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Santraukos

A_WBC — analizatoriumi skai¢iuotos baltosios kraujo lastelés
COP - chlororganiniais pesticidais

DDD - dichlordifenildichloretanas

DDE — dichlordifenildichloretanas

DDT - dichlordifeniltrichloretanai

ELISA — imunofermentiné analizé

HCB - heksachlorbenzenai

LOD - aptikimo riba (angl. limito of detection)

M_WBC - rankiniu biidu skai¢iuotos baltosios kraujo 1astelés
PCB — polichlorinti bifenilai

POP — patvarieji organiniai terSalai (angl. Persistent organic pollutants)

WBC - baltieji kraujo kiineliai



Jvadas

Baltijos jiira yra pusiau uzdaras druskingo vandens baseinas, kuris susiformavo kaip ledinis gélo
vandens ezeras po paskutinio ledynmecio atsitraukimo ir nuo to laiko pakaitomis buvo druskinga jura ir
gélo vandens eZeras. Sios jiiros zooarcheologiniy tyrimy duomenimis aptiktos penkios jiiry Zinduoliy
rusys tarp kuriy yra ir pilkasis ruonis (lot. Halichoerus grypus) (Ahlgren, et al., 2022). Biitent pastarasis
yra didziausias zinduolis gyvenantis Baltijos jiiroje (HELCOM, 2023), be to jie uzima auksc¢iausia vieta
Baltijos jiiros mitybos grandinéje, todél yra svarbis ekosistemos biiklés indikatoriai (Weitzman, Jenny,
etal., 2017). Kaip virStuniniai plésriinai, jie kaupia riebaliniame audinyje ilgai iSliekancius terSalus, tokius
kaip PCB ir DDT, kurie gali turéti jtakos jy sveikatai ir reprodukcijai. TerSalai gali imituoti hormoninius
kelius tikiy androgeny ar estrogeny kaip estradiolis ((Vanden Berghe, et al., 2010). D¢l Sios priezasties
pilkieji ruoniai daznai naudojami kaip biologiniai indikatoriai, vertinantys jiiros aplinkos uzterStumg ir
ekosistemos sveikatg (Salcedo, S., et al., 2024). Estrogenai, be savo pagrindinio vaidmens reprodukcingje
sistemoje, veikia ir imuning sistemg — jie gali moduliuoti uzdegiminius atsakus, citokiny gamyba bei
imuniniy lasteliy aktyvumg. Tyrimai rodo, kad estrogenai gali daryti jtaka kraujo sudéciai, kaip
pavyzdziui limfocity, monocity ir neutrofily skaiCiui, taip prisidédami prie imuninés homeostazés

palaikymo (Lim, et. al, 2021).

Zvelgiant j esamg moksling literatiira, akivaizdu, kad didzioji dalis tyrimy apie tersaly poveikj
yra sutelkta | suaugusiy individy fiziologinius atsakus, tac¢iau Zinoma, kad jaunikliy vystymosi
laikotarpis, kuris ypa¢ jautrus hormoniniams sutrikimams iSlieka menkai iStirtas. Neaiski iSlieka
polichlorinty terSaly jtaka steroidiniy hormony, tokiy kaip estradiolis, pusiausvyrai. Taip pat estradiolio
sgsaja su imunologiniais procesais besivystanciy juriniy zinduoliy organizme. Atsizvelgiant ] tai, kad
estradiolis gali turéti tiesioginj poveikj kraujo lasteliy proliferacijai ir imuninés sistemos veiklai. Siame
darbe siekta i§samiau iStirti pilkyjy ruoniy jaunikliy estradiolio koncentracijy bei kraujo parametry
sgsajas skirtingose vystymosi stadijose. Tyrime siekta iStirti sgsajg tarp endokrininiy ir imuniniy veiksniy
ankstyvame ontogenezés laikotarpyje, kuris yra itin svarbus jaunikliy sveikatai, augimui ir prisitaikymui

prie aplinkos pokyc¢iy Baltijos jiiroje.



Darbo tikslas: istirti pilkyjy ruoniy jaunikliy steroidinio hormono ir kraujo parametry pokycius

ankstyvosios ontogenezés metu.

Darbo uzdaviniai:

1. Palyginti skirtingus ELISA gamintojy rinkinius, siekiant jvertinti estradiolio koncentracijas
pilkyjy ruoniy jaunikliy kraujo méginiuose.

2. Nustatyti ir palyginti rankinio skaifiavimo ir analizatoriaus pilkyjy ruoniy jaunikliy
hematologinius parametrus.

3. Jvertinti estradiolio koncentracijy pokycius ir sgsajg su kitais morfometriniais ir fiziologiniais
rodikliais ankstyvosios ontogenezés metu.

4. Jvertinti estradiolio ry$j su hematologiniais parametrais.



1. Literaturos apzvalga
1.1 Baltijos juros pilkuyjy ruoniy biologija
Pilkieji ruoniai pasaulyje sutinkami 3 vietose: vakaringje Siaurés Atlanto dalyje (rytiné Kanados
dalis ir Jungtiniy Amerikos Valstijy $iaurés rytiné dalis), rytinéje Siaurés Atlanto dalyje (DidZioji
Britanija, Islandija, Norvegija, Danija, Farery salos) ir Baltijos juroje. Pilkieji ruoniai i$silaipina tokiose

vietose kaip uolétos pakrantés, salos, smélio papliidimiai, ledo Selfai ar ledkalniai (NOAA, 2024).

Pilkasis ruonis yra vidutinio dydzio, tvirto kiino, stadiakampio formos, pailga, kiigio forma
pereinanéia galva ir mazomis pla¢iai atskirtomis akimis. Snervés sudaro W raidés forma, nes yra
lygiagrecios ir placiai viena nuo kitos nutolusios. Jy snukis ilgas, platus, su masyvia sritimi aplink tsus,
uzdengian€ia apatinj zandikaulj. Suaugusiy patiny snukio virSus iSgaubtas, o suaugusiy pateliy ir
jaunikliy - ploksc¢ias. Suaugéliai gali uzaugti iki 2 m ilgio, o naujagimiy jaunikliai biina apie 1 m ilgio
(Edwards, 2008). Si rii§is pasizymi lytiniu dimorfizmu: subrende patinai sveria nuo 170 iki 310 kg, o
suaugusios patelés - nuo 100 iki 190 kg. Vakary Atlanto vandenyno populiacijos individai yra gerokai
stambesni uZz rytinés Atlanto dalies populiacijos individus; patinai gali sverti daugiau kaip 400 kg, o
patelés - daugiau kaip 250 kg. (Perrin et al., 2009). Suauge patinai yra tamsesnés spalvos nei patelés,
kailis ant nugaros tamsiai pilkas, o apacioje - Sviesiai pilkas, su netaisyklingu démiy ar démeliy rastu (1

pav.) (Edwards, 2008).

Adult Male

Adult Female

1 pav. Pilkojo ruonio patinas, patelé ir jauniklis (Halichoerus grypus) (Hall & Russell, 2018).

Pilkieji ruoniai renkasi j dideles grupes poravimosi ir veisimosi metu. Likusig mety dalj juos
galima sutikti pavienius, mazomis grupelémis arba didelémis grupémis gulyklose sausumoje ar jiiroje
(Winsnes, 2023). Pilkieji ruoniai gali panerti j 301 metry gyl ir iSbuti po vandeniu iki valandos.

VidutiniSkai per dieng jie gali suvartoti 4-6 proc. savo kiino masés maisto, taciau poravimosi laikotarpiu
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jie nevalgo (NOAA, 2024). D¢l puikaus reg¢jimo ir klausos ruoniai yra geri medziotojai. Jie minta
zuvimis (daugiausia smiltiniais unguriais, lydekomis, merlangais, menkémis, menkémis ir plek§némis),
véziagyviais, kalmarais, asStuonkojais, kartais net jiiry pauksciais (Gardmark, et al., 2012). Jy mityba

priklauso nuo amziaus, lyties, sezono ir geografinio regiono (NOAA, 2024).

Pilkieji ruoniai gyvena nuo 25 (patelés) iki 35 (patinai) mety (Beck, Carrie, et al., 2007). Jie
renkasi j dideles grupes poruotis. Patinai, veisiasi sausumoje poligamiskai, tai reiskia, per vieng veisimosi
sezong gali susiporuoti su daugeliu skirtingy pateliy (Pomeroy, et al., 2000). Pateliy néStumas trunka apie
11 ménesiy, kurio pabaigoje atsiveda vieng jauniklj. Rytin¢je Atlanto vandenyno dalyje patelés jauniklius
veda rugséjo-lapkri¢io ménesiais, o vakarinéje Atlanto vandenyno dalyje - gruodzio-vasario ménesiais.
Baltijos juroje patelés jauniklius veda kovo ménesj (Kauhala ir Kurkilahti, 2019). Gimeg pilkieji ruoniukai
sveria apie 11-15 kg (Boshoven, 2024). Mazdaug tris savaites jie maitinami riebiu pienu. Per tg laika jie
priauga apie tris kilogramus per dieng ir uzsiaugina storg riebaly sluoksnj. Kaip minéta anksciau,
maitindamos jauniklius patelés nesimaitina, todél prie§ susilaukdamos jaunikliy, turi uzsiauginti storg
riebaly sluoksnj (NOAA, 2024). Pilkyjy ruoniy, brendimo laikotarpis susideda i§ 5 stadijy: 1, 2, 3,4, 5
(1 lentel¢). Zindymo periodas trumpas, t. y. apie 15-18 dieny. Atjunkymas biina staigus ir jaunikliai 1 -
4 savaites badauja sausumoje. Badaujant pilkyjy ruoniy jaunikliai daugiau nei 90 % energijos sanaudy
gauna i$ riebaly katabolizmo. Tai reiskia, kad pilkyjy ruoniy jaunikliai gali badauti vidutiniskai 6

savaites, kol riebaly atsargos iS8seks (Bennett et. al., 2007).

1 lentelé. Ruoniy jaunikliy brendimo stadijos (Jenssen et al., 2010).

Stage Morphological description Age mean+5D (N)
Stage 0 Newborn; traces of birth (blood on or 0
near pup, placenta present)
Stage 1 Body contour thin, neck well defined, 2+1(4)
skin in loose folds around body
Stage 1+ Body contour as Stage 1. Umbilicus 5+1(12)

dried and atrophied, but still clearly
present, white to brownish

Stage 2 Body contour resembling Stage 1, but 8+4 (58)
smoother. Umbilicus not present

Stage 2+ Outline smoother; shoulder to hip region 1044 (41)
filled out. Neck still recognizable

Stage 3 Outline rounded to barrel-shaped. 12+4 (109)
Neck indistinguishable

Stage 3+ Outline as Stage 3. Lanugo intact, except 16+5 (32)

for slight loss in the facial region.
Some hair loss when handled
Stage 4 Outline as Stage 3+. Lanugo being shed, 17+5 (109)
exposing patches of juvenile pelage.
Less than 50% of lanugo moulted
Stage 4+ 50-95% of lanugo moulted 2247 (32)
Stage 5 Moulted pup, less than 5% of the body 2547 (33)
surface still retaining lanugo

Veisimosi laikotarpiu Zindancios pilkyjy ruoniy patelés ir jaunikliai didZiaja laiko dalj praleidzia

ant kranto (Jenssen et al., 2010). Nutraukusios zindyma, patelés palieka jauniklius ir i§plaukia j jura.



