryti
keletg kity pakeitimy: keisti tirpiklius ir naudoti alternatyvius Sildymo budus, pavyzdziui,
mikrobangomis. Akivaizdu, kad siekiant efektyvios derivatizacijos, reikéty naudoti
patobulintus optimizuotus metodus. Bendra derivatizacijos procediira gali biiti uzrasyta:
Steroidas-H + R3Si-X — Steroidas-O-Si-Rz + HX

Si reakcija normaliai vyksta net ir kambario temperatiiroje. Sililo grupiy jvedimas
padidina lakumg ir pagerina terminj derivaty stabiluma. Heksametildisilazanas (HMDS) (IV) ir
trimetilchlorosilanas (TMCS) (l11), buvo du pirmieji reagentai, naudojami sililinimui. Paskui
buvo surasta daugiau pagerinty ir specializuoty reagenty, pavyzdziui, BSTFA (N, O-
bis(trimetilsilil) trifluoracetamidas) (1), BSA (N,O-bis(trimetilsilil)acetamidas) (I1) ir TMSI
(trietilsililimidazolas) (V), kurie dabar yra komerciskai prieinami (1.11 pav.). TMCS yra daznai
naudojamas kaip katalizatorius kartu su Kitais reagentais ir taip didina derivatizacijos
efektyvumg. Dauguma sililinimo reagenty jautriai reaguoja j drégme, todél visas praktinis
darbas turéty biiti atliekamas sandariai uzdarytuose stikliniuose buteliukuose, naudojant
bevandenius tirpiklius, kad biity iSvengta hidrolizinio poveikio. Sililinimo reagentai daznai gali
biiti naudojami taip pat kaip reakcijos terpés, nepridedant kity tirpikliy. Kai tirpikliai reikalingi
arba pageidaujami, piridinas yra populiarus pasirinkimas dél savo kataliziniy savybiy ir
gebéjimo veikti kaip HCI akceptorius reakcijose, kuriose dalyvauja organiniai chlorsilanai. Kiti
naudojami tirpikliai yra dimetilsulfoksidas, dimetilformamidas ir tetrahidrofuranas (Umea
Universitet, 2010).
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1.11 pav. Populiaris sililinimo reagentai.

Budzinski ir kolegos istyré jvairiy sililinan¢iy reagenty efektyvumg. Buvo naudoti:
MSTFA (N-metil-N-(trimetilsilil) trifluoracetamidas), BSTFA, PFPA (pentafluoropropioninés
rugsties anhidridas), TMCS. Optimizavus salygas nustatyta, kad didziausia reakcijos iSeiga
susidaro naudojant MSTFA / merkaptoetanolio / amonio jodido miSinj, esant 60 °C
temperatarai ir kaitinant 30 min. Delgado su bendraautoriais pasiiilé panaSy derivatizacijos
metoda — naudoti MSTFA / NH4l /ditioeritritolio (1000:2:4) (v/w/w) mi$inj. Reakcijos miSinys
taip pat kaitintas 60 °C temperatiiroje 30 min. Dabartiniai DC / MS tyrimai steroidy analizei
skirti aptikti i§ karto kelias analites, orientuojantis | mazas giminingy steroidy grupes ar
konkreciy steroidy klases. Taciau nustatyty standartiniy metody protokoly trikumas patikimai

steroidy derivatizacijai daznai atgraso nuo steroidy analizés DC / MS (Bowden et al., 2009).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Medziagos

Amonio jodidas (Sigma Aldrich, Vokietija);
chloroformas (Roth, Vokietija);

dejonizuotas vanduo;

dietilo eteris (Sigma Aldrich, VVokietija);
dihidrotestosteronas (Dr. Ehrenstofer, VVokietija);
ELISA rinkiniai (IBL, Sveicarija);

estradiolis (Dr. Ehrenstofer, Vokietija);

etilo acetatas (Roth, VVokietija);

kortizolis (Dr. Ehrenstofer, VVokietija);

metilo alkoholis (Roth, Vokietija);
merkaptoetanolis (Sigma Aldrich, VVokietija);
natrio acetatas (Roth, Vokietija);

testosteronas Dr. Ehrenstofer (Vokietija);
N-metil-N-(trimetilsilil) trifluoractamidas 97% (Acros Organics, Belgija);

7mogaus kraujo serumas neturintis steroidy (IBL, Sveicarija).
2.1.1. Tyrimo objektas

Ruoniy kraujo plazmos (2012 metais) ir serumo (2013 metais) méginiai surinkti St.
Andrews universiteto, Juriniy tyrimy instituto (,,Sea Mammal Research Unit*) moksliniy
tyrimy bazéje, Island of May saloje, Skotijoje. Méginiai rinkti spalio, lapkri¢io ir gruodzio
ménesiais — pilkyjy ruoniy veisimosi Siaurés jiiroje periodu. Kraujo méginiai buvo renkami i§
jaunikliy nugarinés venos naudojant sterilias adatas j vienkartinius mégintuvélius, padengtus
EDTA (etilendiamintetraacetato) koaguliantu plazmai ir j niekuo nepadengtus mégintuvélius
serumui. Prie$ surenkant krauja jaunikliams buvo suleidziama 0,025 — 0,075 ml (priklausomai
nuo amziaus ir kiino masés) tiletamino hipochlorido ir zolazepamo hipochlorido tirpalo (Zoletil,
Virbac). Méginiai nuo surinkimo iki centrifiigavimo laikyti kambario temperattiroje (iki 8 val.).
Nucentrifuguota plazma arba serumas iSskirstyti | sterilius 2 ml talpos mégintuvélius ir
uzsaldyti -20 °C temperatiiroje iki analizés. Méginiai i§ pilkyjy ruoniy jaunikliy buvo imti 2-4
kartus veisimosi sezonu, skirtingais jy ankstyvojo vystymosi periodais. Kiekvieno tirto individo
buvo registruojama kiino masés, ilgio ir plo¢io parametrai, méginiy €mimo specifika, motinos
kiino parametrai, data, laikas.
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IS viso iSanalizuoti 57 méginiai: 33 méginiai ELISA metodu (2.1 lentelé), 24 méginiai
DC/MS sistema. Visy individy tirty DC/ MS sistema amzius ir vystymosi stadija buvo panass,
jaunikliai buvo atjunkyti, priklausé¢ V vystymosi stadijai, todél pateikiama tik jaunikliy lytis
(3.2 pav.).

2.1 lentelé. ELISA metodu tirti ruoniy jaunikliy plazmos méginiai. M-patinas, F-patelé.

