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Metallien madrd ympaéristdssé on lisdéntynyt merkittdvésti ihmistoiminnan my&td. Monet metallit ovat
elioille myrkyllisid, koska ne lisddvit vapaiden happiradikaalien tuotantoa soluissa ja vahingoittavat
elimiston antioksidanttipuolustusta. Tdma voi johtaa oksidatiiviseen stressiin ja vaurioihin kudoksissa
ja solurakenteissa. Antioksidanttientsyymit valmistuvat soluissa ja muuntavat vapaita happiradikaaleja
vaarattomaan muotoon. Niiden aktiivisuutta voidaan kayttdd oksidatiivisen stressin biomarkkerina
tutkittaessa metallisaastuneisuuden vaikutuksia elidihin. Myrkyllisilld metalleilla voi olla pieniné
pitoisuuksina my6s hyodyllisid vaikutuksia, mikéli ne stimuloivat antioksidanttipuolustusta parantaen
yksilon kelpoisuutta ja stressinsietokykya. Tama on esimerkki hormeesista. Hormeesi on kaksivaiheinen
prosessi, jossa pienelld annoksella on elion fysiologialle stimuloivia tai suotuisia ja korkealla annoksella
ehkiisevid tai myrkyllisid vaikutuksia.

Tassd tydssd tutkin onko metalleilla hormeettista vaikutusta kirjosiepon (Ficedula hypoleuca) ja
talitiaisen (Parus major) poikasten oksidatiivisen stressin biomarkkereihin. Aineisto on keratty
Harjavallan metallisulaton ympéristostd ja Turun Ruissalosta vuosina 2004-2015 (n = 799 poikasta).
Biomarkkereina ovat verestd méadritetyt antioksidanttientsyymit glutationiperoksidaasi (GP), katalaasi
(CAT) ja superoksididismutaasi (SOD), ja niiden aktiivisuutta selittdvind muuttujina lintujen ulosteesta
mitatut arseenin (As), kadmiumin (Cd) kuparin (Cu), nikkelin (Ni) ja lyijyn (Pb) pitoisuudet sekd
poikasten paino ja poikuekoko. Sovitin aineistoon yleistetyn lineaarisen sekamallin, jonka avulla
tarkastelin metallien yhteisvaikutusta kuhunkin antioksidanttientsyymiin yksitellen ja kummallekin
lajille erikseen.

Tulosten perusteella ympariston metallipitoisuudella on hormeettinen vaikutus talitiaisen poikasten GP-
aktiivisuuteen: alhainen metallipitoisuus aktivoi GP:td, mutta kasvavassa metallipitoisuudessa GP-
aktiivisuus véhenee. Samanlainen vaste nékyy kirjosiepon SOD-aktiivisuudessa. Saamani tulokset
viittaavat  siis sithen, ettd ympériston metallipitoisuudella on hormeettinen  vaikutus
antioksidanttientsyymiaktiivisuuksiin ja mahdollisesti lintujen oksidatiivisen stressin tasoon.
Tutkimusta olisi hyva jatkaa mittaamalla entsyymiaktiivisuuksien lisiksi mm. oksidatiivisesta stressisti
aiheutuneita solu- ja kudosvaurioita, jolloin olisi mahdollista saada parempi késitys lintujen
metalliensietokyvysta.

Avainsanat: antioksidanttientsyymi, biomarkkeri, Ficedula hypoleuca, hormeesi, linnut, metallit,
oksidatiivinen stressi, Parus major
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Human activity has significantly increased the amount of toxic heavy metals in the environment. Heavy
metals are toxic for the living organisms, mostly because they intensify the production of reactive
oxygen species (ROS) and disturb the antioxidant defence system. If the production of ROS is increased
above normal level and cannot be handled by antioxidant defence, it can lead to oxidative stress and
cellular damage. Since antioxidant enzymes detoxify harmful compounds, they can be used as
biomarkers of oxidative status of organisms in metal polluted areas. However, in low doses these same
metals can play important roles by stimulating antioxidant defence and therefore improve the fitness and
stress tolerance of individuals. This is an example of phenomenon called hormesis defined as a biphasic
dose response where only a high dose leads to toxic or inhibitory response whereas a low dose causes
beneficial or stimulatory response.

