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Santrumpos ir paaiskinimai

Santrumpos ir paaiskinimai

CA1 — galvos smegeny hipokampo regionas cornu ammnonis 1.

CA3 — galvos smegeny hipokampo regionas cornu ammonis 3.

DBP — di—n—butilftalatas, dazniausiai naudojamas kaip plastifikatorius, kurio dedama j daugelj
PVC (polivinilchlorido) statybiniy medziagy, randama jvairiuose buitiniuose produktuose,
kvepaluose, medicinin¢je jrangoje. Iki Sios dienos DBP draudziama naudoti visuose Zaisluose, vaiky
priezitros prekése ir kosmetikoje dél kancerogeninio, mutageninio arba toksinio poveikio
reprodukcijai (Europos komisija, 2008a).

DEHP — di(2—etilheksil)ftalatas, kuris dazniausiai naudojamas kaip plastifikatorius PVC
(polivinilchlorido) produkty gamyboje, siekiant suteikti plastikui lankstumo sgvybiy. DEHP gali biiti
randamas jvairiuose produktuose. Siuo metu DEHP draudZiama naudoti Zaisluose, vaiky prieZitiros
prekése, kosmetikoje, nes yra laikomas kancerogenine arba toksiSka reprodukcijai medziaga
(Europos komisija, 2008b).

DiBP — di-isobitulftalatas, plastifikatorius, kuris dazniausiai naudojamas kartu su kitais ftalatais
(Europos Komisija, 2008c).

DiNP — di-isononilftalatas, dazniausiai naudojamas kaip plastifikatorius grindy ir baldy dangos
gamyboje (Europos Komisija, 2008d).

F1 — pirmoji karta.

F2 — antroji karta.

Hipokampo plastiSkumas — Siame darbe suprantamas kaip hipokampo struktiirinis jautrumas
aplinkos ar toksiniy veiksniy poveikiui, kuris pasireiskia CA1 ir CA3 regiony storio, bei jose esanciy
neurony tankio poky¢iais.

PBS — fosfato buferinis fiziologinis tirpalas, kuriame yra NACI, KCl, KH2POy ir NaHPO4 (Di
Mei et al., 2020).

PET — tai termoplastinis poliesteris, gaminamas i$ tereftalio riigsties ir etilenglikolio. Jis placiai
naudojamas gaminant plastikinius butelius, maisto pakuotes, tekstilés pluostus (Benyathiar et al.,
2022).

PVC — polivinilchloridas, placiai naudojamas polimeras, ypa¢ statybose ir medicinoje. Jo

sudétyje paprastai yra daug plastifikatoriy, pavyzdziui, ftalaty (Lithner et al., 2011).
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Jvadas

Cheminé¢ tarSa tampa vis aktualesne pasauline problema. | aplinkg paciais jvairiausiais buidais
patenka vis daugiau cheminiy terSaly, kurie kaupiasi gamtoje ir gali turéti rimty pasekmiy gyviesiems
organizmams. Didéjanti plastiko tarSa kelia rimtg susirtipinimg jau keleta deSimtmeciy, taciau vis
dazniau pradedame girdéti apie plastiko priedy, mikroplastiko ir nanoplastiko tar$g. Tarp Siy priedy
susiriipinimg ypac kelia ftalatai, kurie naudojami paciose jvairiausiose pramonés srityse kaip
plastifikatoriai, ta¢iau mokslininkams jie jau zinomi kaip endokrining sistemg ardancios chemingés
medziagos (Henkel et al., 2024). Daugelis pasaulio $aliy, tarp jy ir Europos Sajunga, grieztai
reglamentuoja ftalaty naudojima ir i8leidimg j gamtg. Vilniaus vandenys (2021) atkreipia démesj, kad
nors iki 2033 m. ES narés yra jsipareigojusios pasiekti nuling ftalaty bei fenoliy tarsa, realybé visai
kitokia. Lietuvos Ziniasklaidoje vis dazniau kalbama apie ftalatus, jy naudojimg ir toksinj poveik]j.
Lietuvoje atlickami ftalaty koncentracijos nuoteky vandenyse monitoringo rezultatai rodo, kad Sie
vir$ija leistinas normas. Imonéms skiriamos didZiulés baudos, uz ftalaty koncentracijos isleidima su
nuoteky vandeniu. Daugéjant tyrimy apie ftalaty toksinj poveikj jvairioms organy sistemoms yra
iSsiaiSkinta, kad Sie chemikalai sugeba jveikti smegeny — kraujo barjerg ir kauptis nerviniame
audinyje. Toks jy veikimas kelia didelj susirlipinimg dél galimo neurotoksinio poveikio nervy
sistemai, ypa¢ hipokampui, kuris yra atsakingas uz atmintj, mokymosi procesus ir emocinj
reguliavima. Todél labai svarbu iSsiaiskinti, kokj poveikj zinduoliy jaunikliy hipokampo plastiSkumui
gali turéti Lietuvos vandenyse randamos di(2-etilheksil)ftalato (toliau DEHP) ir dibutilftalato (toliau
DBP) koncentracijos. Tai leisty numanyti, koki poveiki galéty sukelti zmonéms tokiy koncentracijy

ftalaty ilgalaikis kasdienis vartojimas.

Darbo tikslas — nustatyti di(2-etilheksil)ftalato ir dibutilftalato toksinj poveiki ziurkiy jaunikliy

hipokampo plastisSkumui.

Darbo uzdaviniai:
1. ISsiaiskinti ilgalaiki DEHP ir DBP poveikj ziurkiy (F1, F2) jaunikliy patiny hipokampo CA1 ir
CA3 regiony storiui.
2. Nustatyti ilgalaiki DEHP ir DBP poveikj ziurkiy (F1, F2) jaunikliy patiny hipokampo CA1 ir CA3
regiony neurony tankiui.
3. Palyginti pirmosios (F1) ir antrosios (F2) kartos eksperimentiniy ziurkiy jaunikliy patiny

hipokampo CAL1 ir CA3 regiony storio bei neurony tankio rezultatus.
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1. Literatuiros apzvalga

1.1. Ftalatai

Plastikas buvo iSrastas 1907 m. ir tapo viena pagrindiniy priemoniy, kurios palengvina zmogaus
kasdienj gyvenima. Nors susintetinta nauja medziaga atne$¢ daug naudos, taciau taip pat iSryskéjo ir
didelis neigiamas poveikis tiek aplinkai, tiek Zmogui ir visiems gyviesiems organizmams, kol
galiausiai tapo globaline problema. Zmonés kiekviena diena susiduria su nuo plastiky atskilusiomis
medZiagomis jiems to neZinant: per uzterSta maista, plastikines pakuotes (tokias kaip vandens
buteliukai, medicinos prietaisai ar maisto produkty pakuotés). Ivairias atsiskyrusias plastiky priedy
dalis galime rasti ir dulkése, asmens higienos produktuose, sintetiniuose drabuziuose (Letcher, 2020;
Ke et al., 2021). Ilgalaikis plastiko priemoniy naudojimas neiSvengiamai tik pagausina jvairiy
sveikatai pavojingy medziagy i$siskyrima. Siuo metu didZiausia susir@ipinima kelia ftalatai, kurie néra
chemiskai sujungti su plastiko polimerais, todél lengvai i$siskiria i$ plastiko gaminiy j aplinka (Schug
et al., 2016; Grindler et al., 2018; Alam et al., 2024).

Ftalatai — didziulé, placiai naudojamy cheminiy medziagy grupé. Jie naudojami jvairiose
pramonés srityse: plastiko gamyboje, maisto ir gérimy pakuociy gamyboje, vaiky Zaisluose,
kosmetikoje ir medicinos priemonése. Zmonés ir visi gyvieji organizmai gali bati veikiami ftalaty
ivairiais budais (t. y. nurijus, ikvépus, per oda ar dél su medicininémis priemonémis susijusios
ekspozicijos), nes Sie junginiai i§ plastiko lengvai patenka i vandenj, maista, dirvozemi, ora, todél jie
yra visur esantys aplinkos terSalai (Giuliani et al., 2020). Ftalatai yra ftalato ragsties (1,2-
benzendikarboksirtigSties) esteriai (1.1.1 pav.), kurie jau nuo XX a. ketvirtojo deSimtmecio yra
pagrindiniai polimery pramonéje naudojami plastifikatoriai. Nuo 10 % iki 60 % jy dedama i
plastikines medziagas, tokias kaip polivinilchlorida (PVC), polietileno tereftalata (PET),
polivinilacetata (PVA) ir polietileng (PE), siekiant pagerinti polimery tampruma, elastinguma ir
minkStuma (De Toni et al., 2017).

R
o

1.1.1 pav. Bendra cheming ftalaty struktiira. Ry ir R, = C,Hap+1, n =4 — 15 (Peijnenburg, 2008)
Ftalatai yra laikomi labai pavojingais terSalais visiems gyviesiems organizmams. Pirmiausia,
aplinkoje ftalatai iSlieka stabiliis ir akumuliuojasi maisto grandingje (Schettler, 2006). Jau pries§
desimtmetj (Net et al., 2015; Fang et al., 2016) buvo irodyta, kad net 67 % visos zmogaus ekspozicijos

ftalatais jvyksta biitent per maistg ir gérimus. Tai reiSkia, kad du trecdaliai ftalaty kiekio, su kuriais
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susiduriame kasdien, patenka j organizma valgant ar geriant. Sie junginiai gali migruoti j maistg i$
plastikiniy pakuociy ar talpy, ypac Sildymo, laikymo ar transportavimo metu (Net et al., 2015; Fang
etal., 2016). Taip pat, ftalatai sutrikdo hormony pusiausvyrg ir neigiamai veikia reprodukcing sistema
(De Toni et al., 2017; Alam et al., 2024). Palyginti su suaugusiais, vaikai yra paZeidZiamesni ir
jautresni ftalaty poveikiui, ypa¢ ankstyvuoju augimo laikotarpiu (Chou et al.; 2009, Holahan & Smith,
2015).

I8siaiskinus ftalaty neigiama poveikj daugelyje iSsivysciusiy Saliy jy naudojimas buvo apribotas.
2001 m. pirmoji Salis uzdraudusi naudoti DEHP ir DiNP Zaisluose ir pirstinése, kurios skirtos darbui
su maistu, buvo Japonija (Mutsuga et al., 2002). 2007 m. Europos Sajungos Salyse buvo uzdrausta
naudoti DEHP, DBP ir BBP visuose PVC ir kitose plastifikatorinése medziagose, kurios naudojamos
zaisly pramon¢je ir vaiky priezitiros produktuose (Europos Parlamento ir Tarybos direktyva
2005/84/EB, 2005). Nuo 2018 m. §j sarasa papildé DiBP (Europos Parlamento ir Tarybos reglamentas
(ES) 2018/2005, 2018). 2008 m. prie draudimy ftalatus naudoti zaisluose ir vaiky prekése prisidéjo
JAV, uzdrausdama naudoti DEHP, DBP ir BBP (JAV Kongresas, 2008). Australija uzdraudé naudoti
tuos pacius ftalatus ne tik vaikams skirtose prekése, bet ir induose, muzikos instrumentuose, knygose
(Australian Competition and Consumer Commission, 2020).

Dél skirtingy fizikiniy ir cheminiy savybiy ftalatai skirtingai veikia Zmones ir aplinka, o jy rySys
su keliomis zmoniy ligomis vis dar diskutuojamas, nes mokslininkai vis placiau apraso ftalaty jtaka
neurologinéms, imuninéms, Sirdies ir kraujagysliy ligoms, bei kitiems sutrikimams (Lopez-Carrillo
etal., 2010; Jeddi et al.; 2015; Mu et al., 2015; Alam et al., 2024). IS keliy desim¢iy per daugeli mety
susintetinty ftalaty, Europoje daZzniausiai naudojami DEHP, diizodecilftalatas (DIDP), DINP ir di-n-
butilftalatas (DBP) (Peijnenburg, 2008).

1.2. Di(2-etilheksil)ftalatas (DEHP)

DEHP — zmogaus susintetintas di(2etilheksil)ftalatas — C24H3304 (1.2.1 pav.), kuris natiiraliai
aplinkoje néra randamas (Rowdhwal & Chen, 2018). DEHP taip pat vadinamas bis(2-
etilheksil)ftalatu arba dioktilftalatu (DOP) (Huang et al., 2008).