1.2  Steroidiniai hormonai ir jy vaidmuo
Steroidiniai hormonai yra hormonai, gaminami steroidiniy liauky tipuose: antinksCiy zievéje,
s¢klidése ir kiausidése, o néStumo metu — placentoje (Britanica, 2024). Tokio tipo hormonai yra cikliniai
cheminiai junginiai, sudaryti i§ anglies atomy ziedy, kurie atlicka esminj vaidmenj jvairiose fiziologinése
funkcijose, jskaitant augimag, vystymasi, energijos apykaita, homeostaze ir reprodukcijg (Adhya et al.,
2018).

Steroidiniai hormonai yra ypatingai svarbus veiksnys ruoniy jaunikliy brendimo laikotarpiu, taip
pat labai svarbus reaguliuojant atsakg j stresa (Ojoghoro et al., 2021). Remiantis struktirinémis
savybémis, stuburiniy steroidai gali buti suskirstyti i penkias klases: androgenus, estrogenus,
gliukokortikoidus, mineralokortikoidus ir progestagenus (Ojoghoro et al., 2021). Jiiriniy Zinduoliy, tokiy
kaip ruoniy jaunikliai, ELISA metodu aptinkami hormonai yra kortizolis, kortizonas, kortikosteronas,
11-deoksikortizolis, progesteronas ir 17a-hidroksiprogesteronas (Sait et al., 2023), nedidelémis
koncentracijomis taip pat aptinkamas ir estradiolis. Lytiniai hormonai, tokie, kaip estrogenas ir
androgenas, vaidina svarby vaidmenj zinduoliy naujagimiy vystymosi procesuose. Pavyzdziui,
padidé¢jusi testosterono koncentracija vyriSkos lyties naujagimiy organizme atlieka svarby vaidmenj

lytiniy organy vystymuisi (Sherman-Cooney et al., 2005).

1.2.1 Kortizolis
Kaip jau minéta ank$¢iau, ruoniy jaunikliai pasninkaudami sausumoje turi kruopsciai paskirstyti
savo energijos resursus, kad j jirg iSplaukty turédami pakankamai energijos iki patys sugebés rasti maisto
(Bennett et al., 2007). Gliukokortikoidai (GK), o ypac kortizolis yra susijes su energijos apykaitos
kontrole ir streso valdymu (Bennett et al., 2012). Manoma, kad ruoniy jaunikliy iSgyvenimg lemia
gebéjimas tinkamai reaguoti | stresg. Létinis stresas gali neigiamai paveikti kortizolio ir skydliaukés

hormony, kurie padeda kontroliuoti energijos panaudojima, sekrecija (Bennett et al., 2012).

1.2.2 Progesteronas
Progesteronas yra endogeninis steroidinis hormonas, kurj paprastai gamina antinks¢iy zieve ir
gonados. Sis hormonas dalyvauja rujos ir menstruacijy ciklo metu (Cable ir Grider, 2023). Menstruacijy
ciklo metu progesteronas skatina gimdos kaklelio lasteliy proliferacija (Béacklin et al., 2003). Taip pat
vélyvajame né§tume progesteronas yra aptinkamas placentoje. Sio hormono koncentracija ruoniuose
buvo susieta su néStumo trukme, vaisiaus lytimi ir dydZiu bei gonady ir placentos svoriu (Hobson ir

Boyd, 1984). Be to, progesteronas dalyvauja uzdelstame implantacijos reiskinyje (angl. delayed



implantation), kuris leidzia kiauSinéliui esan¢iam gimdoje implantuotis ne i§ karto, o tik tada, kai bus

sulaukta palankiy saglygy néStumui (Boyd, 1991).

1.2.3 Estradiolis
Estradiolis yra natiiralus steroidinis estrogenas, kurj gamina zinduoliy endokrininés liaukos. Jis
bitinas menstruacinio ciklo, Sirdies ir kraujagysliy sistemos, neurologinés sistemos, skeleto sistemos ir
kraujagysliy sistemos reguliavimui (Hariri ir Rehman, 2023, PubChem, 2023). Estradiolis yra
gausiausias estrogenas, kuris néStumo metu atlieka daugybe funkcijy, pavyzdziui, per receptorius skatina
mazos molekulinés masés cholesterolio (MMC, angl. Low-density lipoprotein) jsisavinimg placentos
steroidy gamybai, didina gimdos ir placentos kraujotaka ir ruoSia kriities audinj laktacijai, didindamas

prolaktino sintezg ir sekrecija (Castillo-Castrejon et al., 2018).

Siuo metu estradiolis labiausiai iityrinétas suaugusiuose patelése, bet labai nedaug zinoma apie
jo vaidmenj jaunikliy organizmuose. Démeétyjy ruoniy (lot. Phoca Largha) jaunikliuose, kurie yra lytiskai
nesubrendg, estradiolis yra praktiskai neaptinkamas (Zhang et al., 2014), o Stai kituose juros gyviinuose,
tokiuose kaip jiiry drambliai (lot. Mirounga angustirostris), naujagimiy vystymosi metu estradiolio kiekis
padid¢ja jaunikliuose, bet badavimo metu ar esant maisto trilkumui steroidogenezés procesai yra
slopinami (Sherman-Cooney et al., 2005). 17B-estradiolis nedidelémis koncentracijomis aptinkamas ir
pilkyjy ruoniy jaunikliuose (Surviliené, et al., 2022). Sis hormonas susijes su zindymo laikotarpiu, jo
metu padidéja estradiolio koncentracija, kuri yra susijusi su imuninés sistemos veikla ir sukelia su lytimi
susijusj atsparuma helminty parazity infekcijai. Pastebéta, kad didesnés estradiolio koncentracijos
aptinkamos moteriskos lyties jaunikliuose (Survilien¢, et al., 2022). Siy gyviiny organizmuose estradiolis
siegjamas su genais, kurie skatina lgsteliy proliferacijg ir diferenciacija, organy vystymusi, augimu ir

reprodukcija (2 pav.) (Noél et al., 2017; Sait et al., 2023).

2. pav. 17p-estradiolio cheminé formulé (LGC Standards , 2023).
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Taigi, steroidiniai hormonai vaidina labai svarbig rol¢ juros gyviiny organizmuose. Tokio tipo
hormonai dalyvauja streso valdymo, elgesio vystymosi, lyties vystymosi, homeostazés ir reprodukcijos

procesuose.

1.3. Organiniy tersaly jtaka steroidiniams hormonams

Siuo metu vis dazniau aptaringja problema yra jiry ir vandenyny tar$a. Kasmet j vandenyna
patenka milijardai kilogramy Siuksliy ir kity terSaly, tokiy kaip traSos, Siukslés, mikroplastikas, nafta ir
organiniai ter$alai (Ocean Pollution and Marine Debris, 2020). Dazniausiai jirose ir vandenynuose
aptinkami organiniai terSalai yra dazikliai, huminés medziagos, fenoliniai junginiai, nafta, pesticidai,
herbicidai ir vaistai (Chowdhury et al., 2016). Vieng i§ pagrindiniy organiniy terSaly daliy sudaro
organiniai junginiai, veikiantys kaip endokrining sistema ardancios medziagos. Jie veikia ne tik vandens
gyviiny, bet ir Zmogaus organizmus. Sio tipo ter$alai per motinos organizma persiduoda ir negimusiam
vaisiui (Sormo et al., 2003). Kai kurie 18 terSaly sukeliamy padariniy yra neurodegeneraciniai sutrikimai,
jie taip pat sukelia lytines sveikatos problemas, nes imituoja reprodukciniy hormony poveikj (Ojha ir

Tiwary, 2021).

Jiring aplinkg sudaro vandenynai ir siirios jiiros (Aquatic Biome, 2023). Viena i$ jiiry — Baltijos
jura — viena labiausiai uZterSty jiiry pasaulyje (State of the Baltic Sea, 2023). Baltijos jira terSiama
eutrofikacija (azotu ir fosforu), metalais (Svinu, kadmiu ir gyvsidabriu) ir organiniais terSalais
(pavyzdziui, chlororganiniais pesticidais (COP) ir policikliniais aromatiniais angliavandeniliais). Sie
terSalai blogina vandens kokybe, daro poveikj vandens organizmams, gyviinams ir gali patekti ] Zmoniy
mitybos granding (Rana et al., 2022). Vienas geriausiy indikatoriy atskleidziantis Baltijos juros
uzterStumg yra jros zinduoliai. Per pastargjj Simtmet] Baltijos juros ekosistema smarkiai pasikeité dél
antropogeninio cheminio streso, kurj sukélé POP. Sie terSalai veikia visas mitybos grandinés dalis
pradedant nuo jiiry planktono, Zuvy ir baigiant didZiausiais Baltijos jiros Zinduoliais — pilkaisiais
ruoniais (3 pav). Pavyzdziui prie Norvegijos kranty sugautose zuvyse vegelése (lot. Lota lota) buvo

pastebéta, kad POP trikdo estradiolio ir kortizolio sintezg (Zimmer et al., 2011).
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3 pav. TerSaly padariniai jiiry maisto grandinése (Organic Pollutants, World Ocean Review, 2023).

Baltijos juros ruoniams dé¢l uzterStumo dazniausiai pasitaikancios ligos yra antink$¢iy
hiperplazija ir sumaZzéjes kauly tankis. Sie sutrikimai rodo padidéjusig kortizolio gamyba dél
ekstremalaus fiziologinio streso, kurj patiria gyviinai. 1998 m. ruoniuose aptikta padidéjusi polichlorinty
bifenily (PCB) ir p,p'-DDT (dichlorodifeniltrichloretano) koncentracija. 1970 metais PCB buvo jtrauktas
1 draudziamy naudoti chemikaly sgraSus ir $iuo metu Sios medziagos kiekis vandenyje sumazgjgs apie 55
— 85%, bet padariniai vis dar pastebimi jiiry gyviiny organizmuose (Troisi et al., 2020, Tomza-Marciniak
etal., 2019). Minétos cheminés medziagos buvo jvardytos kaip galincios sukelti endokrininius sutrikimus
panasias ] KuSingo liga, taip pat pastebéta, kad Sios medziagos gali sukelti daugybinius létinius organy
sutrikimus, imunosupresija ir storosios zarnos pakitimus. ISskirtinai ruoniy pateléms cheminés
medziagos paskatina gimdos naviky susidaryma (Sonne et al., 2022). Taigi, jiiroje esantys terSalai gali

padaryti didelg jtaka jiriniy Zinduoliy hormonams.

1.4 Hormonai besivystanciuose ruoniuose

Kaip jau minéta anksc¢iau, vienas pavojingiausiy POP poveikiy jiiros gyviinams yra endokrininés
sistemos trikdymas. Nustatyta, kad POP ir steroidiniai hormonai struktiiriS§kai yra panasis, tod¢l jie gali
sgveikauti su hormony transportiniais baltymais. TerSalai gali imituoti endokrininj poveik} gyviiny
organizmuose (Zimmer et al., 2011; Hoydal et al., 2017). Tyrin¢jant banginius pastebéta, kad POP gali
sutrikdyti ir reprodukcinés sistemos hormonus, taip paveikiant reprodukcines funkcijas. Zinoma, kad
organiniai terSalai gali turéti estrogeninj arba antiestrogenini poveiki, pavyzdziui PCB trukdo
fermentams, dalyvaujantiems 17B-estradiolio metabolizme (Noél et al., 2017). Tyrimai atlikti su
nésciomis patelémis atskleideé, kad besivystantis vaisius yra iSskirtinai jautrus endokrining€s sistemos
sutrikimams. Dideli COP koncentracijos kiekiai aplinkoje neigiamai veikia gimdoje esant] vaisiy ir
zindymo laikotarpiu gali turéti jtakos reprodukcinéms funkcijoms (Hoydal et al., 2017). Tyrimuose
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atliktuose su ruoniy jaunikliais pastebéta, kad PCB veikia biologiniai kintamieji tokie kaip amzius lytis
ir kiino buklé, kuri dazniausiai vertinama pagal kiino svorj ar riebalinio audinio kiekj — liesesni jaunikliai
gali biiti labiau paveikti, nes badavimo metu i§ riebaly mobilizuojami PCB terSalai ir patenka j krauja.
PCB ir susijusiy junginiy kiekis su amziumi paprastai didéja abiejy ly¢iy nesubrendusiems individams ir
suaugusiems patinams (Ross et al., 2000). Suaugusiose patelése koncentracija pradeda mazéti, kai jos
pasiekia lyting branda. Lytiskai subrendusios patelés riebaluose tirpius PCB perduoda jaunikliams
zindymo metu (Noél et al., 2017). Taigi galima teigti, kad terSalai druskinguose vandens telkiniuose,
ypa¢ Baltijos juroje, gali turéti didele jtaka reprodukcinéms, imunologinéms ir nervinéms gyviiny

sistemoms.