In this study, I examined whether there is a hormetic effect of metal exposure on oxidative stress in pied
flycatcher (Ficedula hypoleuca) and great tit (Parus major) nestlings. The study was conducted in
Harjavalta, close to a metal smelter complex and in Turku (Ruissalo) in 2004—2015 (n = 799 nestlings).
Three antioxidant enzymes measured from the blood of the nestlings represent oxidative stress
biomarkers: glutathione peroxidase (GP), catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD).
Concentrations of five metals common in Harjavalta, arsenic (As), cadmium (Cd), copper (Cu), nickel
(Ni) and lead (Pb), were determined from nestlings’ faeces. To find out how metals link to antioxidant
enzymes, a linear mixed model was built separately for both species with antioxidant enzymes as
response variables and metals, brood size and body mass of the nestlings as explanatory variables.

The results suggest that there is an association between metal exposure and antioxidant defence. In great
tit nestlings a low exposure increases GP activity but in a higher exposure GP activity decreases. The
same response takes place in SOD activity of pied flycatcher nestlings. Thus, environmental metal
exposure may have hormetic effects on antioxidant enzymes as biomarkers of oxidative stress. To
validate or rejects these assumptions further and to gain a better overall picture of the role of hormesis
in metal tolerance of birds, actual oxidative damages (e. g. lipid peroxidation) in tissues and cells should
be studied more.

Key words: antioxidant enzymes, biomarkers, birds, Ficedula hypoleuca, heavy metal, hormesis,
oxidative stress, Parus major



SISALLYS

1.

A O

1.1
1.2
1.3
1.4

2.1
2.2
2.3
2.4

JOHDANTO ..ttt ettt et ss et e e saeenaeeneenneenseas 1
Metallit ymparistOMYrkkYNG. .............cccoooeveeviiiiiiiiieeiieeeieeeee e 1
Oksidatiivinen stressi ja antioksidanttipuOluStus ..............cc.cceveeveeveeceeenneennse. 4
HOVIM@EST ... 7
TUtkimUSKYSYIPKSEL...........oooeeeieiiieeee ettt 9

AINEISTO JA MENETELMAT .....cooiviiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 10
TULKIMUSAIUE ...t 10
TULKEMUSIAJTE ... 11
ATRCISTON KOF UL ...t e e e 12
Tilastollinen AnALYYST ............cccoouiiiiiiiiiiiieie e 16