Zyméjimas Data Lytis mi‘él}ﬁg)
45251 2012-11-11 M 41,40
45251 2012-11-23 M 39,60
45410 2012-10-30 M 30,00
45410 2012-11-07 M 47,80
45410 2012-11-26 M 39,00
51115 2012-10-27 M 23,80
51115 2012-11-07 M 50,20
51115 2012-11-15 M 48,40
57045 2012-11-15 F 41,60
57062 2012-10-30 F 29,00
57062 2012-11-28 F 39,00
58038 2012-10-26 F 25,20
58038 2012-11-06 F 49,20
58785 2012-11-01 F 21,80
58785 2012-11-11 F 42,80
58785 2012-11-18 F 38,80
58785 2012-11-28 F 33,00
72146 2012-12-02 M 21,00
72146 2012-11-10 M 38,00

3U 2012-11-03 F 20,80

3U 2012-12-01 F 30,60
72448/9 2012-11-11 M 37,80
72448/9 2012-11-22 M 41,40
D8 2012-11-03 M 25,00

D8 2012-11-14 M 46,60

D8 2012-11-23 M 44,40

OH 2012-11-04 F 21,80

OH 2012-11-17 F 40,00

0J 2012-11-06 F 35,80

PFT 2012-10-27 F 23,00
54015 2012-11-21 F 41,20
6J 2012-10-26 F 24,00
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2.2. Metodai

2.2.1. Méginio paruoSimas ELISA analizei

Steroidai i§ 1 ml plazmos ekstrahuoti dietilo eteriu santykiu 1:5 (v:v). UzZpiltas
tirpiklis ir méginiai purtyti 10 min, nucentrifuguoti, organinis sluoksnis surinktas. Procediira
kartota 3 kartus. Dietilo eteris nugarintas ir sausi ekstraktai uzpilti steroidy neturiné¢iu zmogaus

kraujo serumu. Toliau atlikta ELISA analizé.
2.2.2. Méginio paruosSimas DC-MS analizei

Méginio paruosimas DC / MS analizei susidéjo i$ dviejy etapy. Pirmojo etapo metu
steroidai i§ 2-3 ml plazmos ekstrahuoti dietilo eteriu santykiu 1:5 (v:v), sumaisyti ir palikti
pastovéti 15 min. Po to nucentrifuguoti ir organinis sluoksnis surinktas. Procediira kartota kelis
kartus. Dietilo eteris nugarintas ir palikta 100 ul visy frakcijy méginio tiirio. Antras etapas buvo
méginiy kietafazé ekstrakcija. Ekstraktas uzpiltas 1,9 ml 0,01 M natrio acetato buferiu, pH 5,0

ir tirpintas ultragarso voneléje 30 min, $ildant 30 °C temperatiroje.

2.2.3. Kietafazé ekstrakcija

Kietafazé ekstrakcija atlikta VDU Biochemijos ir biotechnologijy katedroje
naudojant kietafazés ekstrakcijos vakuuminj kolektoriy ,,Supelco Visiprep ™ (JAV) ir 3 ml
tiirio 200 mg Cig Sorbento KFE Serdeles ,,Thermo Scientific* (JAV) bei 6 ml tiirio 500 mg LC-
NH:2 sorbento KFE Serdeles ,,Sigma Aldrich® (Vokietija).

Kietafazés ekstrakcijos eiga, naudojant Cig Serdeles.

1. Serdelés praplovimas. 3 ml metanolio leidziama per $erdele vakuumu, tuomet Serdelé
plaunama 2 ml bidistiliuoto vandens.

2. Meéginio uzneSimas. 2 ml pasiruosto ekstrakto natrio acetato buferyje yra uzneSamas ant
Serdelés ir vakuumuojama, iSbéges tirpalas surenkamas j atliekas.

3. Labai poliniy junginiy plovimas. Lik¢ kolonéléje trukdantys labai poliniai junginiai
nuplaunami 3 ml bidistiliuoto vandens. Tirpalas surenkamas j atliekas.

4. Serdelés dziovinimas. Surinkus visg tirpala, Serdelé¢ dar papildomai dziovinama 1
valandg vakuumuojant.

5. Anali¢iy desorbcija. Analités desorbuojamos plaunant Serdele 2 ml metanolio,
procediirg kartojant du kartus. Ekstraktai surenkami ir iSdZiovinami.

KFE ekstrakcija su aminopropil-[(SiO2)x-(CH2)3sNHz]- Serdelémis:
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1. Serdelés praplovimas. 2 ml etilo acetato leidziama per $erdele vakuumu, tuomet Serdelé
plaunama 3 ml etilo acetato:metanolio (4:1, v:v) miSiniu.

2. Meéginio uznesimas. Sausas ekstraktas po ekstrakcijos su Cig sorbentu uzpiltas 2 ml etilo
acetato:metanolio (4:1) miSiniu ir uznestas ant kolonélés ja vakuumuojant.

3. Méginio surinkimas. Méginys surenkamas j stiklinius buteliukus ir papildomai dar

nuplaunamas 3 ml miSinio, kad padidinti ekstrakcijos efektyvuma.

2.2.4. Steroidy derivatizacija

Tirpiklis nugarintas ir steroidai derivatizuoti su pasiruoStu reagentu: MSFTA /
amonio jodidas / merkaptoetanolis (99,1 % / 0,5 % / 0,4 %). 60 ul reagento uzpilta ant sauso
méginio. Kaitinta 60 °C vandens voneléje 30 min. Méginiai atvésinti, uzpilti 940 pl izooktano

ir 2 ul méginio analizuoti DC-MS sistema.

2.2.5. ELISA analizé

Mikroléksteliy, turinciy 96 Sulinélius, pavirSius padengtas polikloniniais (triusio)
antik@inais pries testosterong / estradiolj / kortizolj. Ruoniy plazmos méginyje esantys iSvardinti
hormonai dél prisijungimo prie antikiiny viety konkuruoja su testosteronu / estradioliu /
kortizoliu, zymétu krieny peroksidaze. 3',5,5'- tetrametilbenzidinas (TMB) naudotas kaip
krieny peroksidazés substratas. Vykstant reakcijai susidaro spalvoti junginiai. Spalvos
intensyvumas (jvertintas spektrofotometriskai) yra atvirksSciai proporcingas testosterono /

estradiolio / kortizolio koncentracijoms, esan¢ioms ruoniy kraujo plazmos méginiuose.

Hormonas-HRP IEplaunama
E E E E E E (‘ HRP substratas
vyYvvvevwy
+ E E E colar color  color
Hormonas e
rvwvw
S
v v o TMB TMB| TMBE
Antikinai

+ E E E E E E
v v v W v v Vv w
YYYY" YYYY~-YYYY
2.1 pav. ELISA analizés schema
ELISA eiga.
1. Po 25 pl tiriamyjy serumo méginiy jpilama j Sulinélius.
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2. Sulinéliai uzpilami 200 pl fermenty konjugato, uzklijuojama folija ir purtoma 10
sekundziy.