CH;

CH,

CH;

1.2.1 pav. Di(2-etilheksil)ftalato struktiriné formulé (Rowdhwal & Chen, 2018)
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Sis ftalatas yra beveik bekvapis, bespalvis, klampus skystis, geriau tirpstantis tokiose
medziagose kaip dazy valikliai, benzinas ir alyvos nei vandenyje (Huang et al., 2008). DEHP sunkiai
garuoja, todel Salia gamybos Saltiniy koncentracija ore néra didelé. Kasmet $io ftalato pasaulyje
pagaminama daugiau kaip 6 mln. tony (Bu et al., 2020). Placiausiai Sis ftalatas naudojamas kaip
plastifikatorius polivinilchlorido (PVC) gamyboje, norint jj pagaminti minkstesn; ir lankstesnj (CPSC,
2010). PVC kaip sudedamoji dalis yra naudojama labai jvairiose pramoneés srityse, o jo gaminimo
metu dalis DEHP lieka, tod¢l jis lengvai patenka j kitus gaminius. DaZniausiai di(2-etilheksil)ftalato
randama sieny dangose, staltiesése, grindy plytelése, baldy apmusaluose, duso uzuolaidose, sodo
zarnose, pripu¢iamuosiuose baseinuose, lietpalciuose, kuidikiy sauskelnése, 1¢lése ir kituose zaisluose,
avalynéje, automobiliy dalyse, pakavimo plévelése, laidy ir kabeliy apvalkaluose, medicininiuose
vamzdeliuose ir kraujo laikymo maiSeliuose (Lay & Miller, 1987; Tickner et al., 2001; Wittassek &
Angerer, 2008; Tran et al., 2022).

Di(2-etilheksil)ftalatas i aplinka gausiausiai i8siskiria per atliekas esancias sgvartynuose arba
patenka per pramonines bei komunalines nuotekas (Clara et al., 2010). DEHP lengvai absorbuojasi
dirvoZzemyje, vandens telkiniy nuosédose ir vandens organizmuose (Staples et al., 1997).

Déka gausaus plastikiniy pakuoc¢iy naudojimo maisto pramonéje, DEHP lengvai patenka ir |
zmogaus maisto produktus bei | geriamajj vandenj. Maisto produktuose, ypac turtinguose riebalais,
randama daugiausiai Sio ftalato. Didziausios koncentracijos buvo nustatytos paukstienoje, aliejuje,
pieno produktuose. Siuose maisto produktuose koncentracija dazniausiai virsija 300 pg/kg riba — nors
leistinos paros dozés nevirSija, tac¢iau laikoma auksta riba pagal Europos maisto saugos tarnybos
(EFSA) standartus (Serrano et al., 2014). DEHP randama ir geriamajame vandenyje, ypac¢ PET tipo
buteliukuose. Sis ftalatas geriamajame vandenyje i§ buteliuky yra nustatytas jvairiomis salygomis,
taciau kiekis priklauso nuo temperatiiros ir laikymo trukmeés (Jeddi et al., 2015; Kavaliauskas, 2019).

D¢l lengvo patekimo | aplinkg ir akumuliacijos, bei plataus paplitimo Zzmogaus aplinkoje,
DEHP yra laikomas vienu i§ svarbiausiy terSaly pasaulyje (Magdouli et al., 2013) ir nuolat yra
tirilamas $io ftalato ilgalaikis poveikis Zzmonéms (Nohynek et al., 2013; De Toni et al., 2017; Alam et

al., 2024).

1.3. Di(2-etilheksil)ftalato (DEHP) neurotoksinis poveikis

Vertinant DEHP toksinj poveiki zmogaus sveikatai daznai pasirenkama Ziurke kaip modelinis
organizmas. /n vivo tyrimy trukmé ir skiriamos dozés skirtinguose eksperimentuose yra labai jvairios:
eksperimentai dazniausiai trunka nuo 7 dieny iki 23 savaiciy, o doziy koncentracijos svyruoja nuo
200 pg iki 3 g/kg. Dazniausiai tiriamas DEHP toksinis poveikis séklidéms, kiausidéms, endokrininei

sistemai ir kepenims (Rowdhwal & Chen, 2018; Giuliani et al., 2020; Wang et al., 2021). Dazniausiai
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tirtos DEHP dozés sukélé oksidacinj stresa, citotoksiSkuma, apoptozes, steroidiniy hormony
sumazéjima ir lipidy apykaitos sutrikimus (Alam et al., 2024).

Tyrimais jrodyta, kad di(2-etilheksil)ftalatas toksisSkai veikia nervy sistemg ir sutrikdo jos veiklg.
D¢l savo cheminiy ir fizikiniy savybiy DEHP gali sutrikdyti neurologinj vystymasi ir sukelti
teratogenines anomalijas, nes pereina placentos barjera ir patenka j vaisiaus kraujotaka, taip
pazeisdamas normaly smegeny vystymasi (Xu et al., 2007; Lin et al., 2015). Per parg gaunamos
1500 mg/kg DEHP dozés sutrikdo vaisiaus smegeny lipidy metabolizma, kas sukelia smegeny
vystymosi ir augimo anomalijy (Xu et al., 2007).

Tiriant ftalaty neurotoksinj poveikj daZznai vertinamas Siy cheminiy medziagy poveikis
hipokampui, kuris yra atsakingas uz erdving orientacija, prisiminimy formavimo procesus ir atmintj
(Bon, 2022). Nustatyta, kad savait¢ gauta 10 mg/kg DEHP doz¢ veikia toksiskai postnataliniy Ziurkiy
patiny hipokampo vystymasi, taciau pateléms Sis poveikis nepasireiSké (Smith & Holahan, 2014).
DEHP poveikyje pateliy hipokampe padidéjo fosfatidilcholino ir sfingomielino lipidy koncentracijos,
atliekancios neuroapsauginj poveikj, todél pateléms reikSmingo poveikio ftalatas neturéjo. Patiny
hipokampe tokia apsauginé reakcija nesusidaré, todel pasireisSké DEHP toksinis poveikis. Manoma,
kad neuroapsauginis poveikis susidaro patelése dél peroksisomy proliferacijos aktyvatoriy receptoriy
(PPAR) ir estrogeno receptoriy sgveikos, kuri skatina lipidy kaupimasi hipokampe ir veikia kaip
apsauga nuo neurony apoptoziy (Smith et al., 2015). Tac¢iau laktacijos metu veikiant postnataliniu
laikotarpiu ilgesnj laika, toksinis poveikis pasireiskia ir Zziurkiy jaunikliy pateléms. Veikiant
jvairiomis DEHP dozémis (1-100) mg/kg nuo 1 iki 60 vystymosi dienos, pasireiskia padidéjes
oksidacinis stresas, padidindamas reaktyviyjy deguonies formy (ROS) kiekj ir sumaZzindamas
antioksidaciniy fermenty aktyvuma neuronuose, kuris galéjo pazeisti hipokampa (Solaimuthu et al.,
2014).

Aiskinantis chemikaly toksinj poveikj nervy sistemai, daznai naudojamas neurotoksiniam
poveikiui jautrus biomarkeris — smegeny neurotrofinis faktorius (BDNF) — tai baltymas, kurio
funkcija yra susijusi su neurony islikimu, skatinantis naujy neurony brendimg ir jy sinapsiy
diferenciacija (Huang & Reichardt, 2001). BDNF yra svarbus dendrity augimui ir sinapsiniy rysiy
tarp neurony kiirimui, todél jo raiSkos sutrikdymas tiesiogiai ar netiesiogiai sumazina dendritiniy
spygliuky tankij. Tyrimais nustatyta, kad net nedidelé DEHP dozé (10 mg/kg) turi neigiama poveikj
ziurkiy patiny hipokampo BDNF raiSkai ir dendritiniy spygliuky tankiui (Smith & Holahan, 2014).
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1.4. Di-n-butilftalatas (DBP)

DBP — dibutilftalas (CisH2204) (1.3.1 pav.), yra bespalvis, aliejingas skystis, turintis esteriams
budinga silpng kvapa (European Chemicals Agency, 2008). DBP dar yra vadinamas di-n-butilftalatu,
DnBP, DNBP (Wang & Qian, 2021). Sis sunkiai tirpsta vandenyje, tatiau gerai tirpsta daugelyje
organiniy tirpikliy, tokiy kaip daZzai, pesticidai ar peroksidai (Koo & Lee, 2004; Koch et al., 2013).

— COO(CH,),CH,

— COO(CH,),CH,

1.3.1 pav. Dibutilftalato struktiuriné formulé (ATSDR, 2001)

Pasaulyje DBP 2022 m. buvo pagaminama apie 220 tukstan¢iy tony ir manoma, kad ateityje Sis
kiekis tik augs (ChemAnalyst, 2024). Dibutilftalatas dazniausiai naudojamas kaip plastifikatorius
polimery sintezgje, polivinilchlorido (PVC) gaminiy pramonéje, keramikoje, propelentuose, kaip
metalo apdirbimo skystis (European Chemicals Agency, 2008). Taip pat dél Zemos kainos ir paprasto
apdorojimo Sis chemikalas placiai naudojamas keraminiy plyteliy, dazy, hermetikos, Zvakiy,
kosmetikos, Sampiiny, kvepaly, kremy gamyboje (Liao et al., 2018). Tai yra pagrindinis kosmetikoje
naudojamas ftalatas, pavyzdziui, ypa¢ meégstamas nagy lako gaminiuose (U.S. Food and Drug
Administration, 2023) ir kvepaluose (Liao et al., 2018). Atitinkamai, i§ 21 nagy lako méginio
devyniolikoje buvo aptiktas DBP, o kvepaluose i§ 42 méginiy, Sio ftalato buvo rasta vienuolikoje
(Koo & Lee, 2004).

I gyvuosius organizmus dibutilftalatas dazniausiai patenka per maista, geriamajj vandenj,
tkvepiama ora, dirvozemj ir odag (CERHP, 2003). Kadangi DBP, kaip plastifikatorius, naudojamas
maisto ir gérimy pakuociy gamyboje, dél tiesioginio kontakto susidaro tinkamos salygos Siam ftalatui
patekti | maistg, o i jo | organizmus — tai yra vienas pagrindiniy DBP patekimo ] organizma keliy
(Wormuth et al., 2006). Geriamasis vanduo PET buteliukuose, kaip DBP $altinis, taip pat buvo ne
karta tirtas. Pavyzdziui, Z. Zhang su bendraautoriais (2016) dibutilftalato jvairiomis koncentracijomis
nustaté visuose tirtuose vandens i§ buteliuky méginiuose, nepriklausomai nuo temperatiiros ir
laikymo trukmés. Sio ftalato buvo rasta net vandentiekio vandenyje, dél idsiskyrimo i§ plastikiniy
vamzdziy (Liu et al., 2010).

Ftalaty koncentracija patalpy ore yra 100 — 1000 karty didesn¢ nei aplinkos ore, dél Siy
chemikaly naudojimo buityje. Patalpose jkvepiamo DBP kiekis gali siekti apie 136 pg per parg (Otake
et al., 2004), tuo tarpu pagal Pasaulio sveikatos organizacijos direktyvas leistina DBP paros norma
yra tik 10 pg/kg kiino svorio per parg (WHO, 2003). Dél urbanizacijos ir pramonés vystymosi,

dirbami laukai taip pat yra uztersti jvairiausiais terSalais. Ne iSimtis ir ftalatai. Augalai per savo Sakny
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sistemg i§ dirvozemio pasiima DBP, kaupia audiniuose ir taip jis per maisto granding patenka j kitus
organizmus (Wang et al., 2013; Wang et al., 2020). O DBP naudojimas losjonuose, Sampiinuose ir
kituose kosmetikos produktuose leidzia Siam chemikalui tiesiogiai patekti | Zmogaus organizmg per
odg (Sathyanarayana et al., 2008).

D¢l tokio plataus paplitimo ir kaupimosi gamtoje, DBP kartu su kitais ftalatais yra laikomas

vienu didZiausiu aplinkos terSaly (Yan et al., 2021).

1.5. Di-n-butilftalato (DBP) toksinis poveikis

D¢l plataus naudojimo jvairiose pramones srityse, DBP lengvai patenka j Zmogaus organizma,
taciau nesuyra, bet kaupiasi audiniuose. Jo galima aptikti Zmogaus Slapime, kraujuje, prakaito
liaukose, plauky folikuluose ir poodiniuose audiniuose (Chatterjee & Karlovsky, 2010; Guo et al.,
2013). Didziausios DBP sankaupos Zmogaus organizme yra nustatytos inkstuose, kepenyse, s¢klidése
(Braun et al., 2013). Dibutilftalato poveikis yra susijes su jvairiomis Sirdies ligomis, nutukimu,
kiausidziy disfunkcija, vaiky autizmu ir jvairiomis uzdegiminémis reakcijomis (Braun et al., 2013;
Zhang et al., 2022). Kaip ir DEHP, taip ir DBP yra laikomas endokrining sistemg ardancia medziaga
(Wang et al., 2021; Zhang et al., 2022). DBP yra atsakingas uz spermos kokybés prastejimg ir
testosterono gamybos sutrikimus. Didelio dibutilftalato toksiSkumo atvejais atsiranda sé¢klidziy
pazeidimy, raidos sutrikimy, reprodukcinés sistemos apsigimimy ir smegeny anomalijy (Chang et al.,
2021).