TULOKSET ..ttt ettt st sttt et et 18

TULOSTEN TARKASTELU ..ottt 23

JOHTOPAATOKSET ..ot ssesssssssessessses 27

KIITOKSET ...ttt sttt ettt e eneesneense e e 28

LAHTEET ..ottt 29

LITEET



1. JOHDANTO

Metallien méédra ymparistossid on lisddntynyt merkittdvasti ihmistoiminnan, kuten me-
talli-, kaivos-, ja kemianteollisuuden, liikenteen seké fossiilisten polttoaineiden kidyton
myotd (Walker ym. 2012). Vaikka metallipdéstot ovat viime vuosikymmenind olleet mo-
nin paikoin laskussa ja ovat Suomessa yleisesti ottaen alhaisia, esiintyy korkeita metalli-
pitoisuuksia edelleen paikallisesti (Poikolainen ym. 2004). Metallipdéstot paatyvét il-
masta kuiva- ja mirkélaskeumana maaperéén ja vesistoihin, edelleen kasveihin ja selka-
rangattomiin ja lopulta niitd ravintona kdyttiviin petoihin (Eeva & Lehikoinen 1996;
Méndez-Rodriguez & Alvarez-Castafieda 2016; Ruiz ym. 2019). Vaikka jotkin metallit,
esimerkiksi sinkki ja kupari, ovat elidille vélttdméattomia hivenaineita, on osa metalleista,
kuten arseeni, kadmium ja lyijy, yleensd jo hyvin pienind pitoisuuksina myrkyllisid
(Scheuhammer 1987; Valko ym. 2005). Myrkkyvaikutukset johtuvat ennen kaikkea me-
tallien taipumuksesta lisétd vapaiden happiradikaalien tuotantoa soluissa ja vahingoittaa
elimiston antioksidanttipuolustusta. Tdméa voi johtaa oksidatiiviseen stressiin ja edelleen
oksidatiiviseen vaurioon kudoksissa ja solurakenteissa (Halliwell & Gutteridge 2007).
Hyvin pieniné pitoisuuksina myrkyllisilld metalleilla voi olla hyddyllisidkin vaikutuksia,
mikali ne stimuloivat antioksidanttipuolustusta, parantavat elion kelpoisuutta ja lisdavét
stressinsietokykyd. Téllaista stressitekijan aiheuttamaa kaksivaiheista ilmioté, jossa pie-
nelld altistumisella on suotuisia ja vasta korkealla annoksella myrkyllisid vaikutuksia,

kutsutaan hormeesiksi (Calabrese ym. 2007; Mattson 2008).

1.1 Metallit ympdristomyrkkynd

Ympairiston metallipitoisuudet ovat Suomessa muiden Pohjoismaiden, Baltian ja Skot-
lannin ohella Euroopan alhaisimpia tiukan lainsdddédnnon ja kehittyneen teknologian
vuoksi. Sammaleista mitatut metallipitoisuudet ovat laskeneet Suomessa vuodesta 1985
lahtien, mutta paikoitellen, kuten Satakunnassa sijaitsevan Harjavallan metallisulaton 14-
helld, pitoisuudet ovat edelleen muuta Suomea selvésti korkeammat. Esimerkiksi vuosina
1985-1990 sammalten kuparipitoisuus oli koko Suomessa keskimdirin alle 5,0 ng/g,
mutta Harjavallassa kuparipitoisuuden keskiarvo oli 30 pg/g maksimin ollessa yli 200
ug/g (Poikolainen ym. 2004). Harjavallan teollisuusalueen pitkd historian vuoksi — alu-
eella jo vuodesta 1944 lahtien — metalleja on ehtinyt kertyd maaperién, josta niitd paityy

edelleen ravintoverkon eri trofiatasoille.



Osalla metalleista, kuten arseenilla (As), kadmiumilla (Cd), kromilla (Cr), kuparilla (Cu),
lyijylla (Pb), elohopealla (Hg), nikkelilld (Ni) ja sinkilld (Zn) tiedetddn olevan myrkyllisid
vaikutuksia elidihin. Usein ndistd metalleista puhutaan raskasmetalleina, joka on epévi-
rallinen ja epitarkka nimitys sellaisille metalleille, joilla on suuri tiheys (yli 5 g/cm?),
massa ja jarjestysluku (Duffus 2002). Ekotoksikologiassa késite on vakiintunut tarkoitta-
maan ympdristlle haitallisten metallien, mutta my0s tiettyjen puolimetallien ja epime-
tallien joukkoa. Koska késite on harhaanjohtava — esimerkiksi arseeni on puolimetalli —
olisi sen kayttoa tieteellisessd kirjallisuudessa perusteltua vilttdd. Pourret ja Hursthouse
(2019) ehdottavat, etti tilalla kéytettiisiin termid ”Potentially Toxic Elements” (PTEs).
Téssd tutkielmassa kaytén termiéd “metallit” tarkoittaessani tutkimuksessa mukana olevia

myrkyllisid metalleja tai puolimetalleja: kadmiumia, kuparia, nikkelid, lyijya ja arseenia.