Estradiolis inkubuojamas 2 valandas, o testosteronas su kortizoliu - 1 valanda.
Plaunama 3 kartus po 300 pl dejonizuoto vandens ir iSpurtoma.

Uzpilama 100 pl substrato tirpalo ir inkubuojama 15 min.

o 0k~ w

Spektrofotometriniam nuskaitymui naudotas mikroploksteliy optinio tankio skaitytuvas

ELx800™ (BioTek, Olandija).

2.2.6. DC-MS analizé

Steroidy kiekybiné analizé buvo atlikta VDU Biochemijos ir Biotechnologijy
katedroje dujy chromatografu DC-QP2010 (Shimadzu, Japonija) (kolonélé — RTX —5 MS, 30
m x 0,25 mm % 0,25 pm; Perkin Elmer, JAV su masiy spektrometru). Méginiai jleisti (2 pl) i
dujy chromatografy esant 250 °C injektoriaus temperatiirai, naudojant AOC-5000 Shimadzu
autoinjektoriy ,,Splitless* rezimu. NeSancios dujos - helis (99,999 %), 1,3 ml/min tekmés
greitis. Dujy chromatografo temperatiiros gradientas: 90°C (1 min), pakeltas iki 290 °C, esant
7,5 °C/min grei¢iui. Gauty bandiniy istirty dujy chromatografu chromatogramos buvo
analizuojamos Lab Solution GCMS solution 2.71 versija Shimadzu programa. Masiy
spektrometro elektrony srauto energija 70 eV, SIM (single ion monitoring) rezimu, naudojant
molekulinj kiekvieno junginio jong arba specifinj jono fragmenta. Sgsajos temperatiira 280 °C,

jony Saltinio temperatiira 260 °C.

2.2 lentelé. Testosterono, estradiolio ir dihidrotestosterono trimetilsilil- derivaty struktiirinés
formulés bei atitinkami jy molekuliniai jonai.

Nr. | Hormonas TMS (trimetilsilil) derivato struktiiriné formulé Molekulinis

jonas (m/z)

1. | Testosteronas 432
/0— — (papildomas
N\ patvirtinantis
[L]‘ ~/ jonas 417)
xO/" .
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2. | Dihidrotestosteronas 434

o—si— (papildomas
r-""‘*\'[..r----%\\ | patvirtinantis
A jonas 405)
-/ | [
, ‘“0/"“.}:"““‘/1&““’/
H
3. | Estradiolis . 416
o ’ (papildomas
| patvirtinantis

[ g jonas 405)

2.2.7. Pilkyjy ruoniy jaunikliy morfometriniy parametry ir amzZiaus nustatymas

Po méginio émimo jaunikliai buvo pasverti (kg), iSmatuota jy kriitinés apimtis (cm)
bei kiino ilgis (cm), nustatytas jy amzius (remiantis iSoriniais kiino poZymiais, kiino mase arba
tiksliai zinant gimimo laikg). Remiantis iSoriniaiS kiino pozymiais (lytinémis angomis)

nustatoma jauniklio lytis.

Taip pat buvo jvertinta ir jauniklio vystymosi stadija. Jauniklio vystymosi stadijos
skirstomos pagal iSorinius jauniklio pozymius — kailio spalva, Sérimosi intensyvuma, kiino

forma:
| — vienos dienos amZiaus naujagimis, geltonu kailiuku, matosi kraujo liekanos (2.2 pav);
Il — 2-7 dieny amziaus jauniklis, vis dar gelsvu kailiuku, pailgos kiino formos;

Il — mazdaug 8-13 dieny jauniklis, baltu kailiuku, taciau priauggs svorio, apvalesnis, verpstés
formos;

IV — mazdaug 14-22 dieny amziaus jauniklis, baltas kailis stipriai Seriasi, lengvai i$sipesa,
jauniklio ktino forma daugiau maziau apvali;

V — visiskai nusi$éres jauniklis, mazdaug > 24 dieny amziaus, dazniausiai atjunkytas (2.3 pav.).
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Nors vystymosi stadijos tiesiogiai koreliuoja su jauniklio amziumi, taciau skirtingy

jaunikliy vystymosi stadijos gali trukti ilgiau ar trumpiau.

2.2 pav. Ka tik gimes I stadijos jauniklis. V. Survilienés nuotr.

FOWE NS

2. 3 pav. Atjunkytas jauniklis V vystymosi stadijoje. V. Survilienés nuotr.

2.2.8. Statistinis duomeny apdorojimas

Statistinei analizei naudotos programos Statistica 8.0.550 bei Exel (2008, Microsoft

Corp.). ReikSmingumo koeficientas p laikytas reikSmingu, kai o = 0,05. Estradiolio,

testosterono ir kortizolio ELISA analizé su kiekvienu ruoniy plazmos / serumo méginiu buvo
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kartota 2 kartus. Méginiy analizé su DC-MS po 3 Kkartus, o kalibracinei kreivei sudaryti po 4
kartus. Visi skai¢iavimai: santykiniai standartiniai nuokrypiai, paklaidos, vidurkiai, i§gava,
variacijos koeficientai, T-testas skaiciuoti ,,Excel” programa.

ELISA metodo validumui patikrinti skai¢iuota estradiolio, testosterono bei kortizolio
iSgava. Taip pat naudotas paraleliSkumo testas, kurio metu buvo ziiirima ar tiesés iSsidésciusios
lygiagreciai (lyginamas kreiviy nuolydis (,,slope®)). Porinis T-testas priklausomoms
nevienodoms imtims buvo naudojamas patikrinti, ar standartinés ir tolygiai skiesto méginio
kreivés néra reikSmingai nutolusios viena nuo kitos. Kreivei lyginti naudotos tos standarty
reikSmés, kuriy ribose rastos skiesto méginio reikSmés.

Jaunikliy steroidy koncentracijos priklausomybé nuo jaunikliy morfometriniy
parametry (kiino maseés (kg), kriitinés apimties (cm) ir kiino ilgio (cm)) bei amziaus (dienomis)
buvo nustatyta naudojant Pearson'o koreliacija (r, p). Priklausomybé vystymosi stadijy
nustatyta naudojantis vienkrypte ANOVA (F, p), 0 nuo lyties — Student’'o T testg (t, p).
Morfometriniy parametry skirtumai tarp lyCiy taip pat nustatyti naudojant T-testg. Jei
nejvardinta kitaip, 3.1.3 ir 3.2.4 skyriuose yra pateikti steroidy koncentracijy vidurkiai +

standartinis nuokrypis.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1. ELISA analizé

3.1.1. Metodo validumo patikrinimas. ISgavos ir paraleliSkumo jvertinimas

Vykdant ELISA analizg¢ su komerciniais rinkiniais, buvo patikrintas metodo validumas
ruoniy kraujo plazmos méginiams. Siam tikslui sumaiytas atskiras ,,nezinomas* méginys (nm),
sudarytas i§ visy tirty tuo metu meéginiy, kurie ,,nezinoma* méginj sudaro vienodomis dalimis.
Jis skiestas skirtingais santykiais (0,75; 0,5; 0,25) bei maiSytas su dviem zinOmos
koncentracijos kontroliniais tirpalais (stdC ir stdE). Gauti rezultatai surasyti 3.1 lenteléje.