1.5 Ruoniy jaunikliy hematologija
Pilkieji ruoniai (lot. Halichoerus grypus) ankstyvoje raidos stadijoje patiria reikSmingus
hematologinius poky¢ius, ypac po atjunkymo pasninko (angl. post-weaning fast, PWF) laikotarpiu. PWF
trunka vidutiniSkai 21 diena, ta¢iau gali svyruoti nuo 9 iki daugiau nei 31 dienos. Jo metu pilkyjy ruoniy
jaunikliy hematologiniai parametrai Zenkliai didéja: hemoglobino lygis padidé¢ja 28%, hematokrito —

21%, o masés vienetui tenkantis kraujo turis — 13% (Noren ir kt., 2005).

Pilkieji ruoniy jaunikliai ankstyvoje raidoje taip pat pasizymi Zymiais leukocity skaiciaus ir
imuninés sistemos pokyciais. Tyrimai rodo, kad limfocity funkcionalumas ir bendras imunoglobulino G
(IgG) lygis naujagimiams yra Zemas, taCiau iki laktacijos pabaigos Sie rodikliai padidéja (Ross ir kt.,
1993). Tai rodo, kad naujagimiy imuning sistema dar néra visiskai iSsivysciusi, todel jie gali biiti labiau
pazeidZiami infekcijoms. Ruoniy motiny imuniné funkcija laktacijos metu mazéja — pastebimas
sumazeéjes limfocity funkcionalumas ir bendras IgG lygis laktacijos pabaigoje (Ross ir kt., 1993). Tai

kuriais susiduria motinos ir jaunikliai $iuo kritiniu laikotarpiu.

Ruoniy kraujyje pragrindiniai leukocitai dalyvaujantys imuninése reakcijose yra: limfocitai, kurie
atsakingi uz jgyta imunitetg, naujagimiai jy turi maziau, taciau jy skaicius didéja su amziumi, ypac iki
laktacijos pabaigos. Neutrofilai, jie yra pagrindinés fagocituojancios lastelés kovojancios su bakterinémis
infekcijomis. Neutrofilai aujagimiuose yra pagrindinis leukocity tipas, taciau jy skaiCius maZzéja su
amziumi. Eozinofilai, dalyvauja kovojant su parazitinémis infekcijomis ir alerginémis reakcijomis, jy
kiekis daznai gali padidéti esant aukStesnei temperatiirai. Monocitai, yra didelés fagocituojancios
lastelés, kurios diferencijuojasi | makrofagus audiniuose, jy kiekis priklausomas nuo temperatiiros, jai
kylant — monocity skaicius kraujyje gali sumazéti. Bazofilai, reCiausiai pasitaikantys leukocitai. Jie
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dalyvauja alerginése reakcijose ir uzdegiminiuose procesuose, nors specifiniy duomeny apie jy kiekj
pilkyjy ruoniy kraujyje truksta, jy buvimas yra svarbus imuninio atsako komponentas (4 pav.) (Poulin,

et al., 1994).
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4 pav. Ruoniy baltosios kraujo lastelés. (b1,b2) juostos neutrofilai; (c1) segmentuotas neutrofilas su 3

(Cl)

branduolio skiltelémis, nuosekliai sujungtomis plonais nukleoplazmos siiilais; (c2) hipersegmentuotas neutrofilas
su 5 branduolio skiltelémis, sujungtomis nuosekliais plonais branduolio sitilais; (¢3) segmentuotas neutrofilas su
Barr korpusu (rodyklé); (c4) segmentuotas neutrofilas su 3 branduolio skiltelémis, sujungtomis nuosekliais plonais
branduolio sitlais ir branduolio pusleliy priedais (piislémis) (rodyklé); (c5) segmentuotas neutrofilas su 4
branduolio skiltelémis, sujungtomis plonomis branduolio gijomis i§ centrinio tasko ir branduolio pusleliy priedy
(démiy) (rodyklé); (c6) hipersegmentuotas neutrofilas su 5 branduolio skiltelémis, sujungtomis plonomis
branduolio gijomis; (d1,d2) eozinofilai; (e1—e3) bazofilai; (f1—{3) kintamos morfologijos monocitai; (gl) maZas
limfocitas; (g2) didelis limfocitas; (g3) didelis limfocitas; (g4) reaktyvus (aktyvuotas limfocitas), (Esipova, Polina,
et al., 2025)

Sie hematologiniai rodikliai rodo, kad pilkyjy ruoniy jaunikliy imuniné sistema yra dinamigka ir

prisitaikanti prie aplinkos salygy bei vystymosi etapy.
Deguonis ruoniy kraujyje:

Dar vienas parametras, kuris keiciasi ruoniy jaunikliams brestant yra deguonies kiekis kraujyje.
jaunikliai badavimo laikotarpiu turi iSmokti gyvybyskai svarbiy funkcijy, tokiy kaip maitintis ar nardyti,
dél to ruoniy kraujyje ir raumenyse turi susiformuoti tam tikri kiekiai deguonies, kurie bregstant ir nardant

vis daugiau kinta. Sis fiziologinis prisitaikymas yra biitinas siekiant uztikrinti i§gyvenima jirinéje
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aplinkoje, kurioje jaunikliai tampa vis labiau priklausomi nuo savo nardymo geb¢jimy. Hb ir Het yra
vieni 1§ pagrindiniy parametry atskleidziantys organizmo sugeb¢jima pernesti deguonj. Hct
(hemotokritas) ir Hb (hemoglobinass) — tai gelezj turintis baltymas eritrocituose, atsakingas uz deguonies
pernasg 18 plauciy j audinius. Tuo tarpu hematokritas parodo, kokig kraujo tiirio dalj sudaro eritrocitai —
tai netiesioginis rodiklis, apibiidinantis kraujo ,tankj*“ bei deguonies pernasos potencialg. Dél
hematologiniy pokyc¢iy bendras kiino masés vienetui tenkantis deguonies kiekis padidéja 35%, o
apskaiCiuotas aerobinis nérimo limitas (CADL) — 23%. Hb ir Hct lygiai PWF pabaigoje beveik prilygsta
vieneriy mety ruonio rodikliams, ta¢iau bendras kiino masés vienetui tenkantis deguonies kiekis ir CADL
pas ka tik nepriklausomais tapusius jauniklius iSlieka tik 66—67% ir 32—62% (Noren et. al., 2005). Tai
rodo, kad nors PWF yra labai svarbus nardymo fiziologijos vystymuisi, kg tik savarankiski tap¢ jaunikliai

vis dar turi ribotas nardymo galimybes, palyginti su vyresniais ruoniais.

1.5 Estradiolio ir baltyjy kraujo kiineliy sgveika

Estradiolis, kaip vienas pagrindiniy moterisSkyjy lytiniy hormony, atlieka svarby vaidmenj ne tik
reprodukciniuose procesuose, bet ir imuninio atsako reguliacijoje (Straub, 2007). Sis hormonas
dalyvaudamas imunologiniuose procesuose veikia jvairias leukocity grupes: jis stimuliuoja limfocity
proliferacija, skatina B lasteliy diferenciacija bei citokiny sekrecija (Kovats, 2015). Taip pat Zinoma, kad
estradiolis gali paveikti neutrofily migracijg, sumazinti makrofagy fagocitinj aktyvumg ir moduliuoti
eozinofily bei bazofily aktyvuma, prisidédamas prie uzdegiminiy procesy reguliacijos (Kovats, 2015;
Cutolo et al., 2004). Tokie hormoniniai — imuniniai ry$iai ypac svarbiis gyviiny vystymosi laikotarpiu,
kai hormony koncentracijos svyruoja intensyviai, o organizmas tuo metu formuoja ilgalaikes fiziologines
estradiolio sgveika su limfocitais jiiriniuose Zinduoliuose ypac¢ pilkuosiuose ruoniuose vis dar islieka

neaiski, dél to buvo atliktas tyrimas pateiktas Siame darbe.
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2. Medziagos ir metodai
Tyrimui reikalingi pilkyjy ruoniy méginiai rinkti 2024 - 2025 mety kovo ménesiais, Estijoje. Viso
surinkta 50 méginiy (2024m. — 20 méginiy, 2025m. — 30 méginiy) i§ 4 vietoviy: Alirahu, Kerju,
Vestikumaa ir Innarahu, Méginiai rinkti Sviesiu paros metu tarp 11 ir 17 valandos, vidutiniskai ~14 +0,04

val.

Méginio rinkimo metu buvo vertinamas bendras procediros laikas, kuris pradedamas skai¢iuoti,
kai pagaunamas individas, o baigiasi — jj grazinus j paémimo vietg. Vidutin¢ proceduros trukmé — 14 +
0,04 min (maziausiai 8min., daugiausiai 32min.). Vidutin¢ kraujo émimo trukme 2:26 (ilgiausia trukusi
procediira— 5:20, o trumpiausia — 1:19). Taip pat atskirai buvo vertinamas laikas tarp pagavimo ir kraujo
méginio paémimo — vidutiniskai 3 min. (maziausiai — trumpiau nei minutg, ilgiausiai — 15 min.) tam, kad
jvertinti streso poveik] ir jo galimg itaka kortizolio koncentracijai. Svarbu pabrézti, kad vertinant streso

poveiki nustatyta, jog kortizolis reikSmingai pakyla tarp 3 ir 4 minutes (Knezevic, 2023).

Kraujo méginiai buvo imami i§ ekstraduralinés (nugarinés) venos j 6-10 ml etilendiamintetraacto
rugsties (EDTA) vakutainerius (Vacutest kima, Italija). Po surinkimo méginiai buvo centrifuguojami
(ORILAO, Kinija) 2100 aps/min. (700 g jéga) 10 min., o gauta plazma iSpilstyta § 500 pL megintuvélius
(Ependorf, Vokietija). Méginiai i$§ pradziy 2 dienas buvo laikomi —20 °C temperatiiroje, véliau perkelti j

—80 °C temperatura, kol bus atlieckami tolesni méginiy paruoSimo ir analizés darbai.

Meéginiy rinkimo metu buvo renkami ir morfometriniai gyviino parametrai (svoris, ilgis ir kriitinés
apimtis). Siame tyrime i§ morfometriniy parametry pasirinktas naudoti tik svoris, nes jis tiksliausiai
atspindi jauniklio vystymosi pokyc¢ius. Méginiai buvo imami i$ iSoriSkai sveiky jaunikliy. Badaujantys
ar suzaloti jaunikliai nebuvo tiriami, kad nesukelti papildomo streso ir pavojaus gyvybei. Atlikus visas

procediiras ruoniukai buvo nufotografuoti, paZymeéti spalviniais vaskiniais Zymekliais (5 pav.) ir paleisti.