Metallien myrkyllisyys perustuu niiden reaktiivisuuteen eli kykyyn muodostaa sidoksia
muiden yhdisteiden, kuten proteiinien ja DNA:n kanssa (Valko ym. 2005). Metallit voivat
myos lisdtd vapaiden happiradikaalien méérad kithdyttdmalld happiradikaalien tuotantoa
tai vahingoittamalla elimiston puolustuksesta huolehtivia antioksidantteja ja antioksidant-
tientsyymejd (Ercal ym. 2001; Pinto ym. 2003; Koivula & Eeva 2010). Toimintansa mu-
kaan metallit voidaan jakaa redox-aktiivisiin ja redox-inaktiivisiin metalleihin. Redox-
aktiiviset metallit, esimerkiksi kupari ja rauta, katalysoivat Fentonin reaktiota, jossa hap-
piradikaaleja muodostuu. Redox-inaktiiviset metallit, kuten lyijy, kadmium, elohopea ja
arseeni puolestaan kuluttavat antioksidantteja, esimerkiksi sitoutumalla glutationin tioli-
ryhmaéén, tai inaktivoivat antioksidanttientsyymejé kiinnittymalld niiden aktiiviseen koh-
taan. Nikkelilli on molempien ryhmien ominaisuuksia, silld se sekd osallistuu Fentonin
reaktioon ettd kykenee sitoutumaan glutationiin (Stohs & Bagchi 1995; Ercal ym. 2001;
Valko ym. 2005; Rana 2008; Jozefczak ym. 2012; Valko ym. 2016).

Arseeni (As) on myrkyllinen ja karsinogeeninen puolimetalli, jota esiintyy maa- ja kal-
lioperéssé sekd pohjavedessd. Arseenin, kuten myds muiden myrkyllisten metallien pai-
asiallisia pddstoldhteitd ovat metalli- ja kaivosteollisuus sekéd fossiilisten polttoaineiden
poltto. Lisdksi arseenia kédytetdén kasvi- ja hyonteistorjunnassa (Loukola-Ruskeeniemi &
Lahermo 2004). Toistuva altistus pienillekin arseeniméérille on elidille haitallista. Taliti-
aisen (Parus major) poikasten selviytymistodennékdisyytté riittdd heikentiméain vain 0,2
pug annos epdorgaanista natriumarseniittia painogrammaa ja vuorokautta kohden
(Sanchez-Virosta ym. 2018). Toisaalta tutkittaessa ihmisalkion keuhkojen sidekudosta on

havaittu, ettd natriumarseniitti saattaa hyvin pienini pitoisuuksina ehkdistd syovin syntyé
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ja vdhentdd happiradikaalien muodostumista (Yang ym. 2007). Orgaanista arseenia kay-
tetddn yhtend ainesosana siipikarjan kasvua lisddvissd roksarsoni-yhdisteessd (Hileman

2007).

Lyijyn (Pb) pddstoléhteitd ovat teollisuuden ja energiantuotannon liséksi liikkenne ja met-
sdstys. Lyijy héiritsee hermoston, verenmuodostuksen, maksan ja erityselimiston toimin-
taa, ja myrkyllisyyttd lisdd sen taipumus kertyd ravintoketjussa (Flora ym. 2012). Lyijy
sdilyy maaperdssa pitkddn, joten se on uhka ymparistolle vuosikymmenié vapautumisensa
jilkeen (Berglund ym. 2009). Pohjois-Ruotsissa kirjosieppojen (Ficedula hypoleuca)
ulosteista l0ydettiin suuria lyijypitoisuuksia, 23 + 27 pg/g, vield viisi vuotta lyijykaivos-
toiminnan loppumisen jéilkeen (Berglund ym. 2010). Talitiaisilla vain 1 pg lyijya poika-
sen painogrammaa kohti riitti hiiritsem&én niiden vitamiiniaineenvaihduntaa (Ruiz ym.
2016). Silti lyjjylld on havaittu olevan myds hormeettisia vaikutuksia. Nain ja Smiths
(2011) altistivat tarhattuja japaninviiridisid (Coturnix coturnix japonica) lyijya sisilta-
ville juomavedelle. Kokeen altistustasot, 5 ug/g ja 50 pg/g, eivit aiheuttaneet immuno-
toksikologisia vaikutuksia, vaan sen sijaan ne alensivat lintujen kuolleisuutta ja paransi-

vat selviytymistodenndkdisyyttd kontrolliryhméén verrattuna.