3.1 lentelé. Estradiolio (E), testosterono (T), kortizolio (C) koncentracijos ,,nezinomame*
méginyje (nm) nustatytos ELISA metodu ir apskaiciuotos teoriskai i§ nm.

ISgava
nm 0,75*nm 0,5*nm 0,25*nm | stdC_nm | stdE_nm | (%)

Gauta E
koncentracija
(pg/ml) 221,05 164,20 94,23 39,94 138,82 304,87

Apskaiciuota
E

koncentracija
(pg/ml) 165,79 110,52 55,26 160,00 344,89

E iSgava 94,43 99,04 85,26 72,27 86,76 88,39 86,35

Gauta T
koncentracija
(ng/ml) 0,61 0,41 0,29 0,13 0,54 3,95

Apskaiciuota
T

koncentracija
(ng/ml) 0,46 0,31 0,15 0,50 3,35

T iSgava 87,21 90,27 93,44 82,62 109,90 117,94 82,47

Gauta C
koncentracija
(ng/ml) 94,43 76,67 40,64 21,58 77,96 163,71

Apskaiciuota
C
koncentracija
(ng/ml) 78,68 50,60 25,30 74,73 159,08

CiSgava 99,29 97,45 80,31 85,29 104,32 102,91 94,06

IS rezultaty matyti, kad iSgava su visais steroidiniais hormonais yra vir§ 80 proc.
Literataros Saltiniuose pateikiama informacija, kad vykdant ELISA imunoanaliz¢ priimtina
iSgava yra 80-120%, todé¢l galime teigti, kad Sis rinkinys tinkamas nustatyti hormonams ruoniy

kraujo plazmoje (Brown et al., 2003). Méginiai pries analiz¢ turi biiti ekstrahuoti dietilo eteriu,
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tirpiklis nugarintas ir tuomet uzpilti steroidy neturinia Zzmogaus kraujo plazma. Taip
iSvengiama matricos jtakos imunoanalizéje.

ParaleliSkumo jvertinimas — tai bidas nustatyti ar tyrimo metu matuojamos tikslinés
analités, taip pat jis gali nusakyti kokie méginiy skiedimai yra reikalingi analizei. BraiZzomas
grafikas pagal 8 kontroliniy méginiy koncentracijy priklausomybg¢ nuo Sviesos sugerties
santykio (Bo/BT, Bo - atitinkamos koncentracijos $viesos sugertis, BT - neigiamos kontrolés
Sviesos sugertis). Jei bandinio kreivé paraleli standartinei kreivei, vadinasi hormonas
imunologiSkai panaSus ] standartg ir gali biiti proporcingai matuojamas. ParaleliSkumo

patikrinimo grafikai pavazduoti 3.1-3.3 pav.

1,2 |
1 \
0,8
5 o N\
8 \ ——E_NM
0,4
E_Stand
0,2
0 T T T 1
1 10 100 1000 10000

Koncentracija, pg/ml

3.1 pav. Estradiolio paraleliSkumo jvertinimas. E NM — kreivé, vaizduoja estradiolio
koncentracijos priklausomybg ruoniy plazmos / serumo méginiuose nuo $viesos sugerties
santykio. E_Stand — kreivé, vaizduoja kontroliniy méginiy koncentracijos priklausomybg nuo
Sviesos sugerties santykio.

1
& 1
\ 8
5 N
~ 0,6
b ——T_NM
0,4
T_Stand
0,2
I T T 0 T 1
0,001 0,01 0,1 1 10 100

Koncentracija, ng/ml

3.2 pav. Testosterono paraleliskumo jvertinimas. T NM — kreivé vaizduoja testosterono
koncentracijos priklausomybg ruoniy plazmos / serumo méginiuose nuo $viesos sugerties
santykio. T_Stand — kreivé, vaizduoja kontroliniy méginiy koncentracijos priklausomybe¢ nuo
Sviesos sugerties santykio.
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3.2 pav. Kortizolio paraleliskumo jvertinimas. K_NM — kreivé, vaizduoja Kortizolio
koncentracijos priklausomybg ruoniy plazmos méginiuose nuo $viesos sugerties santykio.
K_Stand — kreivé, vaizduoja kontroliniy méginiy koncentracijos priklausomybe nuo $viesos
sugerties santykio.

Tolygiai skiesto méginio testosterono, estradiolio ir kortizolio kreivés buvo
lygiagrecios atitinkamoms standartinéms kreivéms. Analizés validumg uZztikrino rasti
nereikSmingi skirtumai tarp atitinkamy skiesto méginio ir standartiniy méginiy kreiviy (porinis
T-testas nuolydZiui [standartiné kreivé vs. skiesto méginio kreivé]: E nuolydis -0.003 vs. -
0.003, p = 0.49; T nuolydis -0.44 vs. -0.63, p = 0.73; KO nuolydis -0.006 vs. -0.006, p = 0.61).

Taip pat buvo jvertintas vidinis analizés svyravimas (interassay variation, CV). Jis
paaiSkina, kaip tiksliai ir tolygiai buvo iSpilstyti méginiai bei ar skirtumai tarp dublikaty
nevirsijo 10 %. Gauti tokie rezultatai: estradiolio CV — 4,81 %, testosterono — 8,89 %, kortizolio
— 6,35 %. Ivertinus visus duomenis nustatyta, kad ruoniy jaunikliy plazmos méginius galima

analizuoti ELISA metodu.

3.1.2. Kiekybiné analizé

Steroidiniy hormony (estradiolio, testosterono, kortizolio) kiekis nustatytas 32
meéginiuose (15 patiny ir 17 pateliy). Nerasta patikima koreliacija tarp steroidy koncentracijos
ir paros laiko (E: r=-0,27,p=0.16; T:r=-0.18,p=0.32; C: r=0.1, p = 0.6).