Aiskinantis DBP poveikj nervy sistemai yra atlikta labai mazai tyrimy, o atlikti eksperimentai
rodo, kad Sis ftalatas pasiZymi neurotoksiniu poveikiu. Tiriant DBP toksinj poveikj Zinduoliy nervy
sistemai, dazniausiai kaip modelinj organizma mokslininkai renkasi grauzikus (Ziurkes, peles) (Li et
al., 2013; Lee et al., 2022). D. T. Williams ir B. J. Blanchfield (1975) vieni pirmyjy jrod¢, kad po
vienkartinés geriamosios dozeés (0,27 g/kg), DBP jau yra aptinkamas Ziurkiy patiny smegenyse.
Létinis 3 arba 6 ménesiy DBP naudojimas zenkliai padidina jo koncentracija eksperimentiniy gyviiny
nerviniame audinyje, lyginant su vienkartine doze. Taip buvo jrodyta, kad dibutilftalatas ne tik sugeba
pereiti smegeny — kraujo barjera, bet ir kaupiasi smegeny audinyje (Huang et al., 2014; Wojtowicz et
al.; 2017, Kassab et al., 2019).

DBP neigiamai veikia ziurkiy, kurios prenataliniu laikotarpiu gavo ftalaty, elgseng ir pazinimo
gebéjimus (Li et al., 2009; Lien et al., 2015). Atliekant eksperimentus su pelémis yra nustatyta, kad
DBP stabdo naujy neurony formavimasi hipokampe, neigiamai veikia mokymasi ir atmintj (Lee et
al., 2022). Tiriant eksperimentiniy ziurkiy embrionus, yra pastebéta, kad dibutilftalas sukélé pirminiy
neurony apoptoz¢, didindamas reaktyvaus deguonies kieki neuronuose ir sukeldamas jy
mitochondrijy disfunkcijg. Tokiuose eksperimentiniuose embrionuose sulétéjo neurony brendimas, o

tai yra susij¢ su atminties iSsaugojimo sutrikimais ir neurokognityviniy funkcijy silpnéjimu (Lee et
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al., 2022). Vertinant DBP poveikj ziurkiy jaunikliy nervy sistemai — buvo nustatyta, kad didelé
500 mg/kg DBP dozé, kurig motinos gavo viso néStumo ir zindymo laikotarpiu, sukélé palikuoniy
neurony fiziologinius ir hipokampo struktiirinius pokyc¢ius, sumazino presinapsiniy piisleliy skaiciy,
padidino neurony apoptoziy skai¢iy (Li et al., 2013). Kitame eksperimente suaugusios ziurkés buvo
veikiamos DBP ir nustatytas neigiamas poveikis elgsenai. Tyrimas parodé padidéjusi aktyvuma, o tai
gali buti siejama su tokiu neurologiniu sutrikimu kaip ADHD (démesio truikumo ir hiperaktyvumo

sindromas) (Paulikaite et al., 2023).

1.6. Hipokampas

Smegeny zieveé — viena morfologiskai ir funkciskai sudétingiausiy smegeny sriciy. Joje ivyksta
visos ] smegenis patenkancios informacijos analizé. Smegeny Zievé yra atsakinga uz samong,
mastyma, atmintj ir geb¢jimg apibendrinti. Tarp sudétingy anatominiy smegeny zievés daliy yra ir
hipokampas (lot. hippocampus) (Bon, 2022).

Hipokampas yra sudarytas 1§ glaudziai, i ilga juosta susitelkusiy neurony, kurie i§sidésto iSilgai
dorsolateralinéje smilkinio srities dalyje abiejuose smegeny pusrutuliuose (1.6.1 pav.) (Burgess et al.,
1999). Abi hipokampo pusés, esancios skirtinguose smegeny pusrutuliuose, yra sujungtos nerviniy
skaiduly pluostu (lot. fornix commissure) (Bayer, 1982; Bayer et al., 1982). Hipokampas yra
skirstomas | tris sritis: gyrus dentatus (DG), cornu ammonis (CA) ir subiculum. CA sritis dar
skirstoma j stambiyjy Iasteliy regionus (CA3, CA2) ir smulkiyjy lasteliy regiong — CA1 (Leung et al.,
1995). Dél piramidiniy neurony tankio ir sudétingo dendritinio Sakotumo hipokampo CA3 ir CA2

regionai yra storesni uz CAl regiong (Amaral & Lavenex, 2007).

1.6.1 pav. Ziurkes hipoka&npo skerspjiivis, 2ymétaé NeuN antikiinais. CA1 — cornu ammonis 1,
CA2 — cornu ammonis 2, CA3 — cornu ammonis 3, DG — gyrus dentatus (Tzakis &
Holahan, 2019)

Hipokampe yra du pagrindiniai neurony grandiniy tipai: trisinaptiné ir monosinapting.
Trisinaptinéje grandinéje sensorin¢ informacija i$ vidinés smilkininés zieves patenka j gyrus dentatus
lasteles. IS jo nervinis impulsas perduodamas j CA3 piramidiniy neurony dendritus, i§ kurio toliau

Sefero skaidulomis perduodamas j CA1 ir CA2 regiono piramidiniy neurony dendritus. Galiausiai,
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CAl aksonai per subiculum sudaro jungt] su smilkinine Zieve ir perduoda nervinj impulsa.
Monosinaptinéje grandin¢je informacija perduodama tiesiogiai i§ smilkininés zievés j CAl
piramidinius neuronus, praleidziant gyrus dentatus ir CA3 regiono lasteles (Seress & Ribak, 1983;
Gulyas et al., 1993). Cheminés medziagos, tokios kaip ftalatai, gali paZeisti sinapsinius rySius
trisinapsinéje ir monosinapsinéje hipokampo grandinése, mazinant sipansiy kiekj ar neurony
plastiSkuma. Pazeisti ry$iai sutrikdo nervinio impulso perdavima ir hipokampo funkcijas (Holahan &
Smith, 2015; Kougias et al., 2018).

Darnus informacijos perdavimas tarp smegeny zieves ir hipokampo, bei hipokampo regiony
tarpusavyje, uztikrina visas jo funkcijas. Viena i§ hipokampo funkcijy yra epizodiné atmintis ir
erdvinis kontekstas — gebéjimas saugoti nestrukttirizuotg informacijg ir atkurti konkrety atskira jvykio
prisiminimg, apimantj vieta ir toje vietoje matyta daikta ar atlygj, o tai labai svarbu palaikant
mokymasi ir emocing elgseng (Moscovitch et al., 2005; Dere et al, 2008; Dudek et al., 2014; Hamilton
et al., 2016). Uz asociacija tarp erdviy, objekty, viety ir atlygio atsakingi yra CA3 regiono neuronai
(Rolls, 2010). Taip pat hipokampo funkcijos svarbios uoslés reakcijai ir kvapy jsiminimui (Dudek et
al., 2014; Hamilton et al., 2016). Uz panasiy prisiminimy atskyrimg ir maZinant skirtingy prisiminimy
painiojimg yra atsakingas hipokampo DG regionas. Hipokampo CA1 regionas veikia kaip tiltas tarp
hipokampo ir smegeny zievés, dalyvauja informacijos perdavime ir integracijoje (Rolls, 2008). CA2
regionas yra maziausiai tyrin¢jamas hipokampo regionas, taciau atliekg svarby vaidmenj. CA2
regiono neuronai perduoda informacija i§ CA3 regiono j CA1 regiong (Chevaleyre et al., 2010). Siy
regiony struktiiriniai poky¢iai siejami su kognityviniy funkcijy sutrikimais, neurologinémis ligomis
ir toksiniu poveikiu. Hipokampo morfofunkciniai pokyc¢iai dazniausiai tiriami histologiniais (pvz.:

Nissl dazymas) bei imunohistocheminiais metodais (Yassa et al., 2010).
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1.7. Toksikologiniy tyrimy modelinis organizmas — ziurké

Ziurkés yra vienas pagrindiniy modeliniy organizmy naudojamy neurologiniuose,
toksikologiniuose ir onkologiniuose tyrimuose (Sengupta, 2013a; Krubaa & Yogitha, 2024).
Moksliniuose tyrimuose jos atstoja zmogy kaip eksperimentinj objekta ir mazdaug apie 14 % visy
mokslo tyrimams naudojamy Zinduoliy Europoje sudaro ziurkés (Modlinska & Pisula, 2020). Pats

pirmasis laboratorinés ziurkés modelis Wistar (Rattus norvegicus ) (1.7.1 pav.) buvo sukurtas 1906

m. Wistar institute JAV (Krinkle, 2000).

1.7.1 pav. Wistar (Rattus norvegicus). Saltinis: Inotiv, 2024. Hsd:WI (Wistar) Outbred Rat.
Prieiga internete: https://www.inotiv.com/research-model/hsd-wi [ziGiréta 2025-04-01]

Viena i§ priezasciy, kodeél Ziurkes yra vienos populiariausiy modeliniy organizmy — gerai iStirta
ju fiziologija ir reprodukcija. Suaugusiy ziurkiy pateliy kiinas yra nuo 18 cm iki 22 cm ilgio, o patiny
kiino ilgis svyruoja nuo 20 cm iki 25 cm. Suaugusiy ziurkiy patelés sveria apie 250 — 300 g, o patinai
400 — 500 g. Patinai lytiskai subresta 6 — 8 savailiy, o patelés 4 — 6 savaiciy. Ziurkiy néstumas
vidutini$kai trunka apie 21 — 23 paras, vienoje vadoje atsiveda 6 — 12 jaunikliy. Palikuonys atjunkomi
mazdaug 21 — 28 gyvenimo parg (Sengupta, 2013b). Laboratorinés Ziurkés vidutiniskai gyvena apie
2 — 3,5 mety. Lyginant ziurkés gyvenimo trukme¢ su zmogaus, atliekant tyrimus buvo apskaiciuota,
kad vieneri Zzmogaus metai beveik prilygsta dviem ziurkiy gyvenimo savaitéms (13,8 dienos)
(Sengupta, 2013a).

Iki $iy dieny Wistar klono ziurkeés iSlieka vienos populiariausiy modeliniy organizmy (Krubaa
& Yogitha, 2024), nes genetiSkai Sios linijos Ziurkés yra ypatingai panasios, kas leidzia gauti itin
tikslius tyrimy rezultatus (Fasman et al., 1987). Wistar ziurkiy gerai istirtos fiziologinés ir
metabolinés savybés, todél toksikologiniuose tyrimuose galima efektyviau jvertinti cheminiy
medZziagy toksinj poveikj (Krubaa & Yogitha, 2024). Taip pat albinosinés ziurkés pasiZymi ramiu
charakteriu ir lengva prieziiira (Krubaa & Yogitha, 2024).

Nors tyrimuose naudojami gyvinai atnes$a daug naudos ir naujy atradimy, gyviny naudojimas
moksliniuose eksperimentuose yra grieztai reglamentuotas. Atliekant tyrimus reikia laikytis 3 R
principo: pakeitimas (Replacement), sumazinimas (Reduction) ir patobulinimas (Refinement) —
siekiant sumazinti gyviiny naudojimg moksliniuose tyrimuose, gauti atitinkamus leidimus ir uZtikrinti

gyviny gerove ir sveikatg (Europos Parlamentas ir Taryba, 2010; Tannenbaum & Bennett, 2015).

Vilnius, 2025
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2. Tyrimo metodai

2.1. Tyrimo planas ir leidimai

Tyrimo eiga:

I - bandomyjy gyviny laikymas, prieziiira ir procediiros — Vilniaus universiteto Gyvybés
moksly centro Biochemijos institute, 2022 mety rugs¢jo 15 d. — 2023 mety vasario 17 d.

IT — smegeny parafininiy bloky ruoSimas ir pjaustymas — Vilniaus universiteto Gyvybés moksly
centro Zoologijos laboratorijoje, 2023 mety spalio 15 d. — 2023 mety gruodzio 2 d.

IIT — histologiniy pjiiviy dazymas ir analizé — Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centro
Zoologijos laboratorijoje, 2023 mety gruodzio 6 d. — 2025 mety kovo 28 d.

Tyrimy leidimai:

Leidimas laboratorijai: Vilniaus universitetas, im. kodas 211950810, adresas: Saulétekio al. 7,
vet. patvirtinimo Nr. LT 59-13-001, LT 60-13-001, LT 61-13-004, veikla vykdoma Gyvybés moksly
centre, adresu Saulétekio aléja 7.

Leidimas tyrimui: Vilniaus universitetas, jm. kodas 211950810, adresas: Saulétekio al. 7,
,Mikroelementy ir ftalaty geriamajame vandenyje poveikis ziurkiy reprodukcijai, vystymuisi®,
vadove dr. Grita Skujiené.

Leidimas dirbti su bandomaisiais gyvinais: kvalifikacinis pazyméjimas igytas 2023 m. sausio

25 d. Nr. 604. (Priedas A).