Procediiros buvo atlieckamos laikantis visy saugumo reikalavimy. Méginiy émimui iSduoti
leidimai (Estijos aplinkos ministerijos iSduoti leidimai nr. 1-3/25/44,2025-03-07; nr 1-3/20/60, 2020-01-

24). Méginius rinko Felasa C lygj atitinkant] paZyméjimg turintis asmuo.
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5 pav. Ekspedicijos metu tirtas ruonis (vyriskos lyties).
Visi imti méginiai ir procediry laikas, gyviino lytis, jauniklio stadija, gyviino iSmatavimai,
jauniklio identifikacinis numeris, pazyméta ar jauniklis atjunkytas (weaner), neatjunkytas (pup)

uzfiksuota (Pateikta priede Nr. 1).

Pilkojo ruonio jauniklio stadijos nustatymas. Pagavus ruoniukg yra nustatoma jo mitybiné
stadija: zindomas jauniklis (angl. pup) ar atjunkytas (angl. weaner) jauniklis. Kai kuriais atvejais
nustatyti yra sudétinga, tad nustatymui gali buti naudojami tolimesni stebéjimai, kraujo vizualinis

jvertinimas (maitinamy jaunikliy kraujyje galima stebéti daugiau lipoproteiny).
Véliau nustatoma vystymosi stadija, kuri nusako apytykslj jauniklio amziy (6 pav. ir 1 lentelé):

- 1 stadija — matoma po gimdymo likusi virkstele, kailis yra gelsvai rusvos spalvos, matomi kraujo
pédsakai, kaklas gerai iSreikStas — Siame darbe tik gime jaunikliai nebuvo tirti.

- 2 stadija — virkStelé matoma, bet yra Siek tiek apdzitivusi, kailis panaSios spalvos kaip ir pirmoje
stadijoje, kiinas dar raukslétas, matomas kaklas — mazdaug 1-2 dieny amzZiaus jauniklis.

- 3 stadija — virkStelés néra, kailis baltos spalvos, nesipeSa, kaklas neiSsiskiria, kiinas ovalios
spalvos, rauksliy nematyti — mazdaug 3-10 dieny amziaus jauniklis.

- 4 stadija —kailis lengvai atsiskiria, matomas tikrasis pilkas kailis, kaklo nesimato, kiinas apvalus-
ovalus, didelé kiino mase¢ — mazdaug 11-18 dieny amziaus jauniklis.

- 5 stadija — visiSkai nusiSéres jauniklis, nebeturi balto lanugo kailio. Kiino masé gali varijuoti

priklausomai nuo badavimo po atjunkymo trukmeés — daugiau nei 19-21 dienos amZiaus.
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Pav. 6. Ruoniy stadijy skirtumai. 1 savaité (stadija 1), savaité 2 (stadija 2) nuo 3savaités (stadijos 3-5)
(Sayer ir Witt, 2018)

2.1 Estradiolio tyrimas ELISA metodu
Hormono 17p-estradiolio (E2) analizé buvo atlieckama ELISA metodu i§ kraujo plazmos
naudojant komercinj ELISA (KB30-H) (Arbor Assay kit , JAV) — Toliau Arbor kit ir 17p-Estradiol
ELISA (RE52041) Immunoassay Kit (Tecan, Vokietija)- toliau Tecan rinkiniais. Remiantis Vaidos
Survilienés tyrimu (2022), Tecan (RE52041) ELISA rinkiniai buvo sékmingai suvaliduoti naudojimui su

ekstrahuotais ruoniy kraujo plazmos méginiais.

2.1.1 Estradiolio koncentracijos nustatymas Arbor kit rinkiniu

Siame tyrime estradiolio koncentracija serume ar plazmoje buvo nustatoma naudojant DetectX®
Serum 17B-Estradiol Enzyme Immunoassay Kit rinkinj, pagrista konkurenciniu fermentiniu
imunoanalizés (ELISA) principu. Su rinkiniu buvo tirti 20 méginiy, pirma karta meéginius skiedziant
pagal gamintojo rekomendacijg t.y. 1:20, gavus koncentracijas kurios buvo praktiskai neaptinkamos arba
lygios 0, analizé kartota su tais paciais 20 méginiy, tik skiedimas padidintas iki 1:4. Naudota ELISA
plokstele 96 Sulinéliy, i Sulinélius buvo jpipetuota po 100 pL praskiesto méginio ar standarto. Supilis
konjugatus ir antikiinus plokStelé¢ supurtoma ir inkubuota kambario temperatiiroje 2 valandas purtant
(700-900 rpm). Po inkubacijos méginiai iSpilami ir plokStelé plaunama 4 kartus (BioTek, JAV),
kiekvieng kartg naudojant 300 pL plovimo bufer; (Wash Buffer), po to plokstelé buvo nusausinta ant
sugeriancio popieriaus. Toliau i kiekvieng Sulinélj buvo jpilta 100 uL. TMB substrato tirpalo, o plokstele

inkubuota 30 minuciy kambario temperatiiroje be purtymo.

Reakcija buvo sustabdoma uzpilant 50 pL Stop Solution (H2SO4). Optinis tankis (OD) buvo
iSmatuotas ploksteliy skaitytuvu (BioTek, JAV), nustatytu 450 nm bangos ilgiui. Rinkinio detekcijos

ribos ( angl. limito of detection, LOD) riba yra 19,5 pg/mL. Visos reikSmés, kurios buvo Zzemiau LOD
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yra skaiiuojamos pagal Sig formule LOD/2=9,75 pg/mL. Nustatytas intra-analizés variacijos
koeficientas, du pakartojimai toje pacioje l€kstel¢je, (intra-assay CV) — 3,4 % ir inter-analizés variacijos
koeficientas, du pakartojimai skirtingose 1€¢kstelése (inter-assay CV) — 3,57 %.
2.1.2 Estradiolio koncentracijos nustatymas su ekstrahuotais ir neekstrahuotais méginiais naudojant
Tecan kit rinkinj

Meéginiy ekstrahavimas. Tecan rinkinys buvo validuotas ekstrahuotiem méginiam ir sickéme
palyginti ekstrahuoty ir neekstrahuoty méginiy reik§mes. Pirmiausia méginiai buvo ekstrahuojami. Prie
meéginio pridedamas dietileteris 5:1 (tUrio/tiirio), po to tirpalas intensyviai maiSomas naudojant vorteksa
(Vortex 2 S000, Vokietija) dvi minutes ir palickamas penkioms minutéms, kad fazés atsiskirty. Tada
méginys uzSaldomas sausame lede (iki 2 min), o virSutinis tirpiklio sluoksnis perpilamas j Svary
mégintuvelj stovinti laminarinéje spintoje (Waldner, Vokietija). Siekiant maksimalaus ekstrakcijos
efektyvumo, Sis procesas buvo pakartotas 3 kartus, sujungiant visus tirpiklio sluoksnius. Galiausiai
pabaigus 3 pakartojima, méginiai su eteriu palikti garuoti 1,5 val arba kol méginio megintuvélyje liks ~2
mL. Méginiams nugaravus, jie perkeliami j garing centifugg (Thermo Fisher, JAV) pilnam méginio
i8dziovinimui. Méginiai pilnai i§dziovinami per 30—35 minutes. Méginiai yra uzpilami 125 pL Steroid
free serum (Tecan, Vokietija) ir saugomi —20°C temperatiiroje, uztikrinant sausa aplinka iki ELISA

analizés pradzios.

Siame tyrime 17p-estradiolio koncentracija buvo nustatyta naudojant 17p-Estradiol ELISA Tecan
kit rinkinj, kuris pagristas konkurenciniu fermentiniu imunoanalizés (ELISA) principu. | kiekvieng
mikroplokstelés Sulinélj buvo jpilta 25 pL meginio, standarto ar kontrolinio méginio ir 100 uL fermento
konjugato, plokstelé purtoma 10 sekundziy, o po to plokstelé¢ inkubuojama 90 minuciy kambario
temperatiiroje nepurtant. Po inkubacijos visas plokstelés turinys nupilamas ir plokstelé praplaunama 3
kartus (BioTek, JAV) su 400 pL praskiesto plovimo buferio, o véliau j kiekvieng Sulinélj jpilama 100 uL
tetrametilbenzidino (TMB) substrato ir inkubuota dar 30 minuc¢iy. Reakcija sustabdoma jpilant 50 pL.
STOP tirpalo (0,5 M sieros rugsties), o optinis tankis (OD) buvo matuojamas esant 450 nm bangos ilgiui
(BioTek, JAV), lyginant gautas reikSmes su standartine kreive estradiolio koncentracijai apskaiiuoti.
Rinkinio detekcijos ribos LOD riba yra 9,8 pg/mL. Visos reikSmés, kurios buvo Zemiau LOD yra
skaic¢iuojamos pagal §ig formulg LOD/2=4,9 pg/mL. Nustatyta, kad analizés pakartojamumas buvo geras:
intra-analizés variacijos koeficientas (du pakartojimai toje pacioje lekstel¢je) (CV) sudare 5,11 %, o inter-

analizés variacijos koeficientas (du pakartojimai skirtingose lekstelése) — 3,22 %.
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2.2 Kraujo morfologiné analizé
2.2.1 Baltyjy kraujo Iasteliy analizé
Bendras baltyjy kraujo lasteliy (WBC) skaiCius nustatytas dviem biidais — rankiniu btudu bei

analizatoriaus pagalba.

2211 WABC skai¢iavimas rankiniu bidy

Bendram leukocity (M_WBC) skai¢iui nustatyti buvo naudojamas Neubauerio hemocitometras
(Thermo fisher schientific, JAV). Tiriamasis kraujo méginys buvo praskiedziamas 1:10 (10 ul kraujo ir
100 ul dazo) t.y. viena kraujo ir 10 Baar tirpalo (formalinas — 1ml, Japonin BDH — 0,25 g., Natrio citratas—
3,5 g., Brilliant Cresyl Blue dazas — 0,1 g., distiliuotas vanduo — iki 100ml.). Véliau 10 pL miSinio skys¢io
buvo jlasinama ] Neunberio skai¢iavimo kamera. Lastelés buvo suskaiciuotos visuose tinklelio
kvadratuose, naudojantis Sviesiniu mikroskopu (Carl Zeiss, Vokietija). Méginys skai¢iuotas du kartus ir
galutiniam vertinimui iSvestas vidurkis. Jei skirtumas tarp dviejy skaiCiavimy virSydavo 20%,

skai¢iavimai biidavo pakartojami i$ naujo su naujais meginiais.

Kraujo tepinélio paruosimas. Diferenciniam baltyjy kraujo lasteliy nustatymui naudotas kraujo
tepinelis SMEARS. Tepinélio paruosti 10 pl kapiliarinio kraujo buvo uZlaSinama ant §varaus objektinio
stiklelio. Naudojant kitg stiklelj, ji laikant 30° — 45° kampu, kraujas tolygiai iSliejamas plonu sluoksniu.
Tepinélis paliekamas i8dZititi kambario temperatiiroje (Kerr, 1989). (Pav. 7). Kiekvienam individui

paruosti 3 SMEARS tepinéliai.