Komerciniuose rinkiniuose pateikiama informacija apie metody jautrumg ir
specifiSkuma. ELISA metodo nustatymo riba estradioliui yra 9,7 pg/ml. Metodo specifiSkumas:
kryzminés reakcijos vyksta su estrioliu (0,05 %) ir estronu (0,2%). Nustatyta vidutiné¢ E

koncentracija 234+13 pg/ml. Rastas reikSmingas E koncentracijos plazmoje skirtumas tarp
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lyéiy (t = 2,7, df = 30, p = 0,01). Pateliy E koncentracija yra vidutini$kai 263+20 pg/ml. E
koncentracijos patinuose Siek tieck mazesnés nei patelése ir vidutiniskai siekia 201+10 pg/ml.

400

380
360
340
320
300 e
=

E, pg/ml

260

240

220

180

160 [J Mean+SE

T Min-Max
© Outliers
* Extremes

140

Lytis

3.3 pav. Kraujo plazmos estradiolio (E) koncentracijos skirtumas tarp ly¢iy (F — patelés, M —
patinai).

Pateikta nustatymo riba testosteronui yra 0,07 ng/ml. Metodo specifiSkumas:
kryzminés reakcijos vyksta su 11B-OH-testosteronu (8,67 proc.), 11a-OH-testosteronu (3,24
proc.), dihidrotestosteronu (1,92 proc.), androstenedionu (0,83 proc.) bei metiltestosteronu
(0,44 proc.). Nustatyta vidutiné T koncentracija 0,7. Nerastas reikSmingas T koncentracijos
skirtumas tarp ly¢iy (t = 0,45, df = 30, p = 0.66). T koncentracija pateliy kraujo plazmoje
svyruoja nuo 0,51 ng/ml iki 1,12 ng/ml, vidutiniskai 0,71+£0,04 ng/ml, 0 patiny — 0,69+0,02

ng/ml.
1.2
e
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10 *
oy
0.9
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3.4 pav. Kraujo plazmos testosterono (T) koncentracijos skirtumas tarp ly¢iy (F — patelés, M
— patinai).
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ELISA rinkinio kortizoliui nustatyti analitinis jautrumas yra 2,46 ng/ml. Analitinis
specifiSkumas: kryZzminés reakcijos vyksta su prednizolonu (30 proc.), 11-dezoksikortizoliu (7
proc.), kortikosteronu (1,4 proc.), kortizonu (4,2 proc.), prednizonu (2,5 proc.), 170-OH-
progesteronu (0,4 proc.) ir dezoksikortikosteronu (0,9 proc.). Nustatyta vidutiné KO
koncentracija 106,7+5 ng/ml. Nerastas reikSmingas KO koncentracijos skirtumas tarp lyciy (t
=-0,15, df = 30, p = 0,89). Vidutiné KO koncentracija ruoniy jaunikliy patinuose yra 107,48+7
ng/ml, patelése — 106,03+7 ng/ml.

180

160 T T

140

80
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60 o Outliers
M F * Extremes

Lytis

3.5 pav. Kraujo plazmos kortizolio (KO) koncentracijos skirtumas tarp ly¢iy (F — patelés, M —
patinai).

3.1.3. Steroidy koncentracijos priklausomybé nuo jaunikliy morfometriniy parametry ir
amziaus

Jaunikliy morfometriniai duomenys neturéjo tiesioginio patikimo rysio su jy kraujo
steroidy koncentracijomis. Nerasta patikima koreliacija tarp tirty steroidy koncentracijos ir
jauniklio ktino masés (E: r = -0,32, p = 0,07; T: r = 0,14, p = 0,44; KO: r = 0.27, p = 0,14),
kraitinés apimties (E: r-0,27, p=0,13; T: r=0,18, p=0,31; C: r = 0,31, p = 0,09) bei kiino ilgio
(E:r=-0,24,p=0,19; T: r=-0,07, p=0,7; KO: r =-0,01, p = 0.96).

Vystymosi stadijos turéjo reikSmingg jtaka E ir C koncentracijoms kraujyje (E: F (3;
28) = 3,18, p = 0,04; KO: F (3; 28) = 3,9, p = 0,02) ( pav.). Tuo tarpu T koncentracijos
nepriklausé nuo vystymosi stadijy (F (3; 28) =0,038, p = 0,99).
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3.6 pav. Kraujo plazmos estradiolio (E), testosterono (T) ir kortizolio (KO) koncentracijos
skirtingomis jaunikliy vystymosi stadijomis (2-5).

ReikSminga neigiama koreliacija buvo rasta tarp jaunikliy amziaus ir E (r =-0,49, p <

0,01), taciau ne tarp T (r =-0,01, p =0,97) ir KO (r = -0,21, p = 0,25) steroidy koncentracijy.

3.2. Dujy chromatografija-masiy spektrometrija.

3.2.1. Méginio ekstrakcijos optimizavimas.

D¢l sudétingos meéginiy matricos buvo biitinas daugiaetapis méginio paruoSimas,
siekiant analizuoti dujy chromatografijos-masiy spektrometrijos sistema. Literatiiroje
pateikiami jvairiy stuburiniy gyviiny plazmos / serumo steroidy ekstrakcijos buidai. Ta¢iau nei
vienas nebuvo pritaikytas ruoniy jaunikliy méginiy paruoSimui. Steroidy ekstrakcija buvo
atlikta vadovaujantis Budzinski (Budzinski et al., 2006) pateikta metodika, taciau ji buvo
pritaikyta ruoniy jaunikliy plazmos / serumo méginiams. Nustatyta, kad ruoniy jaunikliy kraujo
plazmos / serumo meéginiy uznesti tiesiogiai ant kietafazés ekstrakcijos Serdeliy negalima. Dél
sudétingos matricos (didelio riebaly, baltymy kiekio) Serdelés greitai uzsikemsa ekstrakcijai
nejpus¢jus. Todél nuspresta pries vykdant KFE, lipidy frakeija atskirti skys¢iy-skysciy
ekstrakcijos metodu, naudojant dietilo eterj. Taip pat kadangi lipidy frakcija netirpsta
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vandeniniuose tirpikliuose, kurie reikalingi uznesti méginius ant Cig sorbento buvo ieskota
optimalaus tirpiklio, kuriame tirpty lipidai, bei jis maiSytysi su buferiniu tirpalu. Optimizavus
Sias sglygas paaiSkéjo, kad tas pats dietilo eteris atlicka abi funkcijas ir yra universaliausias
tirpiklis Sio tipo ekstrakcijai. Nustatyta, kad optimalus jo kiekis yra 100 pl 2 ml buferinio tirpalo
(tirpumas vandenyje ya 6,05 g/100 ml, esant 25 °C). Esant tokiai dietilo eterio koncentracijai
(5 proc.) steroidai néra iSplaunami per Cig Serdele, o prisijungia prie sorbento, iSplaunama tik
labai poliniy junginiy frakcija. Tolimesné ekstrakcija su aminopropil- grupe turiniomis
Serdelémis atlikta vadovaujantis Budzinski metodika.