Karsinogeeninen kadmium (Cd) kerdédntyy luustoon ja sisdelimiin, erityisesti munuaisiin,
maksaan ja kiveksiin (Scheuhammer 1987). Myrkkyvaikutuksia esiintyy jo suhteellisen
alhaisissa pitoisuuksissa, silld esimerkiksi huuhkajalla (Bubo bubo) veren kadmiumpitoi-
suuden ollessa yli 0,3 pg/dl, estyi kahden tutkitun antioksidanttientsyymin, katalaasin
(CAT) ja glutationiperoksidaasin (GP), toiminta (Espin ym. 2014a). Rotilla glutationin
(GSH) pitoisuus seké superoksididismutaasin (SOD) ja glutationi-S-transferaasin (GST)
aktiivisuuden on havaittu pienenevén kadmiumin vaikutuksista altistustason ollessa 2 mg
kadmiumkloridia (CdCI?) painokiloa kohden. Lisiksi kadmium aiheutti rotilla oksidatii-
visesta vauriosta kertovaa lipidien peroksidaatiota, eli hapettumista, aivokudoksessa ja
kiveksissd sekd kolmen ettd kuuden viikon altistumisen jélkeen (El-Missiry & Shalaby

2000).

Kupari (Cu) on pienind pitoisuuksina elidille vélttdmaton hivenaine. Kuparia tarvitaan
kymmenien proteiinien, kuten superoksididismutaasin (SOD) toimintaan (El Kazaz &
Hafez Hafez 2019), mutta korkeina pitoisuuksina se aiheuttaa esimerkiksi vaurioita mak-
saan ja lisdd vapaiden happiradikaalien méérad (Krumschnabel ym. 2005). My6s nikkelin

(Ni) on todettu olevan vélttimiton hivenaine ainakin bakteereille, arkeoneille, leville,
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kasveille ja muutamille eldimille, kuten rotille ja kanoille (Rana 2008; Song ym. 2017).
Korkeat nikkelipitoisuudet johtavat kuitenkin hermostollisiin-, geneettisiin-, immunolo-

gisiin- tai maksan vaurioihin (Das ym. 2008).

Metallisaastumisen vaikutuksia on tutkittu linnuilla kattavasti. Tutkimuksia on tehty esi-
merkiksi vesilinnuista (Hoffman 2002; Harding 2008), merilinnuista (Espin ym. 2016b;
Laranjeiro ym. 2020), petolinnuista (Espin ym. 2014b; Descalzo ym. 2021) ja pienistd
varpuslinnuista (Belskii ym. 2005; Isaksson ym. 2009; Berglund ym. 2010; Rainio ym.
2013). Lintujen kayttd metallisaastuneisuuden bioindikaattoreina on yleistd useasta
syystd. Ensinndkin keséisin monet lintulajit ruokailevat pienelld alueella pesinsa lahis-
tolld ja altistuvat metalleille padasiassa ravintonsa kautta. Jonkin verran altistumista ta-
pahtuu myd6s juomaveden, hengitysilman ja hdyhenpuvun sukimisen my6td (Dauwe ym.
2004; Sanderfoot & Holloway 2017). Toiseksi linnuilta on helppo kerdtd niytteitd niitd
vahingoittamatta (munat, hoyhenet ja uloste). Kolmanneksi linnut ovat kokoonsa ndhden
pitkdikéisid, mikd mahdollistaa aikasarjan kerddmisen (Dauwe ym. 2004). Neljanneksi
useat lintulajit pesivit ihmisen tekemissd pontdissé, jolloin niitd on helppo tarkkailla ja

mitata (Cramp and Perrins 1993; Sanchez-Virosta ym. 2018).