Blood
drop

Pav. 7. SMERS tepinélio paruosimo metodika (Marwaha, Komal., 2010)

Lgsteliy diferencinis skaic¢iavimas. Dazymo procediira atlikta remiantis Armstrong et al., 2019
metodika. Pirmiausia ant tepinélio buvo uzlasinama 500 pl jau paruosto Leischman dazo (Merck,
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Vokietija) ir palaikoma 2 minutes, kad lgstelés biity fiksuotos ir pradéty gerti dazg. Véliau dazas
skiedziamas 500 pl vandens ir tepinélis praskiestame daze buvo laikomas dar 10 minuciy galutiniam
dazo sugérimui. Pasibaigus laikui, tepinélis Svelniai nuplaunamas distiliuotu vandeniu ir paliekamas

18dziiiti (Armstrong et. al., 2019).

Paruostas tepinélis mikroskopuojamas naudojant 40x objektyva (bendras didinimas — 400x),
iSsirenkant 10 skirtingy matymo lauky. Skai¢iuojant WBC detaliai jvertinama kraujo lasteliy
morfologija, jskaitant neutrofilus, eozinofilus, bazofilus, limfocitus ir monocitus. Suskaiciavus lasteles
visuose laukuose lasteliy skaicius i§ kiekvieno lauko yra sudedamas ir padalinamas i§ 10, taip gaunamas
vidutinis leukocity kiekis matymo lauke. Kiekybiniam diferencijuoty leukocity kiekio nustatymui
naudotas vidutinis kiekvieno tipo lasteliy skai¢ius. buvo padalintas i§ vidutinio WBC skaiciaus ir $is
santykis padaugintas 1§ kiekybiskai apskai¢iuoto M_WBC, taip gaunant galuting kiekybing¢ kiekvieno
lasteliy tipo koncentarcija, iSreiksta sk.*1079/L.

x last. sk.
¥ q

= X M_WBC
bendras suskaiciuoty last. sk. -

Analizéje buvo pasirinkti tik M_WBC grupés duomenys. Sios grupés méginiai buvo analizuoti
iSkart po surinkimo, todél laikoma, kad jie tiksliau atspindi tikraja kraujo lasteliy sudétj, palyginti su

véliau apdorotais méginiais, kuriuose galéjo atsirasti papildomy lgsteliy Siuksliy ir iSkraipyty rodmeny.

2.2.2.2 WBC skaiciavimas analizatoriumi
Taip pat kraujo sudétis tirta analizatoriumi (Exigo eos vet, Svedija). Krauju pripildzius kapiliarg
jis jdedamas j analizatoriy ir gaunami duomenys apie bendra baltyjy kraujo kiineliy skai¢iy (10°/L)
(A_WBC). Limfocity (10°/L), monocity (10°/L) ir granuliocity (10°/L) kiekj litre kraujo. Taip pat
analizatorius pateikia hemoglobino (g/dl), hematokrito (%), raudonyjy kraujo kiineliy skaic¢iy (10%/L) .

2.2.3 Statistiné analizé
Statistiné duomeny analizé buvo atlikta naudojant MC Excel (Microsoft Office, 2024) ir SPSS
versija 30 (IBM Corp., 2013) programing jrangg. Prie§ atliekant hipoteziy tikrinimg, buvo jvertintas
duomeny normalumas, naudojant Shapiro—Wilk ir Kolmogorov—Smirnov testus, taip pat vizualiai — per
histogramas bei Q—Q grafikus. Normalumo kriterijus atitiko kiino svorio duomenys o netitiko estradiolio

koncentracijos, kraujo méginiy duomenys. Papildomai buvo analizuoti Skewness ir Kurtosis rodikliai.

Duomenims, kurie atitiko normalumo prielaidas, buvo taikytos parametrinés analizés:

Vienfaktoré¢ ANOVA ir Dviejy veiksniy ANOVA (Univariate GLM) skaiciuotas vidurkis. Duomenimes,
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kurie neatitiko normalumo naudojant buvo skai¢iuojama mediana (min/max). Skirtumui tarp dviejy
nepriklausomy grupiy vertinti taikytas Mann—Whitney U testas (MW), o skirtumams tarp trijy ir daugiau
nepriklausomy grupiy vertinti naudotas Kruskal-Wallis testas (KW). RySiui tarp dviejy ir daugiau

kintamyjy taikyta Spearman koreliacija. StatistiSkai reikSmingais laikyti rezultatai, kuriy p < 0,05.
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3. Rezultatai

3.1 Estradiolio analizé
3.1.1 Estradiolio Elisa rinkiniy palyginimas tarpusavyje
Atlikus Spearman koreliacijos analize, stipriausia teigiama koreliacija nustatyta tarp Arbor kit
(1:20) ir Arbor kit (1:4) metody (r = 0,847; p < 0,001). Tekan kit ekstrahuoty meginiy ir neekstrahuoty
méginiy vidutinio stiprumo statistiskai reikSminga koreliacija (r= 0,419;p = 0,003). Tarp Tecan ir

Arbor kit rinkiniy statistinio reikSmingumo nerasta (2 lentel¢).

Lentelé nr. 2. ELISA rinkiniy, skirty estradiolio koncentracijai nustatyti koreliacija tarpusavyje.

1 r=0,419 r=-0,333 r=-0,374

p=0,003 p=0,152 p=0,105
r=0, 419 1 r=0,474 r=0,263
p=0,003 p=0,474 p=0,263
r=-0,333 r=0,474 1 r=0,847
p=0,152 p=0,474 p <0,001
r=-0,374 r=0,263 r=0,847 1
»=0,105 p=0,263 p<0,001

Tarp estradiolio koncentracijy, nustatyty naudojant skirtingus méginiy apdorojimo metodus
(neekstrahuotus, ekstrahuotus ir Arbor Assay rinkinj), nustatytos nuoseklios, vidutinio stiprumo

koreliacijos, rodancios, kad matavimo rezultatai yra tarpusavyje susij¢, nepaisant metodo variacijos.

3.1.2. Estradiolio priklausomybé nuo skirtingy veiksniy
Neekstrahuoty (Tecan) rinkiniy neparametriné analizé (KW) parod¢, kad estradiolio
koncentracijos skyrési statistiSkai tarp 2 — 3 stadijos (H(3) = 3,088, p= 0,043) ir tarp 2 — 5 stadijy (H(3)
= 3,088, p= 0,033) (8 pav.). Stadijoje 2 buvo nustatytas auksciausias hormono kiekis, kuris buvo
maZesnis 3, 4 ir 5 stadijose. Sie rezultatai leidZia teigti, kad vystymosi progresavimas susijes su

sumazgjusiu estradiolio lygiu.
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8 pav. Tecan (neekstrahuoto) méginio koncentracijy pasiskirstymas skirtingose vystymosi stadijose
(N=50).

Neekstrahuoty méginiy analizés Tecan rinkiniu parod¢, kad estradiolio koncentracijos
reik§Smingai maz¢jo su vystymosi stadija — aukS¢iausios reikSmés stebétos 2 stadijoje, o vélesnése

stadijose reikSmingai sumazgjo (p <0,05).

Tarp ekstrahuoty (Tecan) méginiy statistiskai reikSmingi skirtumai nustatyti tarp 4 — 2 (H(3) =
5,405, p= 0,043),ir 5 -2 (H(3) = 5,405, p= 0,009) stadijy (9 pav.). Stadijoje 2 buvo fiksuota auksciausia
hormono koncentracija, kuri sumazéjo 3 ir 4 stadijose. Sie rezultatai rodo, kad hormono lygis mazéja
progresuojant vystymosi stadijoms, kas gali atspindéti fiziologinius ar endokrininius poky¢ius. Patineliy

grupéje statistiSko reikSmingumo nenustatyta.
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9 pav. Tecan (ekstrahuoto) méginio koncentracijy pasiskirstymas skirtingose vystymosi

stadijose (N= 50).

Ekstrahuoty méginiy analizés Tecan rinkiniu parodé, kad estradiolio koncentracijos reikSmingai
mazéjo su vystymosi stadija — auksciausios reikSmés stebétos 2 stadijoje, o vélesnése stadijose

reik§mingai sumazéjo (p <0,05).

Tarp Arbor 1:20 kit rinkiniy neparametriné KW analizé parod¢, kad tarp 5 ir 3 vystymosi
stadijy buvo nustatytas statistiSkai reikSmingas skirtumas ((H(3) = 3,486, p= 0,05), kitose stadijose

statistiSkai reikSmigy sgsajy nenustatyta (10 pav.).
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10 pav. Arbor kit (1:20) rinkinio koncentracijy pasiskirstymas skirtingose vystymosi stadijose (N= 20).
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Paveiksle nepavaizduota 2 stadija, kadangi su Siais Arbor kit rinkiniais nebuvo analizuoti

méginiai, surinkti i§ antros vystymosi stadijos gyviiny.

Arbor 1:4 kit rinkiniy neparametriné KW analizé parodé¢, kad estradiolio koncentracijos statistiSkai

reikSmingai nesiskyré tarp stadijy (H(3) = 2,584, p>0,05).

Skirtumai tarp lyciy. Atlikus Mann—Whitney U testa, skirtumai tarp patiny ir pateliy Tecan
(neekstrahuoti) estradiolio koncentracijose nebuvo statistiskai reikSmingi (U = 265,000; Z =-0,922; p
= 0,357).Taip pat ir, Tecan (ekstrahuoti) méginiuose skirtumas nebuvo reikSmingas (U = 271,000; p =
0,411). Arbor kit rinkiniuose Taip pat nebuvo nustatyta reikSmingy, su lytimi susijusiy, skirtumy
estradiolio koncentracijose: Arbor kit (1:20) (U =39,000; p = 0,405) ir Arbor kit (1:4) (U = 35,500; p
=0,256). Sie rezultatai rodo, kad estradiolio koncentracijos nesiskyré tarp ly¢iy, nepriklausomai nuo

naudojamo méginio tipo ar skiedimo metodo.

Skirtumai tarp mitybinés stadijos. Mann—Whitney U testas parode¢, kad Tecan (neekstrahuoti)
estradiolio koncentracijos nesiskyré tarp pup ir weaner jaunikliy grupiy (U = 309,000; Z = -0,029; p =
0,977). Taip pat nenustatyta reik§mingy skirtumy ir Tecan (ekstrahuoti) méginiy grupéje (U = 255,000;
p =0,270). Vertinant estradiolio koncentracijas su Arbor kit (1:20), fiksuota tendencija rodanti didesnes
estradiolio koncentracijas Pup grup¢je, palyginti su atjunkytais jaunikliais (Weaner), naudojant 1:20
skiedimo santykj (U =27,000; Z=—1,623), taCiau rezultatas iSliko statistiSkai nereikSmingas (p = 0,105).
Taip pat Arbor kit (1:4) rezultatai neparodé reikSmingo skirtumo tarp pup ir weaner jaunikliy (U =
32,000; p = 0,200). Apibendrinant, visais atvejais estradiolio kiekis nesiskyré tarp vystymosi stadijuy,

nepriklausomai nuo méginio tipo ar skiedimo santykio.

Koreliacija tarp kiino masés ir rinkiniy. Spearman koreliacijos analizé parodé¢, kad kiino mase
silpnai neigiamai koreliavo su visais estradiolio matavimo budais, taciau Sios koreliacijos nebuvo

statistiSkai reikSmingos (p>0,05) (3 lentel¢). Koreliacija tarp rinkiniy apzvelgta 4 lentel¢je.
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Lentelé nr. 3. Koreliacija tarp kiino masés ir naudoty ELISA rinkiniy. Tecan (ekstrahuoti)

(N=50), Tecan (neekstrahuoti) (N=50), Arbor kit (1:20) (N=20) ir Arbor kit (1:4) (N=20).

r=—0,246 r=—0,230 r=—0,303 r=—0,289
p= 0,084 p= 0,108 p= 0,195 p= 0,217

Tarp Tecan rinkiniu ekstrahuoty ir neekstrahuoty lyginant su kiino mase visi tyrimo metodai

koreliavo silpnai ir nereikSmingai.