2.2. Tyrimo eiga

Eksperimentas buvo pradétas 2022 m. rugséjo 15 d. su 36 Wistar linijos 5 — 8 savaifiy amziaus
ziurkiy patelémis. Jos buvo suskirstytos i SeSias grupes po SeSias ziurkes (Festing, 2018), kad grupiy
svorio vidurkis bty lygus tarp grupiy. Ziurkés buvo laikomos grupése, nes jos yra socialiis gyviinai
ir gyvenant kartu patiria maziau streso (Simkevi¢iené & Ruksénas, 2001). Ziurkiy pakratai buvo
keiciami kartg per savaite, o sauso maisto ir geriamojo vandens turé€jo ad libitum.

Ziurkiy grupés buvo sudarytos norint jvertinti dviejy ftalaty — di(2-etilheksil)ftalato ir
dibutilftalato - toksinj poveikj. Siy ftalaty koncentracijos Lietuvos nuoteky vandenyje randamos
didZiausios, lyginant su kitais ftalatais (UAB “Vandens tyrimai”, Ftalaty analizés vandenyje
rezultatai, neskelbta vidaus ataskaita, (2022)). Pagal vidutinius Zmogaus vandens i§gérimo rodiklius,
naudojamus medicinoje, buvo apskaiciuota, kokig vidutiniskai ftalaty koncentracija zmogus gauty
per para gerdamas jais uzterStag vandenj. Pagal specialig metodika (Reagan-Shaw et al., 2008), buvo
perskaiCiuota, kokia ftalaty dozé tuomet tekty ziurkei — jei ji iSgerty tiek, kiek iSgeria zmogus.
Apskaiciuotos dozés buvo iStirpintos alyvuogiy aliejuje ir laSinamos ant ekologiSko sausainio

gabalélio.
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Eksperimento schema pateikta 2.2.1 paveiksle. Pirmoji grupé buvo neigiama kontrolé (Control)
ir gaudavo sausainio gabaliuka su alyvuogiy aliejumi. Antroji grupé (DEHP_2) gaudavo sausainio
gabaliuka su aliejuje iStirpinta DEHP 200 pg/kg paros doze, kuri atitinka Zzmogaus ekspozicija geriant
vandenj, uzter§tg Lietuvos vandenyse randama di(2-etilheksil)ftalato koncentracija. Trec¢ioji grupé
(DEHP_10) gavo penkis kartus padidinta Sio ftalato doz¢ — 1000 pg/kg — teigiama kontrolé. Ketvirtoji
grupé (DBP 1) gavo sausainio gabalélj su aliejuje iStirpinta DBP 100 pg/kg paros doze, kuri atitinka
zmogaus ekspozicija geriant vandenj, uzterSta Lietuvos vandenyse randama dibutilftalato
koncentracija. Penktoji grupé (DBP_5) gavo penkis kartus padidinta Sio ftalato paros doz¢ —
500 pg/kg — teigiama kontrolé. Sestoji grupé (DEHP_DBP) gavo abiejy ftalaty, randamy Lietuvos
vandenyse, paros dozes kartu — DEHP 200 pg/kg ir DBP 100 pg/kg.

=) " =) =)
=N\
36 Ziurkiy patelés Kontrolinés grupés — 7jyrkes ftalaty paros .
suskirstytos j 6 grupes po 6 gaudavo standartinj dozes gavo 3,5 ménesio: Po. a’qgnkymgbgyo
Ziurkes: maistg ir kartu 2 ménesius pried atrinkti patlpellal ir
« Control, papildomg ekologiko né&tuma ir dar 1,5 eutanazuoti naudojant
+ DEHP_2 (200 pg/kg), sausainio gabalélj su anesio per visa CO, kamera.
+ DEHP_10 (1000 pg/kg), alyvuogiy aliejumi, 0 nastumo ir Zindymo
+ DBP_1 (100 ug/kg), eksperimentinés laikotarpj.
+ DBP_5 (500 pg/kg), grupés gaudavo
+ DEHP_DBP (200 ug’kg  aliejuje itirpintg
+ 100 pg/kg) ftalato paros doze

2.2.1 pav. Eksperimento schema, sukurta naudojant BioRender.com

Kiekvieng ryta Ziurkeés gaudavo sausainio gabaliuka su aliejuje iStirpintomis ftalaty dozémis,
priklausomai nuo grupés, pagal tuometinj svorj. Ziurkiy svoris nuolatos buvo stebimas ir fiksuojamas,
svérimas buvo vykdomas du kartus per savaite. Taip jos buvo maitinamos tris su puse ménesio. Po
dviejy eksperimento ménesiy, patelés buvo sukergiamos su negavusiais ftalaty patinéliais. IS vakaro
1 narvelj su patelémis buvo jleidZziamas patinas, kitg ryta buvo atlickamas néStumo tikrinimo testas.
Néstumo laikas buvo pradétas skaiciuoti nuo tos dienos, kai makstyje buvo randama spermatozoidy.
Neéstumo ir zindymo laikotarpiu patelés gaudavo tas pacias ftalaty dozes.

Kai Zziurkiy jaunikliai buvo atjunkyti, pirmosios kartos jauniklés ziurkiy patelés buvo
suskirstytos | naujas grupes ir eksperimentas tomis paciomis ftalaty dozémis tesiamas toliau, siekiant
gauti antros kartos jauniklius. Pirmos kartos patinéliai buvo eutanazuoti naudojant CO> dujy kamera,
laikantis nustatyty dujy koncentracijy bei t€kmés grei¢io normy pagal 2010 m. rugs¢jo 22 d. Europos
Parlamento ir Tarybos direktyva 2010/63/ES dél mokslo tikslais naudojamy gyviny apsaugos
(Europos Parlamentas ir Taryba, 2010).

Antros kartos eksperimentas buvo atliekamas analogiskai pirmajai kartai.

Ziurkiy laikymas narveliuose, prieZifira, maitinimas vykdytas pagal 2010 m. rugséjo 22 d.

Europos Parlamento ir Tarybos direktyva 2010/63/ES dél mokslo tikslais naudojamy gyviiny
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apsaugos ir Lietuvos Respublikos gyviiny gerovés ir apsaugos jstatyma (Zin., 1997, Nr. 108 — 2728,
Nr. 122 - 6126).

2.3. Tyrimo metodai

2.3.1. Ziurkiy smegeny histologiniy bloky ruosimas
Po eutanazijos, eksperimentiniy ziurkiy jaunikliy patiny smegenys skrodimo metu buvo
iSpreparuotos ir fiksuotos 10 % formaldehido tirpale tolimesniems tyrimams. Rutininei histologinei

analizei, ziurkiy jaunikliy smegeny blokai paruosti pagal standarting metodika (Megias et al., 2019;
Zhanmu et al., 2020).

Pirmiausia, fiksuotos smegenys perpjaunamos iSilgai pusiau, viena smegeny pusé paliekama
formaldehido tirpale, kita ruoSiama jliejimui, pagal schemg 2.3.1.1 paveiksle.

1 x 10 % formaldehidas 1 x tekantis vanduo 1 x PBS tirpalas 2 x 50 % etanolis

~@

24 h 24 h

2 x 70 % etanolis 2 x 80 % etanolis 2 x etanolis ir ksilolas
_— \Q D
3h 3h 1h
1 x ksilolas 1 x kslilolas ir parafinas, 2 x parafinas, Uzliejimas
termostate 37 °C termostate 57 °C
o T ~
< - - e
- = . ~—_—F
1h 8h 8h

2.3.1.1 pav. Ziurkiy jaunikliy smegeny parafininiy bloky ruofimo schema. Sukurta su
Biorender.com

IS paskutinés parafino porcijos smegenys iStraukiamos karStu pincetu, dedamos j bloko formele
ir uzliejamos skystu parafinu. Jliejimo formelé¢ su uzlietu méginiu dedama ant ledo greitesniam
sustingimui (2.3.1.2 pav. A). Sustinges parafino blokas (2.3.1.2 pav. B) iSimamas i§ jliejimo formelés

ir skystu parafinu priklijuojamas prie bloko laikiklio.
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2.3.1.2 pav. Smegeny uzliejimas parﬁnu. (A) skystu parafinu uzlietas méginys ledo
vonel¢je. (B) sustinges parafino blokas

Taip paruoStas smegeny parafininis blokas fiksuojamas mikrotome (2.3.1.3 pav. A) ir
pjaustomas 5 um storio pjiiviais. Pjiiviai atsargiai nuo mikrotomo perkeliami j Siltag 37 °C vanden;,
kuriame i$silygina, yra atskiriami, perkeliami ant objektinio stiklelio (2.3.1.3 pav. B) ir paliekami

dzitti bent 24 valandoms (Zhanmu et al., 2020).

2.3.1.3 pav. Histologinio bloko pjaustymas. (A) parafininio bloko pjaustymas mikrotomu. (B)
i$silyging ir ant histologinio stiklelio perkelti pjuviai

Taip buvo paruosti pirmosios kartos (F1) 8 gyviiny 24 smegeny pjiviai. Kiti pirmosios ir visi
antrosios kartos (F2) — 156 smegeny pjiviai buvo paruosti bendradarbiaujant su Valstybiniu

patologijos centru, siekiant pagreitinti procesa.
2.3.2. Ziurkiy smegeny histologiniy pjiviy daZzymas pagal Nissl ir analizé

Rutininei histologinei analizei, nervinis audinys daZomas pagal Nissl (Megias et al., 2019).
Parafininiy smegeny pjiviy deparafinavimo, rehidratacijos ir dazymo schema pateikta 2.3.2.1

paveiksle.
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Tyrimo metodai

2 x 10 min 2 x 10 min 2 x 10 min 2 x 10 min

ksilolas 96 % etanolis 80 % etanolis 50 % etanolis
< B
10 min 5 min
distiliuotas vanduo Cresyl Violet distiliuotame vandyje 96 % etanolis

2 x 10 min
ksilolas

2.3.2.1 pav. Ziurkiy jaunikliy smegeny preparato dazymo Nissl metodu schema. Sukurta su
Biorender.com

ISimti 1§ ksilolo preparatai nusausinami ir lasu Kanados balzamo priklijuojamas dengiamasis
stiklelis (Megias et al., 2019).

Nudazyti preparatai buvo mikroskopuojami 400 padidinimu (2.3.2.2 pav.), hipokampo CA1
ir CA3 regionai fotografuojami. Mikroskopiné analiz¢ ir fotografavimas buvo atliekamas naudojant
Leica DM6 B Sviesinj mikroskopa (Leica Microsystems CMS GmbH, Vokietija), Leica Application
Suite X programing jrangg (versija 3.7.6.25997). Analizés metu, hipokampo nuotraukos buvo

uzkoduotos, kad islaikyti neSaliSkuma (Sun et al., 2013).

2.3.2.2 pav. Histologiniy preparaty analizé. (A) paruoSty preparaty analize ir fotografavimas
Leica DM6 B Sviesiniu mikroskopu. (B) nudazyti preparatai
Norit jvertinti hipokampo CA1 ir CA3 regiony storj, yra bréziama 10 linijy per atitinkamo

hipokampo regiono plotj vienam preparatui ir apskai¢iuojamas regiono storio vidurkis (2.3.2.3 pav.).

Gauti rezultatai lyginami su kontroline grupe (Nairismagi et al., 2006).
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Tyrimo metodai

2.3.2.3 pav. Hipokampo sri¢iy storio vertinimo pavyzdys. (A) CAl
regionas
Vertinant ftalaty jtakg ziurkiy jaunikliy smegeny hipokampo neurony tankiui, buvo bréziami

regionas. (B) CA3

matavimo laukeliai CA1 ir CA3 regionuose ir juose skai¢iuojamas neurony kiekis. CA1l regione
bréziamas 100 pm x 200 um dydzio laukelis, o CA3 regione bréziamas laukelis buvo 200 pm %

200 um dydzio (2.3.2.4 pav.). Gauti rezultatai buvo lyginami su kontroline grupe (Kurozumi et al.,
2019).

2.3.2.4 pav. Hipokampo neurony tankio tyrimo laukelis. (A) CA1 regionas, 100 x 200 pm?.
(B) CA3 regionas, 200 x 200 um?
Visi hipokampo storio ir neurony tankio skai¢iavimai buvo atlikti su ImageJ programa (2.3.2.5

pav.) (Schneider et al., 2012). Kiekvieny tirty smegeny buvo analizuojami 3 histologiniai pjiviai
Kurozumi et al., 2019). IS viso buvo iSanalizuota 180 abiejy karty Ziurkiy jaunikliy smegeny pjuviy:

81 pjuvis pirmos ziurkiy jaunikliy kartos ir 99 pjiiviai antros Ziurkiy jaunikliy kartos.