Nustatyta, kad estradiolio, testosterono bei dihidrotestosterono derivatizacijai su
MSFTA trukdo metanolis bei etilo acetatas, kuriuose buvo ruosti standartiniai tirpalai. Did¢jant
tirpiklio kiekiui mazéja derivatizuotos formos junginio, smailiy plotai mazéja proporcongai
didéjant hormono koncentracijai. Todél ruosiant tirpalus kalibracinei kreivei sudaryti, tirpiklis
i§ pradziy buvo nugarintas, tuomet nuosédos uzpiltos derivatizuojanciu reagentu, o pries DC-
MS analizg praskiestos iki 1 ml tiirio izooktanu.

I ta patj meéginj pridedant skirtingy koncentracijy vidinio standarto buvo apskai¢iuota
viso méginio paruoS$imo procediros (kietafazé ekstrakcija, derivatizacija) iSgava: estradiolio 96

% =£5, testosterono 99 % =3, dihidrotestosterono 93 % +11.

3.2.2. Dujuy chromatografija / masiy spektrometrijos SIM reZimo generavimas

Buvo paruosti ir derivatizuoti 1 pg/ml estradiolio, testosterono bei
dihidrotestosterono kontroliniy méginiy tirpalai. Sie tirpalai praleisti per dujy chromatografijos-
masiy spektrometrijos sistemg TIC rezimu. IS chromatogramy, pagal intensyviausias smailes
bei lyginant su literatiiroje pateikiama informacija, nustatyti estradiolio, testosterono,
dihidrotestosterno derivaty molekuliniai jonai bei papildomi, juos identifikuojantys,
molekuliniai jonai. 3.4 pav. pateikti bis(trimetilsilil)estradiolio, 3,17-

bis[(trimetilsilil)oksi]androsta-3,5-dieno ir bis(trimetilsilil)dihidrotestosterono masiy spektrai.
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3.4 pav. Steroidiniy hormony trimetilsilil- derivaty masiy spektrai: A — estradiolio, B —

testosterono, C — dihidrotestosterono.

Pagal hormony derivaty molekulinius jonus: estradiolio 416 m/z ir 285 m/z,
testosterono 432 m/z ir 417 m/z, dihidrotestosterono 434 m/z ir 405 m/z dujy chromatografo
kompiuterinéje programoje buvo sugeneruotas SIM rezimas. Tolesné analizé kalibracinei
kreivei sudaryti bei steroidiniams hormonams nustatyti ruoniy jaunikliy plazmoje / serume

buvo atlikta Siuo rezimu.

3.2.3. Kiekybinis steroidiniy hormony nustatymas

Hormonams méginiuose nustatyti buvo sudarytos trijy steroidiniy hormony derivaty:
(trimetilsilil)estradiolio, 3,17-bis[(trimetilsilil)oksi]androsta-3,5-dieno ir
bis(trimetilsilil)dihidrotestosterono kalibracinés kreivés. Kalibracinéms kreivéms sudaryti
paruosti standartiniai atitinkamy hormony tirpalai. Pasirinkti 5 taskai (6, 7, 8, 9, 10 ng/ml).
Apskaiciavus gauty smailiy ploty vidurkius nubréztos tiesinés priklausomybés nuo hormony

koncentracijos.
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3.5 pav. Dihidrotestosterono derivato kalibraciné kreiveé. Kreivés lygtis: y = 314,1x — 1848,
tiesiSkumo koeficientas: R2 = 0,9954.
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3.6 pav. Testosterono derivato Kalibraciné kreivé. Kreivés lygtis: y = 1007,5x — 6016,
tiesiSkumo koeficientas: R? = (0,9889.
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Estradiolio koncentracija (ng/ml)

3.7 pav. Estradiolio kalibracin¢ kreivé. Kreies lygtis: y = 956,9x — 5684, tiesiSkumo
koeficientas: R2=0,9775.



Nustatytos aptikimo ribos estradioliui ya 2 ng/ml, testosteronui — 3 ng/ml,
dihidrotestosteronui — 4 ng/ml, nustatymo ribos — 4, 5, 6 ng/ml atitinkamai. | kiekviena méginj
jdétas nustatomy steroidy misinio 5 ng/ml vidinis standartas. Pagal standartiniy méginiy iS¢jimo
laikus (estradiolio 23,897 min, testosterono — 23,896 min, dihidrotestosterono — 23,573 min) ir

atitinkamus molekulinius jonus apskai¢iuotos hormony koncentracijos.
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3.3 pav. D8 méginio, 416 m/z chromatograma. 1 — estradiolio derivato smail¢, 2, 3, 4, 5 —kity
panasios struktiiros steroidy derivaty smailés.

Pagal papildomus molekulinius jonus numanoma, kad 2 skai¢iumi pazyméta smaile
galéty buti 5-dihidroandrostenediono derivato, 3 — estrono derivato, 4 — 4-androstenediono

derivato, 5 — nezinomos struktiiros steroidy derivaty smailé.
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3.4 pav. D8 méginio, 432 m/z chromatograma. 1 — testostrono derivato smailé, 2, 3 — kity
panasios struktiiros steroidy derivaty smailés.
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3.5 pav. D8 méginio, 434 m/z chromatograma. 1 — dihidrotestostrono derivato smailé, 2, 3 —
kity panasios struktiiros steroidy derivaty smailés.

Skaic¢iumi 2 pazyméta smailé galéty biti 5-dihidroandrostenediono derivato, 3 —

nezinomos struktiros steroidy derivaty smailé.

3.2.4. Steroidy koncentracijos priklausomybé nuo jaunikliy morfometriniy parametry ir

lyties

Pagal kalibraciniy kreiviy tiesés lygtis apskaiCiuotos testosterono, estradiolio,
dihidrotestosterono koncentracijos 24 ruoniy jaunikliy plazmos ir serumo meéginiuose.
Hormony koncentracijy vidurkiai (n=3) pateikti 3.2 lenteléje. Vidutiné E koncentracija sieké
1,63+0,1 ng/ml, vidutiné T — 1,94+0,1 ng/ml, vidutiné DHT — 1,57+0,1 ng/ml.

Viso istirta 15 pateliy ir 7 patinai. Steroidy priklausomyb¢ nuo amziaus ir vystymosi
stadijy negaléjo biiti nustatyta, kadangi visy tirty individy amzius ir vystymosi stadija buvo
panasis, jaunikliai buvo atjunkyti, priklaus¢ V vystymosi stadijai. Taigi pakankamai logiska,
kad ir reikSmingi tirty steroidy skirtumai tarp ly€iy nebuvo rasti. E koncentracija patinuose sieké
1,62+1,03 ng/ml, patelése — 1,63+0,9 ng/ml (t = 0,07, df = 20, p = 0,95). T koncentracija
patelése sieké 1,85+0,98 ng/ml, patinuose 2,13+1,38 ng/ml (t = -1,15, df = 20, p = 0,26), DHT
— patelése 1,56+0,83 ng/ml, patinuose — 1,61+0,19 ng/ml (t =-0,2, df = 20, p = 0,84).