3.2 Baltuyjy kraujo Iasteliy analizé

3.2.1. WBC skaic¢iavimo metody palyginimas
Taikant Spearman koreliacijos analizé¢ tarp rankinio (M_WBC) ir automatinio (A _WBC)
leukocity skai¢iavimo metody nustatyta stipri teigiama koreliacija (r = 0,842; p < 0,001). Sis rezultatas
rodo, kad abiejy metody gauti duomenys yra glaudziai susije, o tai leidzia teigti, jog abu metodai pateikia

nuosekliai panasius rezultatus tiriant leukocity kiekj (4 lentel¢).

Lentelé nr. 4. Koreliacija tarp skirtingy lasteliy skaic¢iavimo metody (N=50).

~ MWBC = AWBC
1 p<0,001
r= 0,842

p<0,001 1
r= 0,842

Taip pat siekiant jvertinti A WBC skai¢iavimo galimybe prognozuoti M_WBC, buvo atlikta

paprastoji tiesiné regresijos analizé. Modelis buvo statistiSkai reikSmingas, F(1, 48) = 58,67, p <0,001,
ir paaiSkino 55 % M WBC skaiCiaus variacijos (R? = 0,550) (Pav. 11). Nustatyta, kad A WBC
reik§mingai prognozuoja M_WBC (B = 0,742, p < 0,001). Sie rezultatai rodo, kad tarp A WBC ir

M_WBC skai¢iavimo metody egzistuoja stiprus teigiamas rysys.
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Pav. 11 tiesiné regresijos analizé tarp skirtingy metody M_WBC (WBC manual, 10"9/1) ir
A_WBC (WBC analyser, 10"9/1) . R*= 0,550.

Atlikus koreliacijg tarp skirtingy matavimo metody (M_WBC ir A_ WBC) ir kraujo lasteliy tipy,
nustatyta, kad su monocitais koreliacija néra statistiskai reikSminga, taip pat stipri koreliacija nenustatyta.
Su limfocitais nustatyta statistiSkai reikSminga stipri koreliacija. Tiriant granulocitus taip pat nustatyta

statistiSkai reikSminga stipri koreliacija (5 lentelé).

Lentelé nr. 5. Koreliacija tarp skirtingy kraujo lasteliy skai¢iavimo metody ir leukocity. Lentel¢je

pateikiami vidurkiai +£SD 10%/1.

1,149 + 0,745 0,768 +0,2788 R=0,168
1,708 £1,155 2,230 +£0,9603 r= 0,355
6,735 £2,667 6,908 +2,974 R= 0,542

Rezultatai parod¢, kad stipriausia ir statistiSkai reikSminga koreliacija tarp rankinio ir
automatinio leukocity skaic¢iavimo metody buvo nustatyta vertinant granuliocity kiekius, tuo tarpu
monocity kiekiy koreliacija buvo silpna ir nereikSminga. Limfocity duomenys parodé vidutinio

stiprumo ir statistiSkai reikSmingg rysj tarp abiejy metody.
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3.2.2 Kraujo baltyjy lasteliy tarpusavio sgveika

Atliekant Spearmano koreliacijos analize, siekta jvertinti bendro leukocity kiekio skai¢iuoto
ranka (M_WBC) ir ranka skaiciuoty skirtingy frakcijy (monocity, eozinofily, bazofily, neutrofily ir
limfocity) tarpusavio rysius (6 lentele¢). Tarp monocity, eozinofily ir bazofily buvo nustatytos stiprios ir
statistiSkai reikSmingos teigiamos koreliacijos, rodancios glaudy Siy lasteliy tarpusavio rysj. Neutrofilai
nekoreliavo reikSmingai su dauguma kity frakcijy, iSskyrus M_WBC, su kuriuo rySys buvo stiprus.

Limfocitai tur¢jo silpnas, taciau reikSmingas koreliacijas su monocitais, eozinofilais, ir M_WBC.

Lentelé nr. 6. Koreliacija tarp monocity, eozinofily, bazofily, neutrofily, limfocity ir M_WBC
(N=50) lentel¢je pateiktos p reik§mes kai p < 0,003 (Bonferoni korekcija).

1 r=0,537 r=0,701 r=0,171 r=0,368 r=0,619

p=0,001 p=0,001 p=0.235 p=0,009 p= 0,001
r=0,537 1 r=0,574 r=0,274 r=0,076 r=0,463
p= 0,001 p=10,001 p=10435  p=0,049 p= 0,001
r=0,701 r=0,574 1 r=0,274 r=0,225 r=0,593
p=10,001  p=0,001 p=0,054  p=0,116 p= 0,001
r=0,171 r=0,274 r=0,274 1 r=0,076 r=0,737
p=0,235 p=0,435  p=0,054 p=0,601  p=0,001
r=0,368 r=0,076 r=0,225 r=0,076 1 r=0,568
p=0,009 p=0,049 p=0,116 p= 0,601 p= 0,001
r=0,619 r=0,463 r=0,593 r=0,737 r=0,568 1

p=0,001 p=0,001 p=0,001 p=0,001 p=0,001

Atliekant Spearmano koreliacijos analizg, siekta jvertinti bendro leukocity kiekio skai¢iuoto
analizatoriumi (A_WBC) ir ranka skaiciuoty skirtingy frakcijy (monocity, eozinofily, bazofily,

neutrofily ir limfocity) tarpusavio rySius (7 lentel¢).

Lentelé nr. 7. Koreliacija tarp monocity, eozinofily, bazofily, neutrofily, limfocity ir M_WBC
(N=50) lentel¢je pateiktos p reikSmes kai p < 0,003 (Bonferoni korekcija).
r=0,625 r=0457 r=0,555 r=0474 r=0,443
p=0,001 p=0,001 p=0,001 p=0,001 p=0,001
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Lentel¢je pateikti rezultatai rodo, kad automatinio leukocity skai¢iavimo metodo (A WBC)
rezultatai statistiSkai reikSmingai koreliuoja su visy pagrindiniy leukocity frakcijy (monocity,
eozinofily, bazofily, neutrofily ir limfocity) skai¢iumi. Stipriausia koreliacija nustatyta su monocitais (r
=0,625), o silpniausia — su limfocitais (r = 0,443), taciau visais atvejais koreliacijos buvo reikSmingos

(p <0,001), kas rodo, jog A WBC atspindi bendrg leukocity frakcijy pasiskirstymo tendencija.

3.2.2 Monocitai
Didziausios monocity medianos pastebimos buvo 3 stadijoje (1,51 x 10%/L(min = 0,11; max = 2,29)),

o maziausios 2 stadijoje (1,19 x 10°/L(min= 0,33; max = 2,36)).

Skirtumai tarp stadijy. Taikant KW metoda nustatyta, kad tarp 4 ir 3 stadijy buvo nustatyta
statistiSkai reikSminga reik§Smé pagal (H(3) =4,119, p = 0,045) (12 Pav.).
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Pav. 12. Monocity pasiskirstymas skirtingose vystymosi stadijose.

Skirtumai tarp lyciy. Atlikus Mann—Whitney U testa, nenustatyta statistiSkai reikSmingo
skirtumo tarp patiny ir pateliy monocity kiekiy kraujyje (U = 305,000; Z =-0,146; p = 0,884). Tai rodo,

kad lytis netur¢jo reikSmingos jtakos monocity koncentracijai tiriamojoje grupéje.

Skirtumai tarp mitybinés stadijos. Mann—Whitney U testas parodé, kad skirtumas tarp pup ir
weaner jaunikliy monocity kiekiy nebuvo statistiskai reikSmingas (U =231,000; Z=-1,547; p =
0,122). Nors vidutinis rangas pup grup¢je (28,44) buvo aukstesnis nei weaner (22,04), Sis skirtumas
néra statistiskai reikSmingas (p < 0,05). Tai rodo, kad monocity koncentracijos tendencingai mazéjo

vystantis, taciau $i tendencija nebuvo pakankamai stipri, kad buity laikoma statistiSkai reikSminga.
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Koreliacija. Atlikus Spearman koreliacijg tarp kiino masés ir monocity kiekio buvo nustatyta
labai silpna neigiama, statistiSkai nereiskinga koreliacija (» =—0,090, p=0,534), todél rySys tarp Siy

kintamyjy laikytinas nereikSmingu.

3.2.3 Eozinofilai
Maziausias eozinofily medianos skai¢ius pastebimas 4 stadijoje (0,508 x 10°/L(min=

0,22; max = 1,06), o didZiausias 2 stadijoje (0,761 x 10°/L(min= 0,280; max = 1,344.

Skirtumai tarp stadijy. Atlikus neparametring analize¢ su KW metodu, nenustatyta reikSmingy

skirtumy tarp stadijos ir eozinofily skaiciaus (H(3) = 2,376, p>0,05).

Skirtumai tarp ly¢iy. Mann—Whitney U testas parodé¢, kad eozinofily kiekis nesiskyré
statistiSkai reikSmingai tarp ly¢iu (U = 268,000; Z = —0,863; p = 0,388). Nors patinéliy grupéje
eozinofily vidurkio rangas buvo Siek tiek didesnis (27,28) nei pateliy (23,72), Sis skirtumas nepasieké

statistiSkai reikSmingos ribos (p > 0,05).

Skirtumai tarp mitybinés stadijos. Mann—Whitney U testas neparodé statistiSkai reikSmingo
skirtumo tarp mazyliy ir atjunkyty jaunikliy eozinofily kiekiy (U= 234,000; Z=-1,489; p = 0,136). Nors
pup grup¢je vidurkio rangas (28,33) buvo didesnis nei weaner (22,17), skirtumas nepasieké
reik§mingumo ribos, todél galima teigti, kad eozinofily kiekis tarp $iy dviejy vystymosi stadijy nesiskyre
reik§mingai.

Koreliacija. Atlikus Spearman koreliacijg tarp kiino masés ir eozinofily kiekio buvo nustatyta
labai silpna neigiama, statistiSkai nereiSkinga koreliacija (» = —0,040, p=0,781), todél rySys tarp Siy

kintamyjy laikytinas nereikSmingu.

3.2.4 Bazofilai
Maziausias bazofily medianos skai¢ius pastebimas 2 stadijoje (0,425 x 10°/L(min=

0,381; max = 0,896), o didziausias 5 stadijoje (0,935 x 10°/L(min= 0,642; max = 1,61)).

Skirtumai tarp stadijy. Atlikus neparametring analize¢ su KW metodu, nenustatyta reikSmingy

skirtumy tarp stadijos ir bazofily skaic¢iaus (H(3) = 3,031, p>0,05).

Skirtumai tarp ly¢iy. Mann—Whitney U testas parodé, kad bazofily kiekis statistiSkai reikSmingai
tarp ly¢iy nesiskyré (U = 249,000; Z =-1,232; p = 0,218). Nors vidutinis rangas buvo aukstesnis patiny
grup¢je (28,04), palyginti su patelémis (22,96), Sis skirtumas nepasieké statistinio reikSmingumo ribos

(p > 0,05). Tai rodo, kad lytis neturéjo reikSmingos jtakos bazofily koncentracijai tiriamyjy grupéje.