180C=0e@8 2000 P00 & . ImEmm=E

2.3.2.5 pav. Smegeny histologiniy pjuviy nuotrauky analizé Imagel programa
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Tyrimo metodai

2.3.3. Statistikos metodai

Gauty duomeny analiz¢ ir grafinis atvaizdavimas buvo atliekamas su GraphPad Prism 9.0.0. ir
Microsoft Excel programomis. Normalumo prielaidos tikrinimas buvo atlieckamas Shapiro-Wilk testu
(Bate et al., 2017), o rezultaty skirtumy patikimumas buvo jvertintas ANOVA su Dunnett post hoc
testu ir Tukey HSD post hoc testu (Mooi et al., 2018). StatistiSkai reikSmingas skirtumas laikomas,
kai p <0,05.
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Rezultatai

3. Rezultatai

3.1. Pirmos kartos ziurkiy jaunikliy patiny hipokampo pokyciai ftalaty

poveikyje

Aiskinantis DEHP ir DBP sukeltus poky¢ius ziurkiy jaunikliy hipokampui buvo analizuojamas
CA1 ir CA3 regiony storis ir neurony tankis (visi duomenys pateikti Priede B). Vertinant ftalaty
poveikj pirmos kartos ziurkiy jaunikliy smegeny hipokampo CA1 regiono storiui, buvo pastebéti
statistiSkai reikSmingi pokyciai (3.1.1 pav., 3.1.2 pav.). Kontrolin¢je grupéje (Control) vidutiniskai
CAL regiono storis buvo (55,4 + 0,3) um. ISanalizavus antraja grup¢ — DEHP_2 (Lietuvos vandenyje
randama DEHP doz¢) reikSmingy analizuojamo regiono storio skirtumy pastebéta nebuvo (p > 0,05),
nors storis sumazeéjo 9 pm ir buvo (44,4 + 8,7) um, o penkis kartus padidintg DEHP doz¢ gavusios
grupés (DEHP 10) storis sumazg¢jo statistiSkai reikSmingai (p < 0,05) ir buvo vidutiniskai

(39,5 + 2,4) um.
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3.1.1. pav. Pirmos kartos Ziurkiy jaunikliy patiny hipokampo CA1 regiono storio poky¢iai ftalaty
poveikyje. Vertés pateiktos kaip vidurkiai + standartin¢ paklaida (SEM). Statistiné analizé
atlikta taikant vienpus¢ ANOVA su Dunnett post hoc testu, rodanti reikSmingg ftalaty poveikj

(*p <0,05)

Ketvirtoje (DBP_1) ir penktoje grupése (DBP_5), gavusiose DBP, (pirmoji — Lietuvos
vandenyje randama, antroji — penkis kartus padidinta doz¢) CAl regiono storis statistiSkai
reik§mingai sumazéjo (p < 0,05) lyginant su kontroline grupe. Siy grupiy vidutinis storis buvo
panagus, atitinkamai (38,2 + 3,0) pm ir (38,4 + 1,1) pm. Sestosios grupés (DEHP_DBP), gavusios
abiejy ftalaty miSinj, taip pat storis statistiSkai reikSmingai sumazéjo (p < 0,05), (38,7 £ 2,2) um.

Taigi, gauti rezultatai parodé¢, kad vidutinisSkai hipokampo CA1 regiono storis sumazéjo 11 pum —
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Rezultatai

17 um, lyginant su kontroline grupe, ir buvo nuo (38,2 + 3,0) um iki (44,4 £ 8,7) um. Nepatikimas
skirtumas buvo tik DEHP 2 grupéje.

3.1.2 pav. Pirmos kartos ziurkiy jaunikliy patinq hipokampo CA1 regiono neuronai. (A) kontroliné
grupé. (B) DEHP_2. (C) DEHP_10. (D) DBP_1. (E) DBP_5. (F) DEHP_DBP

Analizuojant ftalaty poveikij pirmos kartos ziurkiy jaunikliy smegeny hipokampo CA3 regiono
storiui buvo pastebéti statistiSkai reikSmingi poky¢iai (3.1.3 pav., 3.1.4 pav.). Kontrolinéje (Control)
grupéje CA3 regiono storis vidutiniskai buvo (82,5 £ 4,1) um. ISanalizavus antraja grup¢ (DEHP 2)
reikSmingy skirtumy nebuvo pastebéta (p > 0,05), o treCioje grupéje (DEHP_10) hipokampo CA3
regiono storis statistiSkai reikSmingai sumaze¢jo (p < 0,01), atitinkamai buvo (69,3 £ 5,9) um ir

(61,3 £ 2,6) um.
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Control DEHP_2 DEHP_10 DBP_1 DBP_5 DEHP_DBP

3.1.3 pav. Pirmos kartos ziurkiy jaunikliy patiny hipokampo CA3 regiono storio pokyciai ftalaty
poveikyje. Vertés pateiktos kaip vidurkiai + standartiné paklaida (SEM). Statistiné analizé
atlikta taikant vienpus¢ ANOVA su Dunnett post hoc testu, rodanti reikSminga ftalaty poveikj
(*p <0,05, **p <0,01)
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Rezultatai

Ketvirtoje (DBP_1) ir penktoje grupése (DBP 5), gavusiose DBP, CA3 regiono storis
statistiskai reik§mingai sumazéjo (p < 0,05), lyginant su kontroline grupe. Siy grupiy vidutinis storis
buvo panasus, skyrési tik 1,2 pm, atitinkamai buvo (63,9 + 5,4) um ir (65,1 + 1,8) pm. Sestosios
grupés (DEHP DBP), vidutinis CA3 regiono storis taip pat statistiSkai reikSmingai sumazéjo
(p <0,01), buvo (61,6 + 2,1) um. Gauti rezultatai parodé, kad vidutiniskai hipokampo CA3 regiono
storis sumazéjo 13 pm — 21 pum, lyginant su kontroline grupe, ir buvo nuo (61,3 + 2,6) um iki

(69,3 £5,9) um. Nepatlklrnas sklrtumas nustatytas t1k DEHP 2 grupeje

3.1.4. pav. Pirmos kartos 2iurkiq jaunikliy patiny hipokampo CA3 regiono neuronai. (A)
kontrolin¢ grupé. (B) DEHP 2. (C) DEHP _10. (D) DBP 1. (E) DBP 5. (F)
DEHP DBP

Sio eksperimento metu buvo skai¢iuojamas ir neurony tankis hipokampo CAl ir CA3
regionuose, atitinkamai 20 000 um? ir 40 000 pum? ploto laukeliuose. Pirmosios kartos ziurkiy
jaunikliy smegeny hipokampo CA1 regiono (3.1.2 pav., 3.1.5 pav.) neurony tankis kontrolinéje
grupéje (Control) buvo vidutiniskai (60,5 + 1,9) neurony/20 000 um?. Antrojoje grupéje (DEHP_2),
kurios motinos gavo Lietuvos vandenyje randamg DEHP doze, neurony tankis sumazéjo desimcia
neurony, taCiau statistiSkai reikSmingai nesiskyré nuo kontrolés (p > 0,05), buvo
(50,6 £ 3,5) neurony/20 000 pum?. Trecioje grupéje (DEHP_10), kuri gavo penkis kartus padidintg
DEHP doze, neurony tankis sumaz¢jo zenkliai ir statistiSkai reikSmingai (p < 0,01), lyginant su

kontroline grupe, vidutini$kai sieké (44,4 + 3,7) neurony/20 000 pm?.
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3.1.5 pav. Pirmos kartos ziurkiy jaunikliy patiny hipokampo CA1 regiono neurony tankio
poky¢iai ftalaty poveikyje. Vertés pateiktos kaip vidurkiai + standartin¢ paklaida
(SEM). Statistin¢ analizé atlikta taikant vienpus¢ ANOVA su Dunnett post hoc testu,
rodanti reikSmingg ftalaty poveiki (**p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 )

DBP poveikyje neurony tankis CA1 regione sumazéjo dar labiau. Ketvirtoji grupé¢ (DBP 1),
kuriy motinos gavo DBP dozes, randamas Lietuvos vandenyje, neurony tankis buvo dar mazesnis,
vidutiniskai sieké tik (40,8 + 4,6) neurony/20 000 um?, sumazéjimas statistiSkai reikSmingas
(p <0,001). Taciau penktoje grup¢je (DBP_5), kuri gavo penkis kartus padidinta DBP doze, neurony
tankis sumazéjo Siek tick maziau nei ketvirtojoje —iki (42,1 + 1,9) neurony/20 000 pm?. Sestoji grupé,
kuri gavo abiejy ftalaty Lietuvos vandenyje randamas koncentracijas, rezultatai nuo kontrolinés
grupés statistiSkai reikSmingai skyrési labiausiai (p < 0,0001), vidutinis neurony tankis sieké tik
(37,2 £ 1,1) neurony/20 000 um?.

Apibendrinant, gauti rezultatai parodeé, kad vidutiniS$kai hipokampo CAl regiono neurony
tankis sumaz¢jo nuo 10 neurony iki 23 neurony tirtame plote:, lyginant su kontroline grupe, ir buvo
nuo (37,2 £ 1,1) neurony/20 000 pum? iki (50,6 + 3,5) neurony/20 000 um?. Nepatikimas skirtumas
buvo tik DEHP_2 grupgje.

Vertinant ftalaty poveiki (3.1.4 pav., 3.1.6 pav.) hipokampo CA3 regiono neurony tankiui reikia
atkreipti démesj, kad nors §is regionas storesnis, jame neuronai yra didesni, tod¢l neurony tankis
panaSus | CAl regiono. Kontrolingje grupéje (Control) vidutiniSkai buvo suskaiCiuota
(55,5« 1,3) neurony/40 000 um?. Antrosios grupés (DEHP_2) neurony tankis statistiskai reikSmingai
nesiskyré nuo kontrolinés grupés rezultato (p > 0,05), vidutinis neurony tankis sieké
(58,9 £ 6,6) neurony/40 000 um?. TreCioje grupéje (DEHP_10) vidutinis neurony tankis
(41,7 £ 2,3) neurony/40 000 um? statistiskai reikSmingai sumaZzéjo, lyginant su kontroline grupe

(p < 0,05).
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3.1.6. pav. Pirmos kartos Ziurkiy jaunikliy patiny hipokampo CA3 regiono neurony tankio
poky¢iai ftalaty poveikyje. Vertés pateiktos kaip vidurkiai + standartiné paklaida
(SEM). Statistin¢ analiz¢ atlikta taikant vienpus¢ ANOVA su Dunnett post hoc testu,
rodanti reikSmingg ftalaty poveiki (*p < 0,05, **p < 0,01)

Ketvirtosios grupés (DBP 1) neurony tankis CA3 regione taip pat statistiSkai reikSmingai
sumazéjo lyginant su kontroline grupe (p < 0,05), tankis buvo (40,6 + 0,6) neurony/40 000 pm?.
Penktosios grupés (DBP_5) CA3 neurony tankis buvo dar mazesnis (38,1 + 1,1) neurony/40 000 um?,
(p < 0,01). Sestos grupés (DEHP_DBP) neurony tankis buvo (39,2 + 2,2) neurony/40 000 um2,
sumazéjo statistiSkai reikSmingai (p < 0,01), lyginant su kontroline grupe. Taigi, gauti rezultatai
parodé¢, kad vidutiniSkai hipokampo CA3 regiono neurony tankis sumazéjo nuo 14 neurony iki 17
neurony tirtame plote, lyginant su kontroline grupe, ir buvo nuo (38,1 £ 1,1) neurony/40 000 um? iki
(58,9 + 6,6) neurony/40 000 um?. Nepatikimas skirtumas buvo tik DEHP_2 grupéje.