3.2 lentelé. Estradiolio, testosterone, dihidrotestosterono koncentracijos (ng/ml) nustatytos
ruoniy jaunikliy plazmos ir serumo méginiuose DC-MS metodu. M - patinas, F - patelé.
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Nr.| g T | DHT | Lytis Nr.| E T | DHT | Lytis
1. 110601159 | 1050 | F 13. 12,178 | 2,397 | 2,162 | M
2. 10914 (0982|0837 | F 14. 11877 | 2111 | 1,816 | F
3. | 1115|1243 | 1080 | F 15. 12,034 | 2193 | 1,964 | F
4. 11,125 | 1,380 | 1,119 | M 16. | 1876 | 2,149 | 1,769 | F
5. 11174 1458|1155 | F 17. 11,972 | 2,007 | 1,691 | F
6. | 1566 | 1,934 | 1,516 | M 18. 12,022 | 2,358 | 1,880 | F
7. 11,220 1,723 1,229 | M 19. 11014 | 2197 | 1,930 | F
8. | 1258 |1544|1302| F 20. 12077 | 2,485 | 1,992 | F
9. | 1353 |1712|1389| F 21. 12004 | 2,154 | 1,882 | M
10. | 1,031 3317 | 1,071 | M 22. 12510 | 2,042 [ 2,333 | M
11. 1 1724 [ 2,119 | 1,806 | M 23.12178 12,397 | 2,162 | M
12. 11800 | 2,110 | 1,744 | F 24. 11877 2111|1816 | F

3.3. Rezultaty apibendrinimas

vertinus atskirai kiekvieno steroidinio hormono derivato ((trimetilsilil)estradiolio,
3,17-bis[(trimetilsilil)oksi]androsta-3,5-dieno ir bis(trimetilsilil)dihidrotestosterono) smailiy
ploty pakartojamumus (n=3), gautos tokios santykiniy standartiniy nuokrypiy (SSN) reik§més:
(trimetilsilil)estradiolio — SSN = 3,5 %, 3,17-bis[(trimetilsilil)oksi]androsta-3,5-dieno — 6,1 %;
bis(trimetilsilil)dihidrotestosterono) — 5,9 %. I$ gauty santykiniy standartiniy nuokrypiy matyti,
kad pakartojamumo paklaidos yra mazos. Galima teigti, kad pasirinktas metodas yra tinkamas
ir leidZia nustatyti steroidinius hormonus.

Dujy chromatografijos-masiy spektrometrijos metodu nustatytos estradiolio bei
testosterono koncentracijos yra nuo 2 iki 10 karty didesnés nei nustatytos ELISA metodu. Kodél
gauti tokie rezultatai, kolkas néra i$siaiskinta ir reikalingi iSsamis tolimesni tyrimai. Galimos
Sios priezastys: 1) laisvy steroidiniy hormony koncentracija kraujyje yra apie 2-3 proc., o Kiti
yra susijunge su baltymais, todél galéjo buti, kad méginiy surinkimo metu ar ekstrahuojant,
dalis hormony disocijavo nuo baltymy ir buvo nustatytos didesnés jy koncentracijos. Sios
problemos pagrjstumui jvertinti reikalinga lygiagre¢iai atlikti abu tyrimus su tuo paciu méginiu;
2) derivatizacijos metu, kai prie hidroksi- ir keto- grupiy prisijungia trimetilsililgrupés galime
gauti panasios strukttiros junginius kaip (trimetilsilil)estradiolis, 3,17-
bis[(trimetilsilil)oksi]androsta-3,5-dienas, kurie turi tokius pacius molekulinius jonus bei
i8¢jimo laikus. Nors kontroliniuose meéginiuose toks rySys nepastebétas, taciau meéginio
matricoje gryny steroidy gali bati iki 18 ir neZzinomas kiekis ju metabolity. Siai hipotezei
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patvirtinti arba paneigti ateityje reikia atlikti derivatizacijag bei DC-MS analiz¢ su didesniu
kiekiu kontroliniy méginiy; 3) kaip anksC¢iau minéta, imunoanalizés néra pakankamai
specifiSkos ir tikslios, ir dél antikiiny kryzminiy reakcijy su antigenais Sie metodai néra
pakankamai selektyviis kai kuriems hormonams nustatyti. Komerciniuose rinkiniuose
pateikiama informacija apie metody specifiSkumg praktiskai ne visuomet patvirtinama ir

kryzminés reakcijos gali vykti net iki 50 proc.
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ISVADOS

. Nustatyta, kad ruoniy jaunikliy plazmos / serumo méginiy analizei ELISA metodu
steroidinius hormonus reikia ekstrahuoti dietilo eteriu (tiriniu santykiu 1:5, plazma /
serumas:eteris), tirpikl} nugarinti ir lipidy frakcijg iStirpinti steroidy neturincioje
zmogaus plazmoje.

Patikrinus komercinio ELISA rinkinio validuma, iStirta, kad Siuo metodu kickybiSkai
galima jvertinti testosterono, estradiolio ir kortizolio koncentracijas ruoniy jaunikliy
plazmos / serumo méginiuose.

Po optimizuoto méginio paruos§imo DC-MS analizei nustatyta, kad:

e steroidiniams hormonams iSskirti i§ plazmos / serumo bitinas kietafazés
ekstrakcijos metodas, naudojant Cig ir NH2 sorbenty Serdeles;

e pries vykdant kietafaze ekstrakcijg plazmos / serumo méginius reikia ekstrahuoti
dietilo eteriu tariniu santykiu 1:5 (plazma / serumas:eteris), surinktas frakcijas
nugarinti iki 100 pl tario ir uzpilti 1,9 ml 0,01 M natrio acetato buferiu pH 5,0;

e po kietafazés ekstrakcijos tirpiklj reikia nugarinti ir steroidus derivatizuoti
MSFTA / amonio jodido / merkaptoetanolio (99,1 % / 0,5 % / 0,4 %) misiniu,
kaitinant 60 °C vandens voneléje 30 min.

. Kiekybiskai jvertinus testosterono, dihidrotestosterono ir estradiolio koncentracijas dujy
chromatografijos / masiy spektrometrijos sistema, nustatytos aptikimo ribos: estradiolio
- 2 ng/ml, testosterono - 3 ng/ml, dihidrotestosterono - 4 ng/ml, nustatymo ribos — 4
ng/ml, 5 ng/ml, 6 ng/ml atitinkamai. Apskaiciuoti santykiniai standartiniai nuokrypiai:
(trimetilsilil)estradiolio —3,5 %, 3,17-bis[(trimetilsilil)oksi]androsta-3,5-dieno — 6,1 %j;
bis(trimetilsilil)dihidrotestosterono) — 5,9 %.