31



Skirtumai tarp mitybinés stadijos. Mann—Whitney U testas neparodé statistiSkai reikSmingo
skirtumo tarp pup ir weaner jaunikliy bazofily kiekiy (U = 298,000; Z = —0,243; p = 0,808). Nors pup
grup¢je vidurkio rangas (26,04) buvo didesnis nei weaner (25,04), skirtumas nepasieké reikSmingumo

ribos, tod¢l galima teigti, kad bazofily kiekis tarp iy dviejy vystymosi stadijy nesiskyré reikSmingai.

Koreliacija. Spearman koreliacijos analizé parodé¢, kad tarp kiino masés ir bazofily kiekio

egzistuoja labai silpna teigiama koreliacija, kuri nebuvo statistiskai reikSminga (7, = 0,137; p = 0,343).

3.2.5 Neutrofilai
Maziausias bazofily medianos skai¢ius pastebimas 5 stadijoje (3,232 x 10°/L(min=

0,731; max = 11,23)), o didziausias 2 stadijoje (4,971 x 10°/L(min= 1,145; max = 7,768)).

Skirtumai tarp stadijy. Atlikus neparametring analiz¢ su KW metodu, nenustatyta reikSmingy

skirtumy tarp stadijos ir neutrofily skaiciaus (H(3) = 1,222, p>0,05).

Skirtumai tarp lyciy. Mann—Whitney U testas parod¢, kad neutrofily kiekis statistiSkai
reikSmingai tarp ly¢iy nesiskyré (U = 306,000; Z = —0,126; p = 0,900). Nors vidutinis rangas buvo
aukstesnis patiny grupéje (25,76), palyginti su patelémis (25,24), Sis skirtumas nepasieké statistinio
reik§mingumo ribos (p > 0,05). Tai rodo, kad lytis neturé¢jo reikSmingos jtakos neutrofily koncentracijai
tiriamyjy grupéje.

Skirtumai tarp mitybinés stadijos. Mann—Whitney U testas neparodé statistiSkai reikSmingo
skirtumo tarp pup ir weaner jaunikliy neutrofily kiekiy (U = 277,000; Z =-0,652; p = 0,514). Nors pup
grup¢je vidurkio rangas (26,74) buvo didesnis nei weaner (24,04), skirtumas nepasieké reikSmingumo

ribos, todel galima teigti, kad neutrofily kiekis tarp $iy dviejy vystymosi stadijy nesiskyre reikSmingai.

Koreliacija. Atlikus Spearman koreliacijg tarp kiino masés ir neutrofily kiekio buvo nustatyta
labai silpna neigiama, statistiSkai nereik§minga koreliacija (» = 0,020, p=0,890), tod¢l rySys tarp Siy

kintamyjy laikytinas nereikSmingu.

3.2.6 Limfocitai
Maziausias limfocity vidurkio skai¢ius pastebimas 3 stadijoje (1,29 x 10°g/L(min=

0,274; max = 4,336)), o didziausias 5 (2,229 x 109/L(min= 0,128; max = 5,66)).

Skirtumai tarp stadijy. Atlikus neparametrine analize su KW metodu, nustatyta reikSmingy

skirtumy tarp 3-5 stadijos ir neutrofily skaiciaus (H(3) = 4,341, p>0,046)(13 pav.).
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Skirtumai tarp ly¢iy. Mann—Whitney U testas parodé, kad limfocity kiekis statistiSkai
reikSmingai tarp ly¢iy nesiskyré (U = 311,000; Z = —0,029; p = 0,977). Nors vidutinis rangas buvo
aukstesnis patéliy grupéje (25,56), palyginti su patinéliais (25,44), Sis skirtumas nepasieké statistinio
reik§Smingumo ribos (p > 0,05). Tai rodo, kad lytis netur¢jo reikSmingos jtakos neutrofily koncentracijai
tirlamyjy grupéje.

Skirtumai tarp mitybinés stadijos. Mann—Whitney U testas neparodé statistiSkai reikSmingo
skirtumo tarp pup ir weaner jaunikliy neutrofily kiekiy (U = 244,000; Z =-1,372; p = 0,170). Nors pup
grup¢je vidurkio rangas (22,89) buvo maZesnis nei weaner (28,57), skirtumas nepasieké reikSmingumo

ribos, tod¢l galima teigti, kad limfocity kiekis tarp $iy dviejy vystymosi stadijy nesiskyrée reikSmingai.

Koreliacija. Atlikus Spearman koreliacijg tarp kiino masés ir neutrofily kiekio buvo nustatyta
labai silpna neigiama, statistiSkai nereikSminga koreliacija (» = 0,060, p=0,680), tod¢l rySys tarp Siy

kintamyjy laikytinas nereikSmingu.

3.3 Estradiolio ir hematologiniy parametry tarpusavio analizé
Atlikus Spearman koreliacijos analizg patikrinta, ar estradiolio koncentracijos jaunikliy kraujyje

koreliuoja su hematologiniais parametrais 14 pav.
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14 pav. Koreliacijy matrica tarp kraujo Iasteliy ir estradiolio.

Bazofily skaicius turéjo vidutinio stiprumo neigiama koreliacija su estradiolio (1:4)
koncentracija (rs = —0,388), taciau Sis rySys nebuvo statistiskai reikSmingas (p = 0,091). Monocity
kiekis koreliavo silpnai neigiamai su estradioliu (r; = —0,208; p = 0,382). Eozinofily, neutrofily ir

limfocity skai¢ius nekoreliavo reik§mingai su estradiolio kiekiu (p > 0,05).



4. Rezultaty aptarimas

Gauti rezultatai atskleidzia rySkias biologines tendencijas, tokias kaip 17-estradiolio
koncentracijos mazé¢jimas didéjant vystymosi stadijoms, reikSmingi leukocity frakcijy poky¢iai (ypac
monocity, eozinofily ir limfocity) bei neutrofily dominavimo kraujyje mazéjimas su amziumi. Sie
poky¢iai, tikétina, siejami su besivystanc¢ios imunings sistemos aktyvacija — limfocity skai¢iaus augimas
budingas igyto imuniteto formavimuisi, o neutrofily kiekio maz¢jimas ar nusistovéjimas rodo, kad
mazéja jgimto atsako dominavimas (Ross et al., 1993). Taip pat estradiolis, kaip atskleidziama kituose
tyrimuose, gali daryti jtakag limfocity aktyvacijai ir citokiny sekrecijai, reguliuvodamas imuninj atsaka

vystymosi metu (Kovats, 2015; Cutolo et al., 2004).

4.1 Estradiolio koncentracijy dinamika

Tyrimo metu nustatéme, kad 17p-estradiolio koncentracija statistiS8kai reikSmingai skyrési tarp
vystymosi stadijy. Zymiausi poky¢iai uzfiksuoti tarp 2 ir 3, bei 2 ir 5 vystymosi stadijy, kuriose hormono
kiekis reik§mingai maz¢jo. Tai leidzia daryti prielaida, kad auksc¢iausias estradiolio kiekis 2 stadijoje yra
neatsiejamas nuo aktyvios zindymo fazés, kurios metu organizme vyksta intensyviis fiziologiniai ir
imunologiniai procesai. Vélesnése augimo stadijose (3—5), kurios apima atjunkyma ir badavimo perioda,
estradiolio kiekis reik§Smingai sumaz¢ja, o tai rodo hormoning¢ adaptacija pasikeitusioms metabolinéms
salygoms. Sie rezultatai sutampa su Sherman-Cooney et al. (2005) pateiktais duomenimis, kur buvo
pastebeta, kad jiry zinduoliy jaunikliams estradiolio koncentracija padidéja vystymosi metu, taciau Sis
padidéjimas yra laikinas ir paprastai susijes su kritiniais fiziologiniais etapais, tokiais kaip Zindymo
pabaiga, brendimo pradzia ar imuninés sistemos aktyvacija. Estradiolis, kaip yra Zinoma, veikia limfocity
proliferacija, citokiny sekrecijg ir B lasteliy diferenciacijg (Straub, 2007; Kovats, 2015), todél jo laikinas
suaktyvejimas vystymosi pradZioje gali biiti siejamas su imuninio atsako stiprinimu zZindymo laikotarpiu.
Be to, Sio tyrimo rezultatai atitinka kitus darbus su jiiros Zinduoliais (Zhang et al., 2014), kuriuose
nustatyta, kad estradiolio kiekis daZniausiai koreliuoja su vystymosi stadija, o ne su absoliu¢iu amZiumi,
todél jo koncentracijos pokyciai yra geras biologinis rodiklis apibiidinantis fiziologinj peréjimg tarp
priklausomybés nuo motinos ir savarankiSsko gyvenimo pradzios. Nors kai kurie skirtumai nebuvo
statistiSkai reikSmingi, pastebimos kryptingos tendencijos, kad hormoninis aktyvumas gali vykti ir be
ryskiy piky, taciau vis tiek turéti funkcine reikSme. Galima manyti, kad tokie poky¢iai atspindi organizmo

VW —

zinduoliams atjunkymo laikotarpiu.
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4.2 Metody taikymo vertinimas ir rekomendacijos

Tyrimo metu paaiskéjo, kad tiek ELISA, tiek hematologiniai metodai, ypac rankinis Igsteliy
skai¢iavimas, gali biiti labai naudingi vertinant estradiolio pokycius bei leukocity sudétj, atspindincia
imunings sistemos bukle. Visgi jy tikslumui turi jtakos daugybé veiksniy — svarbu, ar méginiai buvo
ekstrahuoti, kokio tipo rinkinys naudotas (pavyzdziui, Tecan ar Arbor), bei kokiomis saglygomis vyko
analiz¢. Kaip rodo Graham ir Sait atlikti tyrimai, Sie veiksniai Zenkliai lemia gauty rezultaty
patikimuma. Praktikoje, pavyzdziui, zinoma, kad Tecan rinkiniai veikia tinkamai tik su ekstrahuotais
meéginiais (Surviliené, 2022), todél jy taikymas kitaip gali iSkraipyti duomenis. Be to, automatiniai
kraujo analizatoriai daznai néra pritaikyti laukiniy gyviiny kraujui, tad jy parodymai turéty bti

vertinami atsargiai, ypac jei jie néra papildomi rankiniais ar mikroskopiniais metodais.

4.3 Kraujo parametry pokyciai

Baltyjy kraujo kiineliy (WBC) analizg, atlikta trimis metodais — rankiniu skai¢iavimu (M_WBC),
analizatoriumi (A_WBC) ir morfologiniu vertinimu — parodé, kad nors tarp metody rasta statistiSkai
reikSmingy koreliacijy, praktiné jy reikSmé buvo ribota dél gana nedidelio koreliacijos koeficiento dydzio
(pvz., r = 0,3). Tai rodo, kad metodai gali matuoti ta patj biologinj procesa, taciau ne identiskai. Vien
regresijos analizé tarp A WBC ir M_ WBC parodé vidutiniskai stipry rysj (R? = 0,550), leidziant] tam
tikru tikslumu prognozuoti rankiniu biidu nustatytas reikSmes pagal analizatoriaus duomenis. Vis délto
biitina jvertinti metodologinius skirtumus — automatiniai hematologiniai analizatoriai daZnai néra
pritaikyti ruoniy kraujo specifikai, todél gali nevisiskai atpaZinti ar teisingai klasifikuoti netipines Igsteles
(Steell, S. Clay, et al., 2020), ypa¢ esant netipiniy granuliuoty lgsteliy buvimui. Taip pat galima prielaida,
kad vertinant limfocitus dalis jy gal¢jo biiti neteisingai identifikuoti kaip monocitai ir atvirksciai, kas

gal¢jo tureti jtakos koreliacijos rezultatams tarp $iy lasteliy tipy.