Apibendrinant DEHP ir DBP poveikio pirmosios Ziurkiy jaunikliy kartos hipokampo CA1l ir
CA3 regionams tyrimo rezultatus, galima teigti, kad Siy medziagy poveikyje kito hipokampo

morfologija, stebima neurodegeneracija, tik DEHP 2 grup¢je pokyciai statistiSkai nereikSmingi.
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3.2. Antros kartos ziurkiy jaunikliy patiny hipokampo pokyciai ftalaty

poveikyje

Kaip pirmoje, taip pat ir antroje ziurkiy jaunikliy kartoje buvo analizuojamas abiejy ftalaty
poveikis hipokampo CA1 ir CA3 regiony storiui ir neurony tankiui (visi duomenys pateikti Priede B).
Vertinant ftalaty poveiki antros kartos ziurkiy jaunikliy smegeny hipokampo CA1 regiono storiui
buvo pastebéti statistiSkai reikSmingi pokyciai (3.2.1 pav., 3.2.2 pav.). Kontrolingje grupéje (Control)
vidutiniS$kai CA1 regiono storis buvo (57,1 =* 1,3) um. ISanalizavus antraja grup¢ — DEHP 2
(Lietuvos vandenyje randama DEHP doz¢) ir treciagja grupe — DEHP_10 (penkis kartus padidinta §io

ftalato doz¢) reikSmingy skirtumy nebuvo, nors storis sumazéjo atitinkamai 4 pm ir 5 pm, vidutiniskai

buvo (53,4 £ 1,5) umir (52,9 £ 1,9) pm.
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3.2.1. pav. Ftalaty poveikis antros kartos Ziurkiy jaunikliy patiny hipokampo CA1 regiono storiui.
Vertés pateiktos kaip vidurkiai + standartiné paklaida (SEM). Statistin¢ analiz¢ atlikta taikant
vienpus¢ ANOVA su Dunnett post hoc testu, rodanti reikSmingg ftalaty poveiki (*p < 0,05,

*HA%*p < 0,0001)

Ketvirtojoje (DBP_1) ir penktoje (DBP_5) grupése, gavusiose DBP (pirmoji — Lietuvos
vandenyje randama, antroji — penkis kartus padidinta dozé¢) CAl regiono storis statistisSkai
reik§mingai sumazéjo (p < 0,05 ir p < 0,0001), lyginant su kontroline grupe. Siy grupiy vidutinis
storis buvo atitinkamai (47 + 2,6) um ir (38 + 3,4) um. Sestosios grupés (DEHP _DBP), gavusios
abiejy ftalaty, randamy Lietuvos vandenyje, miSinj, CA1 storis statistiSkai reikSmingai nesumazéjo
(p > 0,05), buvo (50,9 + 3,4) um. Taigi, gauti rezultatai parodé, kad antroje kartoje hipokampo CA1
regiono storis sumaz¢jo nuo 4 pum iki 10 um, lyginant su kontroline grupe, ir buvo nuo
(47,0 £2,62) um iki (53 £ 1,5) um. Nors antros kartos DEHP 2, DEHP 10 ir DEHP DBP tyrimo

grupése stebima hipokampo CA1 regiono storio sumaz¢jimo tendencija, skirtumai néra patikimi.
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3.2.2 pav. Antros kartos ziurkiy jaunikliy patiny hipokampo CA1l regiono neuronai. (A)
kontrolin¢ grupé. (B) DEHP 2. (C) DEHP 10. (D) DBP 1. (E) DBP 5. (F)
DEHP DBP

Analizuojant ftalaty poveikj antros kartos Ziurkiy jaunikliy smegeny hipokampo CA3 regiono

storiui buvo pastebéti statistiSkai reikSmingi poky¢iai (3.2.3 pav., 2.3.4 pav.). Kontrolinéje (Control)
grupéje CA3 regiono storis vidutiniskai buvo (89,6 + 1.9) um. ISanalizavus antraja grup¢ (DEHP_2)
ir trecigja grup¢ (DEHP 10) hipokampo CA3 regiono storis statistiSkai reikSmingai sumaZzéjo

(p <0,0001), lyginant su kontroline grupe, atitinkamai buvo (68,1 = 1,9) um ir (63,7 = 1,3) um.
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3.2.3 pav. Ftalaty poveikis antrosios kartos ziurkiy jaunikliy patiny hipokampo CA3 regiono storiui.
Vertés pateiktos kaip vidurkiai + standartiné paklaida (SEM). Statistiné analiz¢ atlikta taikant
vienpus¢ ANOVA su Dunnett post hoc testu, rodanti reik§mingg ftalaty poveikj (****p <
0,0001)
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Ketvirtos (DBP 1) ir penktos (DBP_5) grupiy, CA3 regiono storis statistiSkai reikSmingai
sumazéjo (p < 0,0001), lyginant su kontroline grupe, atitinkamai (60,4 + 3,4) pm ir (53,7 £ 1,3) um.
Sestosios grupés (DEHP _DBP), vidutinis storis taip pat statistikai reik§mingai sumazéjo
(p <0,0001), buvo (54,8 £ 1,0) um. Gauti rezultatai parode¢, kad vidutiniSkai hipokampo CA3 regiono
storis antroje kartoje sumaz¢jo 21 pm iki 36 um, lyginant su kontroline grupe ir buvo nuo
(53,7£1,3) um iki (68,1 = 1,9) um. Skirtumai tarp visy eksperimentiniy grupiy ir kontrolés buvo

statistiSkai reikSmingi.
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3.2.4 pav. Antros kartos ziurkiy jaunikliy patiny hipokampo CA3 regiono neuronai. (A)
kontrolin¢ grupé. (B) DEHP 2. (C) DEHP 10. (D) DBP 1. (E) DBP_5. (F)
DEHP_DBP

Eksperimento metu buvo skai¢iuojamas hipokampo CA1 ir CA3 neurony tankis antroje Ziurkiy

jaunikliy kartoje. Sios kartos jaunikliy smegeny hipokampo CA1 regiono (3.2.2 pav. ir 3.2.5 pav.)
neurony tankis kontrolinéje grupéje (Control) buvo vidutiniskai (42,3 £ 0,8) neurony/20 000 um?,
Antrojoje grupéje (DEHP_2), kurios motinos gavo Lietuvos vandenyje randama DEHP dozg, ir
tre¢iojoje grupéje (DEHP 10), kuri gavo penkis kartus padidintg DEHP doze¢, neurony tankis
sumazéjo atitinkamai nuo 1 neurono/20 000 um? iki 5 neurony/20 000 um?, taciau reikSmingai
nesiskyré nuo kontrolinés grupés, buvo (41,1 + 3,9) neurony/20 000 um? ir

(37,0 £ 2,3) neurony/20 000 um?.
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3.2.5 pav. Ftalaty poveikis antrosios kartos ziurkiy jaunikliy patiny hipokampo CA1 regiono
neurony tankiui. Vertés pateiktos kaip vidurkiai + standartiné paklaida (SEM).
Statistine analiz¢ atlikta taikant vienpus¢ ANOVA su post Dunnett hoc testu, rodanti
reikSmingg ftalaty poveiki (**p < 0,01, ***p <0,001)

DBP poveikyje neurony tankis CA1 regione sumaz¢jo dar labiau. Ketvirtos grupés (DBP 1),
kuriy motinos gavo DBP dozes, esancias Lietuvos vandenyse, neurony tankis dar mazesnis,
vidutini$kai sieké tik (31,2 £ 1,9) neurony/20 000 um?, sumaZéjimas statistiSkai reik§mingas
(p <0,01). Penktoje grupéje (DBP_5), kuri gavo penkis kartus padidinta DBP dozg, neurony tankis
taip pat sumazéjo statistidkai reik§mingai (p < 0,001) iki (27,1  1,2) neurony/20 000 pm?. Sestosios
grupés, kuri gavo abiejy ftalaty Lietuvos vandenyje randamas koncentracijas, rezultatai nuo
kontrolinés grupés skyrési statistiSkai reikSmingai (p < 0,001), vidutinis neurony tankis sieké tik
31,5 + 3,47 neurony/20 000 pm?.

Apibendrinant, gauti rezultatai parodeé, kad vidutiniS$kai hipokampo CAl regiono neurony
tankis sumazéjo nuo 1 neurono/20 000 um? iki 11 neurony/20 000 pm?, lyginant su kontroline grupe
ir buvo nuo (31,2 + 1,9) neurony/20 000 um? iki (41,1 + 3,9) neurony/20 000 um?. Nors antros kartos
DEHP 2 ir DEHP 10 tyrimo grupése stebima hipokampo CA1l neurony tankio sumazéjimo
tendencija, skirtumai néra patikimi.

Vertinant CA3 regiono neurony tanki (3.2.4 pav., 3.2.6 pav.), kontrolinéje grupéje (Control)
vidutini§kai buvo suskaiCiuota (44,8 +4,9) neurony/40 000 pm?. Antrosios grupés (DEHP 2)
neurony tankis statistiSkai reikSmingai skyrési nuo kontrolinés grupés (p < 0,05), vidutinis neurony

tankis sieké (35,2 £ 1,6) neurony/40 000 um?. Trecioje grupéje (DEHP_10), vidutinis neurony tankis
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((32,3 £ 0,8) neurony/40 000 pum?) statistiSkai reik§mingai sumazéjo, lyginant su kontroline grupe

(p<0,01).
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3.2.6 pav. Ftalaty poveikis antrosios kartos ziurkiy jaunikliy patiny hipokampo CA3 regiono
neurony tankiui. Vertés pateiktos kaip vidurkiai + standartiné paklaida (SEM). Statistiné
analiz¢ atlikta taikant vienpus¢ ANOVA su Dunnett post hoc testu, rodanti reikSminga
ftalaty poveikj (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001)

Ketvirtosios grupés (DBP_1) neurony tankis CA3 regione statistiSkai reik§mingai sumaz¢jo,
lyginant su kontroline grupe (p < 0,0001), tankis buvo (26,0 + 1,8) neuronai/40 000 pm?. Penktosios
grupés (DBP_5) neurony tankis buvo (28,7 + 1,7) neurony/40 000 um? (p < 0,001). Sestosios grupés
(DEHP_DBP) neurony tankis buvo mazesnis nei penktoje — (27,5 + 1,0) neurony/40 000 pm?,
statistiSkai reikSmingai sumazéjo (p <0,001), lyginant su kontroline grupe. Taigi, gauti rezultatai
parod¢, kad vidutiniSkai hipokampo CA3 regiono neurony tankis sumaZzéjo nuo
10 neurony/40 000 um? iki 19 neurony/40 000 pm?, lyginant su kontroline grupe ir buvo nuo
(26,0 £ 1,8) neurony/40 000 pm? iki (35,2 + 1,6) neurony/40 000um?. Patikimas skirtumas buvo
visose grupése.

Apibendrinant DEHP ir DBP poveikio antros ziurkiy jaunikliy kartos hipokampo CAl ir CA3
regionams, galima teigti, kad tirty medziagy poveikyje kito hipokampo morfologija, taciau tik

DEHP 2 ir DEHP 10 grupése pokyciai statistiSkai nereikSmingi CA1 regione.
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3.3. Abiejy karty ziurkiy jaunikliy patiny hipokampo CA1l ir CA2 pokyciy

ftalaty poveikyje palyginimas

Tiek pirmoje, tiek antroje Ziurkiy jaunikliy kartoje buvo stebimi statistiSkai reikSmingi

hipokampo poky¢iy skirtumai tarp kontrolinés ir tiriamyjy grupiy. Norint iSsiaiSkinti kaip ftalatai

veikia hipokampo plastiSkuma ilgalaikéje perspektyvoje, buvo lyginami CAl ir CA3 regiony storio

ir neurony tankio duomenys tarp pirmosios ir antrosios kartos. Lyginant hipokampo CA1 regiono storj

tiriamyjy grupiy skirtingose kartose statistiskai reikSmingas skirtumas nebuvo pastebétas (3.3.1 pav.).

Nors galime stebéti tendencija, kad antrosios kartos CA1 regiono storis didesnis arba lygus Siam

pirmos kartos regionui, taciau tai néra statistiSkai reikSmingas skirtumas.
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3.3.1 pav. Ziurkiy jaunikliy patiny hipokampo CA1 regiono storio palyginimas tarp pirmosios

(F1) ir antrosios (F2) kartos tiriamyjy grupiy. Vertés pateiktos kaip vidurkiai +
standartiné paklaida (SEM). Statistin¢ analiz¢ atlikta taikant vienpuse ANOVA su Tukey
post hoc testu. StatistiSkai reik§mingy skirtumy nenustatyta (p > 0,05)

Lyginant hipokampo CA3 regiono storiy skirtumus tarp pirmosios ir antrosios kartos tiriamyjy

grupiy, statistiSkai reikSmingy skirtumy taip pat nenustatyta (3.3.2 pav.).
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3.3.2 pav. Ziurkiy jaunikliy patiny hipokampo CA3 regiono storio palyginimas tarp pirmosios

(F1) ir antrosios (F2) kartos tiriamyjy grupiy. Vertés pateiktos kaip vidurkiai +
standartiné paklaida (SEM). Statistiné analizé atlikta taikant vienpus¢ ANOVA su
Tukey post hoc testu. StatistiSkai reikSmingy skirtumy nenustatyta (p > 0,05)

Tiriant neurony tankio pokycius pirmosios ir antrosios ziurkiy jaunikliy kartos hipokampo CA1

regione, statistiSkai reikSmingas skirtumas (p < 0,05) buvo nustatytas tik penktoje grupéje (DBP_5)

(3.3.3 pav.). Pirmojoje kartoje vidutinis neurony tankis Siame hipokampo regione buvo beveik du

kartus didesnis nei antroje Kkartoje, atitinkamai buvo (42,1 + 1,9) neurony/20 000 um? ir

Vilnius, 2025
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(27,1 £ 1,2) neurony/20 000 pm?. Nors daugiau statistiSkai reikSmingy skirtumy nebuvo pastebéta,

neurony tankis antrojoje kartoje visose grupése buvo mazesnis.
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3.3.3 pav. Ziurkiy jaunikliy patiny hipokampo CA1 regiono neurony tankio palyginimas tarp
pirmosios (F1) ir antrosios (F2) kartos tiriamyjy grupiy. Vertés pateiktos kaip vidurkiai
+ standartiné paklaida (SEM). Statistiné analiz¢ atlikta taikant vienpus¢ ANOVA su
Tukey post hoc testu, rodanti reikSmingg ftalaty poveikij (*p < 0,05).