Palyginus testosterono bei estradiolio kiekybinius rezultatus ELISA ir DC-MS metodais,
pastebéta, kad DC-MS metodu nustatytos estradiolio koncentracijos yra 8-10 karty
didesnés, o testosterono 2-7 kartus didesnés, todél reikalingi iSsamesni bei lygiagrettis

tyrimai.
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SANTRAUKA

Pilkasis arba ilgasnukis ruonis (lot. Halichoerus grypus) — plésriny (Carnivora)
bariui priklausantis Zinduolis, paplites Siaurinéje Atlanto vandenyno dalyje; taip pat sutinkamas
Lietuvos teritorijos vandenyse. Siame darbe yra analizuojami pilkyjy ruoniy jaunikliy
steroidiniai hormonai: testosteronas, estradiolis, dihidrotestosteronas ir kortizolis. Sie hormonai
turi jtakos pilkyjy ruoniy seksualinei bei socialinei elgsenai. Jie kontroliuoja ruoniy
reprodukcine elgsena, motiny ripinimasi jaunikliais, teritorijos zyméjima, patiny agresija ir
kovas d¢l pateliy, jaunikliy brendima, tarpusavio bendravimg ir i§gyvenimg bado laikotarpiu.
Sio darbo tikslas buvo i§ ruoniy plazmos / serumo isskirti steroidinius hormonus ir nustatyti
tinkamiausig metoda jy analizei. Problemos, kurios iskilo nustatant steroidus ruoniy jaunikliy
plazmoje / serume, buvo sudétingas ruoniy kraujo méginiy paruoSimas dél itin lipemiSkos
matricos bei mazy (pg/ml, ng/ml) steroidiniy hormony koncentracijy. Siame darbe
steroidiniams hormonams nustatyti pasirinkti du metodai — ELISA ir dujy chromatografijos /
masiy spektrometrijos sistema. ELISA metodui optimizuota méginio ekstrakcija: plazmos
meéginiai ekstrahuoti dietilo eteriu, nugarinti iki nuosédy ir uzpilti steroidy neturincia Zmogaus
plazma. Nustatytos estradiolio, testosterono, kortizolio koncentracijos.

Meéginio paruosimas DC / MS vyko keliais etapais: skys¢iy-skysciy ekstrakcija
dietilo eteriu, méginio tirpinimas 0,01 M natrio acetato buferyje pH 5,0 ir uznesimas ant Cis
sorbento serdeliy, 0 tuomet ant NHz sorbento Serdeliy. Méginiai derivatizuoti vandens voneléje
60 °C temperatiiroje 30 minuciy, MSFTA / amonio jodido / merkaptoetanolio (99,1 % / 0,5 %
/0,4 %) miSiniu. Derivatizuoty steroidy tirpalas praskiestas izooktanu ir 2 pl méginio analizuoti
DC / MS. Steroidiniai hormonai identifikuoti dujy chromatografui veikiant SIM rezimu pagal
intensyviausius molekulinius jonus, papildomus juos identifikuojancius jojus ir atitinkamus
i8¢jimo laikus.

Nustatyta, kad ELISA ir DC-MS metodai yra tinkami steroidiniy hormony
nustatymui ruoniy jaunikliy plazmoje / serume, tac¢iau DC-MS metodu nustatytos testosterono
ir estradiolio kocentracijos yra 2-10 karty didesnés nei nustatytos ELISA metodu. Todél

reikalingi tolimesni palyginamieji tyrimai.
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SUMMARY

Grey seal (Halichoerus grypus) - Carnivora order sea mammal, common in northern
Atlantic Ocean and encountered in Lithuanian territory. Steroid hormones: testosterone,
estradiol, dihydrotestosterone and cortisol were analysed in this study. These hormones
influences gray seals sexual and social behavior. They control the seal’s reproductive behavior,
maternal care of pups, territorial marking, aggression in males and fights for females, juveniles
puberty, relationships and survival during starvation.

The aim of this study was to extract steroid hormones from seals plasma / serum and
to determine the most appropriate method for steroid analysis. The problem that arise in
determining steroids in seal pups plasma / serum is difficult sample preparation. Seals blood
samples are extremely lipemic and concentrations of steroid hormones are low (pg/ml, ng/ml).
In this work, steroid hormones were analysed by two methods: ELISA and gas chromatography-
mass spectrometry. The sample extraction was optimized for ELISA analysis: lipid fraction was
extracted with diethyl ether and dried residue dissolved in steroid-free human plasma.

Sample preparation for GC/MS included several phases: serum samples were
extracted with diethyl ether, mixed with 0.01 M sodium acetate buffer, pH 5, loaded onto Cis
cartridge and then loaded onto NH. cartridge. Steroids passed through and were collected into
tubes. Then the samples were derivatized in water bath at 60 °C for 30 minutes with MSFT /
ammonium iodide / mercaptoethanol (99.1% / 0.5% / 0.4%) mixture. After derivtization
mixture was cooled, diluted with isooctane and analyzed with GC/MS. Steroids were identified
when GC/MS was programmed in selective ion monitoring (SIM) mode using one target
(quantification) ion, one qualifier (confirmatory) ion and also identified by corresponfing
retention time.

It was found that the ELISA and GC-MS methods are suitable for determining steroid
hormones in grey seals pups plasma/ serum. However, testosterona and estradiol concentrations
determined with GC-MS method are 2-10 times higher than those determined by ELISA.
Therefore, the further comparative studies needs to be done.
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PADEKA

Dékoju dr. (HP) Vidai Bendikienei uz suteikta galimybe atlikti §j magistro baigiamajj
darbg jos vadovaujamoje laboratorijoje, kantry ir nuosekly vadovavima, pagalba rasant
magistrinj darbg, patarimus bei jgytas Zinias.

Dékoju analizinés ir aplinkos chemijos katedros vedéjui prof. (HP) dr. Stasiui Tautkui
uz suteikta galimybe atlikti magistro baigiamajj darba.

Noriu padékoti VDU Biochemijos ir biotechnologijos katedros prof. Audriui Sigitui
Maruskai bei doktorantui Mantui Stankeviéiui uz profesionalig ir nuoSirdzig pagalbg atliekant
tiriamy méginiy kietafaze ekstrakcija ir DC-MS tyrimus.

Dékoju dokt. Vaidai Survilienei uz ruoniy plazmos / serumo méginius, analizei

reikalingas medZiagas, suteiktas Zinias, patarimus bei kantrybe.
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