Tarp atskiry leukocity frakcijy nustatyta keletas svarbiy koreliacijy, kurios patvirtina tam tikrus
fiziologinius rySius. Stipri ir statistiS$kai reikSminga koreliacija egzistuoja tarp monocity ir eozinofily bei
monocity ir bazofily. Taip pat stiprus rysys nustatytas tarp bazofily ir eozinofily. Sie rezultatai atitinka
literatiiroje (Poulin et al., 1994; Kovats, 2015) apraSytas uzdegimines ar parazitines reakcijas, kuriy metu
Sios trys lasteliy grupés daznai aktyvuojamos kartu — tai gali biiti susij¢ su imuniniu atsaku j aplinkos

stresorius ar infekcijas.

Be to, matyti, kad bendras leukocity kiekis (M_WBC) stipriai koreliuoja su monocity ir
neutrofily skai¢iumi kraujyje, galima daryti prielaida, jog Sios dvi frakcijos reikSmingai prisideda prie

bendro leukocity kiekio poky¢iy. Sis atradimas taip pat dera su literatiiroje déstoma informacija, kuri
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teigia, kad monocitai ir neutrofilai yra pagrindiniai pirminio uzdegiminio atsako komponentai, o jy

skaiCiaus padidéjimas paprastai laikomas vienu pirmyjy imuninio atsako Zymeny (Straub, 2007).

Tuo tarpu limfocity koreliacijos su kitomis Igstelémis buvo silpnesnés, taciau reikSmingos — ypac
su monocitais ir bazofilais. Tai gali atspindéti limfocity gebéjimg savarankiskai vystytis arba skirtinga
funkcija imuniniame atsake. Pastebéta, kad limfocity kiekis padidéjo vélesnése vystymosi stadijose, kas
gali rodyti jgyto imuniteto brendimg. Ross et al. (1993) taip pat apraSo, kad limfocity skai¢ius ruoniy
jaunikliams padidéja artéjant atjunkymui, kai gyviinai pradeda savarankiskai sgveikauti su aplinka ir jy

imuning sistema aktyviai adaptuojasi.

4.4 Apibendrinimas

Tyrimo rezultatai parodé, kad 17B-estradiolio koncentracija Baltijos pilkyjy ruoniy jaunikliy
organizme reik§mingai kito priklausomai nuo vystymosi stadijos — didziausia ji yra ankstyvose stadijose,
o veéliau mazéjo. Tai siejama su Zindymo pabaiga ir hormonine adaptacija. Kartu nustatyti reikSmingi
leukocity frakcijy (ypa¢ monocity, limfocity ir neutrofily) kiekio poky¢iai, rodantys aktyvy imuninés
sistemos brendimg — limfocity daugéjimas vélesnése stadijose rodo jgyto imuniteto formavimasi, o
neutrofily mazéjimas — jgimto atsako mazg¢jima. Naudoty metody analizé atskleidé, kad rankinis
(M_WBC) leukocity skai¢iavimas ir tinkamai pritaikytas ELISA metodas yra tinkami laukiniy jiriniy
zinduoliy tyrimams, taciau jy patikimumas priklauso nuo méginiy paruoSimo (ekstrahavimo) ir analizés
salygy. Apibendrinant galima teigti, kad tyrimas patvirtina glaudy ry$j tarp hormoniniy, imunologiniy ir
augimo procesy bei pabrézia standartizuoty metody svarbg atliekant fiziologinius tyrimus su laukiniais

gyvinais.

Nustatytos tendencijos ir statistiSkai reikSmingi rySiai dera su esamais literatiros duomenimis

A

susijusius su analizeés technika bei lauko tyrimy saglygomis. Ateities tyrimuose rekomenduojama:
o siekti vienodesnio im¢iy pasiskirstymo tarp stadijy,

o derinti hormoninius ir imunologinius parametrus, kad buty galima visapusiSkai jvertinti

jaunikliy fiziologing bukle.

e Dar detaliau vertinti limfocitus skai¢iuojant per mikroskopa
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Autoriaus asmeninis indélis
Autoré atliko statisting duomeny analiz¢ (Formal Analysis), vykdé fermentinés
imunofermentinés analizés (ELISA) tyrimus (Investigation), prisidé¢jo prie duomeny

interpretavimo (Data Curation) ir tyrimo metodikos taikymo (Methodology).

Darbo vadovas padéjo formuluojant tyrimo id¢ja (Conceptualization) bei konsultavo
visais tyrimo vykdymo ir rezultaty aptarimo etapais. Taip pat vadovas konsultavo viso Darbo

raSymo metu.
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ISvados
Estradiolio koncentracijos skyrési priklausomai nuo pasirinkto ELISA rinkinio (Tecan ar Arbor) ir
meéginio apdorojimo (ekstrahuotas ar neekstrahuotas).
Gauta reikSminga koreliacija tarp leukocity koncentracijy, gauty rankinio leukocity skai¢iavimo
metodu (M_WBC) ir automatinio analizatoriaus pagalba (A WBC), taciau atskiry leukocity frakcijy
rezultatai tarp metody daznai nesutapo. Rankinio skai¢iavimo duomenimis identifikuotos stiprios
tarpusavio koreliacijos tarp kai kuriy Igsteliy tipy, rodancios jy glaudy fiziologinj rysi.
Nustatyta, kad estradiolio koncentracija reikSmingai maz¢jo progresuojant vystymosi stadijoms.
Nustatyta, kad nors tiesioginiy, stipriy ir statistiSkai reikSmingy koreliacijy tarp estradiolio ir atskiry
hematologiniy rodikliy nenustatyta, pastebétos tendencijos leidZia manyti apie galimg netiesioginj

estradiolio poveikj imunologiniams procesams.
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Estradiolio koncentracijos ir hematologiniy rodikliy sasaja Baltijos

pilkuyju ruoniy (lot. Halichoerus grypus) jaunikliuose

SANTRAUKA

I§ jiiriniy zinduoliy Baltijos jiiroje labiausiai paplite yra pilkieji ruoniai (lot. Halichoerus grypus),
kurie dé¢l savo vietos mitybos grandinéje laikomi svarbiais ekosistemos biiklés indikatoriais. D¢l aplinkos
tarSos ir hormony pusiausvyros sutrikimy vis daugiau démesio skiriama jaunikliy vystymosi laikotarpiui

— ypac endokrininiy ir imuniniy veiksniy sgveikai.

Sio magistro darbo tikslas — jvertinti steroidinio hormono estradiolio koncentracijy poky&ius ir jy sasajas
su hematologiniais bei morfometriniais rodikliais pilkyjy ruoniy jaunikliy vystymosi metu. Darbo
uzdaviniai: (1) nustatyti estradiolio koncentracijas naudojant skirtingus ELISA rinkinius; (2) palyginti
ekstrakcijos jtakg hormony nustatymui; (3) jvertinti kraujo parametrus, taikant rankinius ir automatinius
skai¢iavimo metodus; (4) jvertinti ry$j tarp estradiolio ir leukocity koncentracijy bei vystymosi stadijy.
Tyrime lyginti skirtingi estradiolio nustatymo metodai, vertinta leukocity sudétis ir jy sasajos su kiino
mase, lytimi bei vystymosi stadija. Gauti rezultatai atskleidé reikSmingus leukocity kaitos bei estradiolio
koncentracijos rySius su vystymusi, o tyrimo iSvados prisideda prie jaunikliy fiziologijos ir aplinkos

poveikio vertinimo Baltijos jliros ruoniy populiacijose.
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Link Between Estradiol Concentrations and Hematological Parameters

in Baltic Grey Seal (lot. Halichoerus grypus) Pups

Summary

Among marine mammals in the Baltic Sea, grey seals (Halichoerus grypus) are the most
widespread species and are considered important indicators of ecosystem health due to their top position
in the food chain. Increasing attention is being paid to the developmental period of pups, especially to
the interaction between endocrine and immune factors, in the context of environmental pollution and

hormonal imbalance.

The aim of this Master's thesis is to assess the changes in estradiol concentrations—a steroid
hormone—and their association with hematological and morphometric parameters during the early de-
velopment of grey seal pups. The objectives of the study are: (1) to determine estradiol concentrations
using different ELISA Kkits; (2) to compare the effect of sample extraction on hormone quantification;
(3) to evaluate blood parameters using both manual and automated counting methods; and (4) to assess
the relationship between estradiol levels, leukocyte counts, and developmental stages. The study com-
pares different estradiol measurement methods, evaluates leukocyte composition, and analyzes their
association with body mass, sex, and developmental stage. The results revealed significant rela-
tionships between leukocyte variation and estradiol concentration during development, contributing to
a better understanding of pup physiology and the effects of environmental factors on Baltic grey seal

populations.
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Priedas 1

Duomenys surinkti Estijoje. Tirty ruoniy 2024-2025 metais jaunikliy duomenys. Vietové-

vieta, kurioje surinkti méginiai, ID- priskiriamas numeris kuriuo individo méginiai bus identifikuojami,

lytis — M- vyras, F- moteris, stadija (1-5 stadija), atjunkymo stadija (weaner- atjunkytas, pup- jauniklis,

kuris dar yra zindomas motinos) ir svoris kilogramais pateikti lenteléje

Vietové

Gyviinas

Lytis

Stadija

Kiino

svoris

Vietove

Gyviinas

Lytis

Stadija

Kiino

svoris

26 Weaner M 5 45.8 51 Weaner F 5 40
Innarahu Hijuma
Innarahu 27 | Weaner | F 5 37 Hijuma 52 | Pup F 3 15
Innarahu 28 Weaner M 5 34.2  Hijuma 53 Pup F 2 16
Innarahu 29 Pup F 3 31.5 | Alirahu 54 | Weaner M 5 45
Innarahu 30 Weaner M 4 45.1 | Alirahu 55 Pup F 2 20
Innarahu 31 Pup F 3 32.75 | Alirahu 56 | Pup M 3 32
Innarahu 32 Weaner M 4 33.35  Alirahu 57 Weaner F 4 50
Innarahu | 33  Weaner | F 5 40.1 | Alirahu 58 | Pup F 3 19
Innarahu 34 Weaner F 4 41 Alirahu 59 Weaner M 4 57
Innarahu 35 | Weaner M 5 33.45 | Innarahu 60 Pup M |3 29
Innarahu 36 Pup F 4 32.65  Innarahu 61 Pup M 3 31
Innarahu 37 | Pup M 4 40.2 | Innarahu 62  Weaner M 5 47
Innarahu 38 Pup F 3 36.3 | Innarahu 63 Pup F 3 35
Innarahu 39  Pup M 3 27.6 | Innarahu 64  Weaner M 5 45
Innarahu 40 Pup F 3 36.1 | Innarahu 65 Weaner F 5 45
Innarahu 41 | Weaner | F 5 28.68 | Innarahu 66 Pup M |3 19
Innarahu 42 Weaner M 5 33.7  Innarahu 67 Pup F 2 19
Innarahu 43  Pup F 4 31.7 | Innarahu 68 | Weaner  F 4 33
Innarahu 44  Weaner M 4 36.4 | Innarahu 69 Pup M 2 15
Innarahu 45 | Weaner M 5 39 Vestikumaa | 70 | Pup M 3 36
Hijuma 46 Pup M 3 39.4  Vestikumaa 71 Weaner F 4 29
Hijuma |47 Weaner M 4 494 | Vestikumaa | 72 @ Pup F 3 23
Hijuma 48 Pup M 3 27 Vestikumaa 73 Weaner M 4 41
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Hijuma 49 Pup 14 Vestikumaa 74 Pup  F 22
Hijuma 50 Pup 34 Vestikumaa = 75  Pup M 15
Vestikumaa = 76 | Pup M 21
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