Vertinant pirmosios ir antrosios ziurkiy jaunikliy kartos neurony tankio pokycius hipokampo
CA3 regione buvo nustatyta daugiau statistiSkai reikSmingy skirtumy (3.3.4 pav.). Lyginant kartas
buvo pastebéta, kad abiejy ftalaty (tieck DEHP, tick DBP) Lietuvos vandenyse randamos
koncentracijos statistiSkai reikSmingai (atitinkamai p < 0,0001 ir p < 0,05) sumazino neurony tankj
antrojoje kartoje lyginant su pirmaja karta. Pirmoje kartoje, grupés gavusios DEHP, vidutinis neurony
tankis buvo (59,0 + 6,6) neurony/40 000 um?, o antroje kartoje tankis statistiSkai reik§mingai
sumazgjo ir buvo (35,2 + 1,6) neurony/40 00 pm?, p < 0,0001. O grupés, kuri gavo DBP, pirmoje
kartoje vidutinis neurony tankis CA3 regione buvo (40,6 + 0,6) neurony/40 000 um?, o antroje kartoje
tarp ziurkiy jaunikliy vidutinis tankis buvo (26,0 + 1,8) neurony/40 000 um?, ia rezultatas tarp karty
taip pat skyrési statistiskai reik§mingai (p < 0,05). Sie tyrimo rezultatai rodo, kad net mazy doziy,
kurios randamos Lietuvos gamtoje, abiejy ftalaty ilgalaikiam poveikiui, patikimai jautresni yra
antrosios ziurkiy jaunikliy kartos hipokampo CA3 regiono neuronai. Nors daugiau statistiSkai
reikSmingy skirtumy nebuvo pastebéta, tac¢iau visose antros kartos grupése galima matyti neurony

tankio sumaz¢jimo tendencijas.
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3.3.4 pav. Ziurkiy jaunikliy patiny hipokampo CA3 regiono neurony tankio palyginimas
tarp pirmosios (F1) ir antrosios (F2) kartos tiriamyjy grupiy. Vertés pateiktos kaip
vidurkiai + standartiné paklaida (SEM). Statistiné analiz¢ atlikta taikant vienpuse
ANOVA su Tukey post hoc testu, rodanti reikSmingg ftalaty poveiki (*p < 0,05,
*HA%*p < 0,0001)
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Apibendrinant galime teigti, kad ftalaty poveikyje Ziurkiy jaunikliy patiny hipokampo abiejy
regiony CA1 ir CA3 storis statistiSkai reikSmingai nesiskyrée tarp karty, nors galime matyti, kad CA1
regiono storis antrojoje kartoje buvo didesnis arba lygus pirmosios kartos storiui, o0 CA3 regiono
storis buvo mazesnis arba lygus pirmosios kartos storiui. O neurony tankis CA1 ir CA3 regionuose
antrojoje kartoje buvo mazesnis. StatistiSkai reikSmingai antrojoje kartoje sumazéjo CA1 regiono
neurony tankis penktojoje grupéje (DBP_5) ir CA3 regiono antrojoje grupéje (DEHP 2) ir
ketvirtojoje (DBP_1) grupése.

4. Rezultaty aptarimas

Apzvelgus jvairiy moksliniy tyrimy duomenis apie di(2-etilheksil)ftalato ir dibutilftalato
toksinj poveikj ziurkiy nervy sistemai, buvo pastebéta, kad didzioji dalis visy atlikty tyrimy yra
siejamos su didelémis ftalaty dozémis, kurios svyruoja nuo 200 pg iki 3 g/kg (Rowdhwal & Chen,
2018; Giuliani et al., 2020; Wang et al., 2021). Ilgalaikio ftalaty poveikio Ziurkiy jaunikliams tyrimy
néra daug. Daugiausiai Siuose tyrimuose analizuoja perinatalinj ar prenatalinj poveikj nervy,
endokrininei ir reprodukcinei sistemoms. Ilgalaikio poveikio tyrimuose dazniausiai dozés svyruoja
nuo 0,1 mg/kg iki 760 mg/kg (Culty et al., 2008; Li et al., 2013; Manikkam et al., 2013; Reznikov et
al., 2021) Vertinant cheminiy medZziagy toksinj poveikj nervy sistemai, daznai pasirenkama vertinti
ju poveiki hipokampo morfologijai, tiriant skirtingas sritis ar aplinking neuroglija (Nairismagi et al.,
2006; Bhaskar et al., 2017; Lupu et al., 2023). Misy atliktame tyrime siekéme iSsiaiskinti, kokj
poveikj ziurkiy jaunikliy hipokampo plastiSkumui turi Lietuvos vandenyse randamos DEHP ir DBP
koncentracijos ilgalaikéje perspektyvoje. Taikant prielaida, kad toks pat poveikis galéty biti kitiems
zinduoliams, tarp jy ir Zmogui. Biitent aplinkos ftalaty koncentracijos poveikio iStyrimas yra svarbus,
norint geriau suprasti galimg neigiamg Siy chemikaly poveiki zmoniy ir gyviny sveikatai, taikant
prielaida, kad aplinkos ftalaty koncentracijos imituoja kasdienj poveikj Zmonéms.

Sio tyrimo rezultatai parodé, kad DEHP 200 ug/kg paros dozé, kuri randama Lietuvos
vandenyje, netur¢jo Giminio poveikio Ziurkiy jaunikliy hipokampo tirty regiony storiui ir neurony
tankiui pirmojoje kartoje, taciau antrojoje kartoje statistiSkai reikSmingai sumazino CA3 regiono storj
ir neurony tankj, lyginant su kontroline grupe ir taip pat statistiSkai reikSmingai skyrési ir tarp
pirmosios ir antrosios karty. Toks DEHP poveikis gal¢jo pasireiksti dél DEHP kaupimosi audiniuose
ir ilgalaikés ekspozicijos (Xu et al., 2007; Lin et al., 2015). Tyrimai rodo, kad maZzos koncentracijos
ir trumpalaiké DEHP ekspozicija sukelia oksidacinj stresg neuronams ir lytiniy hormony disbalansag,
kas veikia neurotoksiSkai (Safarpour et al., 2022), taciau hipokampo morfologiniai pokyciai iSkart
nepasireiskia. Veikiant DEHP kelias kartas ilgainiui did¢ja neurony jautrumas ir sutrinka daugelio
geny, lemianc¢iy neurony diferenciacijg ir funkcija, raiSka, todé¢l antrojoje kartoje DEHP sukelti

hipokampo pazeidimai tampa aiSkiai matomi ir jvertinami (Barakat et al.; 2018; Mondal &
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Bandyopadhyay. 2024). Hipokampo CA3 regione neuronai atlieka svarbias funkcijas atminties
procesuose ir informacijos apdorojime (Rolls, 2008; Rolls, 2010). Sumazéjgs regiono storis ir
neurony tankis siejamas su pablogé¢jusia erdvine atmintimi, sumazéjusiu BDNF (smegeny
neurotrofinis faktorius) ekspresijos lygiu (Sousa et al., 2000; Huang & Reichardt, 2001; Wang et al.,
2017). Sumazéjes neurony tankis gali lemti jautruma stresui ir emocijy reguliavimo sunkumus (Tata
& Anderson, 2010). Ilgainiui tokie pokyciai yra siejami su depresija, atminties sutrikimais ir
neurodegeneracinémis ligomis (Sousa et al., 2000; Tata & Anderson, 2010; Wang et al., 2017;
Almeida-Toledano et al., 2024).

Kaip ir kituose tyrimuose (Smith et al., 2011; Holahan & Smith, 2014; Smith et al., 2015;
Dong et al., 2021) taip ir Siame eksperimente didesn¢ DEHP paros doze¢ — 1000 pg/kg statistiskai
reik§Smingai sumazino hipokampo CA1/CA3 neurony tankj, o CA3 regiono ir storj F1 ir F2 ziurkiy
jaunikliy patinuose, lyginant su kontroline grupe. Si doz¢, kaip teigiama kontrolé, patvirtina DEHP
neurotoksinj poveikj ziurkiy jaunikliy patiny hipokampo morfologijai su literatiiroje apraSytais
neurotoksiskumo jrodymais (Smith et al., 2011; Holahan & Smith, 2014).

Siame eksperimente buvo tiriamas ir DBP, randamo Lietuvos vandenyje, poveikis ziurkiy
jaunikliy patiny hipokampo plastiSkumui. Rezultatai parode, kad abiejose kartose DBP neigiamai
jitakojo tiek CA1, tieck CA3 regiono storj ir neurony tankj. Lyginant pokycius tarp karty, statistiskai
reik§Smingai sumaz¢jo CA3 regiono storis antrojoje kartoje. Abiejose kartose DBP sukelti hipokampo
poky¢iai i$liko labai panasiis, o tai rodo, kad dibutilftalato poveikis yra stiprus ir sukelia ilgalaikius
morfologinius pazeidimus kiekvienai kartai. Kadangi hipokampas yra ypac jautrus embriogenezéje,
net mazos ftalaty koncentracijos gali turéti ilgalaikiy pasekmiy (Holahan & Smith, 2014). Musy
eksperimento rezultatai jrodo, kad DBP turi neurotoksinj poveikj ir esant mazoms, vandenyje
randamoms dozéms, o tai kelia didelj susiripinimg, apie galimg toksini poveikj ir zmogui.
Dibutilftalato neurotoksinio poveikio tyrimy néra daug, o juose dazniausiai naudojamos didelés
koncentracijos (Li et al., 2013; Farzanehfar et al., 2016; Lupu et al., 2023), tokie tyrimai atskleidzia,
kad DBP pasizZymi neurotoksiniu poveikiu ir sukelia neurony degeneracija. Sumaz¢j¢s neurony tankis
ir hipokampo CA1/CA3 regiony storis, po DBP ekspozicijos, gali lemti sutrikusig atmintj, mokymosi
sunkumus, padidéjusj jautruma stresui ir emocijy reguliacijos disbalansa (Sousa et al., 2000). Sie
poky¢iai taip pat siejami su depresijos, neurodegeneraciniy ligy, nerimo i$sivystymo ir kognityviniy
funkecijy sutrikimo rizika (Tata & Anderson, 2010; Wang et al., 2017; Almeida-Toledano et al., 2024).

Teigiamos DBP kontrolés (500 pg/kg) poveikio tyrimo rezultatas parodé rysky dibutilftalato
neurotoksinj poveikj abiejose kartose ir abiejuose tirtuose hipokampo regionuose: regiony storis ir
neurony tankis statistiSkai reikSmingai sumazéjo lyginant su kontroline grupe. Kity tyréjy DBP tyrimo
eksperimentuose (Li et al., 2009; Lien et al.; 2015, Lee et al., 2022) dazniausiai buvo naudojamos

didesnés Sio chemikalo dozés, panaSiai tokios kaip miisy tyrimo teigiama kontrolé. Minéty tyréjy
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eksperimentai patvirtina, kad dibutilftalas neurotoksiSkai veikia grauziky jaunikliy smegeny
vystymasi, neurony brendima, statistiSkai reikSmingai mazina neurony skai¢iy hipokampe ir sutrikdo
sinapsiy formavimasi. Pastebétas poveikio nuoseklumas, t.y. ftalato poveikis i§ kartos j kartg islieka
stiprus, o tai leidzia manyti, kad DBP poveikis gali i$silaikyti ir didinti pazeidimus per kelias kartas
(Skinner, 2015). Tai jrodo ir miisy tyrimo statistiSkai reikSmingas hipokampo CA1 neurony tankio
skirtumas tarp F1 ir F2 Ziurkiy jaunikliy patiny.

Siame eksperimente vertinant dviejy ftalaty miginio poveikj, rezultatai parodé, kad DEHP ir
DBP miSinys statistiSkai reikSmingai sumaZzino pirmos kartos hipokampo CA1 regiono storj ir abiejy
regiony neurony tankj abejose kartose, lyginant su kontrolinémis grupémis. Sio tyrimo rezultatai
parodo, kad Lietuvoje fiksuotos abiejy ftalaty koncentracijos veikdamos kartu sukelia aiSky
neurotoksinj poveikj ziurkiy jaunikliy hipokampo plastiSkumui, taciau tyrimy su §iy ftalaty misinio
poveikiu néra, todél svarbu atlikti daugiau eksperimenty, kad iSsiaiSkinti Sio miSinio poveikj
hipokampo plastisSkumui.

Apibendrinant Sio tyrimo rezultatus galime teigti, kad DEHP ir DBP, bei jy miSinys turi tgstinj
toksinj poveikj Zziurkiy jaunikliy patiny hipokampo morfologijai. Eksperimentas parod¢, kad
ilgalaikéje perspektyvoje Sie ftalatai pasizymi transgeneraciniu poveikiu, veikiant kelias palikuoniy
kartas. Jy toksinis poveikis nervy sistemai veikia kognityvines funkcijas ir atmintj bei siejamas su
neurologinémis ligomis. Siame tyrime pateikti tik jaunikliy patiny hipokampo tyrimo rezultatai,
taciau atsiZvelgiant | tai, kad ankstesni tyrimai parodé ly¢iai specifinj neurotoksiSkumo poveikj po
DEHP poveikio (Ahmed et al., 2018), ateityje planuojama iSanalizuoti ir pateliy hipokampo
plastiSkuma ftalaty poveikyje, kad buty galima jvertinti galimus biologinius skirtumus tarp ly¢iy.
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1.

Testinis DEHP ir DBP poveikis sutrikdé ziurkiy jaunikliy patiny neurogeneze, kas pasireiske
hipokampo struktiiriniais poky¢iais F1/F2 palikuoniy kartose sumazinant regiony storj.
Ilgalaikis DEHP ir DBP tur¢jo toksinj poveikij ziurkiy jaunikliy patiny hipokampo plastiSkumui,
statistiSkai reikSmingai sumazinant F1/F2 abiejy regiony neurony tankj.

Neurodegeneraciniai hipokampo struktiry skirtumai F1/F2 jrodé, kad tirti ftalatai gali sukelti

transgeneracin] ir daugiakartinj poveikj, pasireiskiantj ne tik tiesiogiai, bet ir vélesnése kartose.

Vilnius, 2025
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Santrauka

VILNIAUS UNIVERSITETAS
GYVYBES MOKSLY CENTRAS
Laurynas Orla
Magistro baigiamasis darbas
Di(2-etilheksil)ftalato ir dibutilftalato toksinis poveikis zZiurkiy jaunikliy hipokampo
plastiSkumui
SANTRAUKA

Ftalatai yra Zmogaus sukurta cheminiy medziagy grupé, kuri placiai naudojama kaip
plastifikatoriai padiose jvairiausiose pramonés srityse. Sie chemikalai pasizymi endokrinine sistema
ardanciu poveikiu ir yra link¢ akumuliuotis organizme. Vis gauséjant $iy terSaly gamtoje, labai svarbu
i§siaiskinti jy poveikj jvairioms organizmo sistemos, tame tarpe ir nervy sistemai. Sio darbo tikslas:
nustatyti di(2-etilheksil)ftalato ir dibutilftalato toksinj poveiki ziurkiy jaunikliy hipokampo
plastiSkumui. Eksperimentg patvirtino Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos Eksperimenty su
gyviinais etikos komitetas (2022-08/09 Nr. G2-221). Siekiant jvertinti neurotoksinj ftalaty poveiki,
buvo atlikta dviejy karty Ziurkiy jaunikliy patinéliy smegeny hipokampo histologiné analize.

5 — 8 savaiCiy amziaus Wistar linijos ziurkiy patelés buvo suskirstytos i 6 grupes, kurios
kiekvieng eksperimento dieng gavo standartinj maistg ir papildomai ekologiskg sausainio gabalélj su
skirtingomis aliejuje iStirpintomis ftalaty paros dozémis, priklausomai nuo kiino svorio ir
eksperimentinés grupés: 1) Control — gavo tik sausainj su alyvuogiy aliejumi, 2) DEHP 200 pg/kg; 3)
DEHP 1000 pg/kg; 4) DBP 100 pg/kg; 5) DBP 500 ng/kg; 6) ftalaty miSinio (DEHP 200 pg/kg, DBP
100 pg/kg). Taip Ziurkiy patelés buvo maitinamos 3,5 ménesius (2 ménesius iki néStumo ir 1,5 mén.
néStumo ir zindymo laikotarpiu). Po atjunkymo buvo atrinkti pirmosios kartos patinéliai ir
eutanazuoti naudojant CO2 kamera, o patelés buvo paliktos kartoti analogiSka antrosios kartos
eksperimentg. Pragjus laikui, po atjunkymo, buvo atrinkti ir eutanazuoti antrosios kartos patinéliai.
Skrodimo metu iSpreparuotos §iy gyviny smegenys, paruosti jy 5 pm storio histologiniai pjiviai,
nudazyti pagal Nissl ir analizuoti Image] sistema. Mikroskopuojant vertinti hipokampo CA1/CA3
regiony storio bei neurony tankio poky¢iai. Statistiniai skirtumai nustatyti naudojant GraphPad Prism
9.0.0. taikant vienkrypte ANOVA.

Rezultatai parode, kad ilgalaike di(2-etilheksil)ftalato paros doz¢, randama Lietuvos vandenyse,
statistiSkai reikSmingai sumazino hipokampo CA3 regiono storj ir neurony tankj antrojoje kartoje, o
penkis kartus padidinta Sio ftalato dozé statistiSkai reikSmingai sumazino CA3 regiono storj ir
neurony tankj abejose kartose ir CA1 neurony tankj pirmojoje kartoje lyginant su kontroline grupe.
Dibutilftalatas statistiskai reikSmingai sumazino abiejy karty abiejy hipokampo sri¢iy storj ir neurony

tankj, lyginant su kontroline grupe.
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Abstract

VILNIUS UNIVERSITY
LIFE SCIENCES CENTER
Laurynas Orla
Master’s thesis
Toxic Effects of Di(2-ethylhexyl)phthalate and Dibutyl Phthalate on the Plasticity of the
Hippocampus of Rat Pups
ABSTRACT

Phthalates are a group of man-made chemicals widely used as plasticizers in a wide variety of
industries. These chemicals are known to disrupt the endocrine system and tend to accumulate in the
body. With the increasing presence of these pollutants in the environment, it is very important to
investigate their effects on various body systems, including the nervous system. The aim of this study
was to determine the toxic effects of di(2-ethylhexyl) phthalate and dibutyl phthalate on the plasticity
of the hippocampus in young rats. The experiment was approved by the Animal Ethics Committee of
the State Food and Veterinary Service (2022-08/09 No. G2-221). To assess the neurotoxic effects of
phthalates, histological analysis of the hippocampus of male rat pups was performed in two
generations.

Female rats of the Wistar strain aged 5—8 weeks were divided into 6 groups, which received
standard food and an additional organic biscuit piece with different daily doses of phthalates dissolved
in oil on each day of the experiment, depending on body weight and experimental group: 1) Control
—received only biscuit with olive oil, 2) DEHP 200 pg/kg; 3) DEHP 1000 pg/kg; 4) DBP 100 ng/kg;
5) DBP 500 pg/kg; 6) phthalate mixture (DEHP 200 pg/kg, DBP 100 pg/kg). The female rats were
fed in this manner for 3.5 months (2 months before pregnancy and 1.5 months during pregnancy and
lactation). After weaning, the first-generation males were selected and euthanized using a CO>
chamber, while the females were left to repeat the same experiment in the second generation. After a
period of time, the second-generation males were selected and euthanized after weaning. During
necropsy, the brains of these animals were dissected, 5 um thick histological sections were prepared,
stained according to Nissl, and analyzed using the ImageJ system. Microscopy was used to evaluate
changes in the thickness of the CA1/CA3 regions of the hippocampus and neuron density. Statistical
differences were determined using GraphPad Prism 9.0.0. applying a one-way ANOVA.

The results showed that a long-term daily dose of di(2-ethylhexyl)phthalate found in Lithuanian
waters statistically significantly reduced the thickness of the CA3 region of the hippocampus and
neuron density in the second generation, while a fivefold increase in the dose of this phthalate
statistically significantly reduced the thickness of the CA3 region and neuron density in both

generations and the CA 1 neuron density in the first generation compared to the control group. Dibutyl
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phthalate statistically significantly reduced the thickness and neuron density of both hippocampal

regions in both generations compared to the control group.
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Priedas A. Leidimas dirbti su laboratoriniais gyviinais
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Priedai

Priedas B. Ziurkiy jaunikliy F1 ir F2 hipokampo morfologijos analizés

duomenys

1 lentelé. Pirmosios ziurkiy jaunikiy kartos hipokampo CA1 ir CA3 regiony morfologiniai duomenys,
vidurkiy ir standartinés paklaidos (SEM) skai¢iavimai

Groupno. Individ. No CA1density ..A1 den meal SEM CA1 Thickness CA1 thick mear SEM CA3density >A3 den meal SEM CA3Thickness A3 thick mea SEM

1 58,337 56,12 r r 85,357
2 60,5 54 81,58

1 3 60,33 54,68 55,67 79,2
4 69,33 54 92,34
5 56,33 55,07 60,67 91,38
6 58,33 60,525  1,86905279 55,55 55,355  0,31092604 53,33 55534  1,34091238 65,03 8248  4,08549222
1 50,337 r 65417 r 517 r 7377 r

) 2 56 23,41 78 83,63
3 40,67 40,401 49 57,87
4 55,33 50,5825  3,53800173 48,44 4441525 872884524 57,67 58,9175  6,62534071 61,88 69,27 584812363
1 47,677 r 44,347 F 37,337 r 56,467 r

3 2 36 36,99 45,33 61,77
3 46,67 434466667 3,73450726 37.04 3952333333 240941441 42,33 41,6633333 2,33333333 65,52 61,25  2,62828842
1 48,337 45,57 r F 69,95 F

4 2 42 38,37 41 51,04
3 27,67 38,22 41,33 757 63,8825
4 45 40,75 454759827 30,73 38,205 301551682 39,5 40,61  0,56311633 59,54 5,35568604
1 48,677 r a7 r 35,337 r 60,167 r
2 40,67 37,64 41,33 67,78

5 3 39 40,83 36,33 70,48
4 38,67 39,46 38 63,75
5 43,33 42,068  1,84516232 32,91 38,368  1,49166149 39,67 38,132  1,08877179 63,55 65144  1,79924595
1 38,677 r 34,87 r 397 r 58,247 r
2 34 37,91 45,33 64,93

6 3 37 35,62 42,67 65,59
4 39 39,33 34,5 63,93
5 37,1675  1,14297401 4565 38,662 1,9237032 34,33 39,166  2,1847073 55,09 61,556  2,07482433

2 lentelé. Antrosios ziurkiy jaunikiy kartos hipokampo CA1 ir CA3 regiony morfologiniai duomenys,
vidurkiy ir standartinés paklaidos (SEM) skai¢iavimai

Groupno. Individ. No CA1density >A1den meal SEM >A1Thicknes: A1 thick mea SEM CA3density >A3 den meal SEM >A3 Thicknes:A3 thick mea SEM

1 40" 54,6157 r r r r
2 45 55,899 61 84,985

. 3 43 62,909 49 86,152
4 40 54,022 36 90,082
5 42 57,13 35 96,132
6 44 42,3333333 0,84327404 58,229 57,134  1,31788715 43 448  4,77912126 90,708 89,6118  1,96612874
1 49,337 53,5897 r 34,667 r 66,167" r
2 48,33 54,062 40 64,01

) 3 49,33 58,257 40 67,673
4 37,33 47,916 32,66 63,173
5 36,33 50,758 31 74,231
6 26 41,1083333 388464534 56,053 53,4391667 1,50718323 33 3522  1,58430637 73,397 68,1085  1,91980193
1 39,337 49,357 347 r 68,2127 r
2 29,66 56,978 33,66 61,45

3 3 42,66 50,429 29,33 60,99
4 34,5 57,905 32 64,214
5 39,33 37,096  2,2690628 49,88 52,9084  1,86424914 32,33 32,264  0,82598184 63,589 63691  1,28531817
1 23,337 r 39,3617 r 29,667 r 59,6077 r
2 30,66 40,338 31,66 74,659

4 3 36,5 50,7765 27,5 61,503
3 30 51,923 20,33 61,303
5 32 54,763 25 55,765
6 34,66 31,1916667 1,86520493 45,087 47,0414167 261500728 22 26,025  1,79653695 49,273 60,3516667 342178942
1 26,667 41,7437 26,57 r 51,8327
2 31,5 37,286 29 55,832

5 3 26,33 49,102 34,66 55,905
4 27 29,392 25 51,157
5 24 27,098  1,21996885 32,958 38,0962  3,44417918 285 28,732  1,64585054 53,6815  1,27024778
1 347 r 49,0537 r 25 53,935
2 22,5 60,4805

6 3 43,33 55,21566 28
4 29,33 36,996 27,33 56,678
5 285 31,532  3,47061003 52,367 50,822432 3,93233729 29,66 27,4975  0,96585347 53,668 54,7603333 0,96192625

54