Linnuilla ympériston korkeiden metallipitoisuuksien on raportoitu mm. heikentdavén poi-
kasten kasvua ja selviytymistodenndkdisyyttd, hdiritsevdn luuston mineralisaatiota, huo-
nontavan lisdéintymismenestysti ja poikastuottoa, aiheuttavan geneettisid muutoksia, haa-
listavan hoyhenpuvun véritystd, huonontavan saatavilla olevan ravinnon laatua, pienen-
tdvén lintujen populaatiotiheyttd ja lajidiversiteettia sekd lisddvin oksidatiivista stressid
(Eeva ym. 2003; Eeva ym. 2006; Eeva ym. 2008; Gangoso ym. 2009; Koivula ym. 2011;
Eeva ym. 2012; Rainio ym. 2013; Berglund ym. 2014; Sadnchez-Virosta ym. 2018; Pacyna
ym. 2018; Sanchez-Virosta ym. 2020).

1.2 Oksidatiivinen stressi ja antioksidanttipuolustus

Oksidatiivinen stressi on biokemiallinen solunsisdinen tila, jossa antioksidanttipuolustuk-
sen ja vapaiden happiradikaalien vililld vallitsee epdtasapaino jalkimmadisten hyvéksi
(Kuva 1). Tama voi johtaa oksidatiiviseen vaurioon solun rakenteissa (Sies 1993; Finkel
& Holbrook 2000). Vapaat happiradikaalit ovat solujen normaalissa toiminnassa, kuten
soluhengityksessd, fotosynteesissé ja biotransformaatiossa muodostuvia happiyhdisteitd

(Finkel & Holbrook 2000). Vapaiden happiradikaalien muodostuminen kiihtyy lisdénty-
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METALLIT

Solujen normaali
(esim. As, Pb, Cu, Ni, Cd, Hgl aineenvaihdunta
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happiradikaalit
OKSIDATIIVINEN STRESSI |

Lipidien peroksidaatio | Proteiinien hapettuminen ‘ DNA-vahingot

h | /

SOLU- JA
KUDOSVAURIOT

Kuva 1.  Oksidatiivisen stressin mekanismi. Myrkylliset metallit lisddvét vapaiden happiradi-
kaalien tuotantoa ja heikentévét elimiston antioksidanttipuolustusta. Kun happiradi-
kaalien méérd elimistdssd on suurempi kuin antioksidanttipuolustuksen kyky eh-
kéistd niiden aiheuttamaa vauriota, on seurauksena oksidatiivinen stressi. Tdma voi
johtaa solu- ja kudosvaurioihin (kuva ideoitu Rainion (2013) ja Sanchez-Virostan
(2019) viitoskirjojen kuvien pohjalta).

neen metabolisen aktiivisuuden aikana, kuten alkioiden ja poikasten nopeassa kasvussa,
fyysisessd aktiivisuudessa, korkeassa ldmpotilassa ja eldimen siirtyessd horroksesta val-
vetilaan, sekd joidenkin ympaéristomyrkkyjen vaikutuksesta (Costantini 2013). Happira-
dikaaleihin kuuluvat esimerkiksi superoksidiradikaali O, hydroksyyliradikaali ‘OH ja
typpioksidi NO (Valko ym. 2005). Pieni mairé happiradikaaleja on térkedssé roolissa so-
luviestinndssd (Droge 2002), mutta suurina méérina ne voivat hiirita fysiologisia proses-
seja sekd vahingoittaa kudoksia, DNA:ta ja solujen proteiini- ja lipidirakenteita (Halliwell

& Gutteridge 2007).

Antioksidantit ja antioksidanttientsyymit ovat molekyylejd, jotka estdvét tai ehkdisevit
happiradikaalien aiheuttamaa oksidatiivista stressid (Halliwell & Gutteridge 2007). Anti-
oksidantteja saadaan esimerkiksi ravinnosta (karotenoidit, vitamiinit ja flavonoidit) tai
solujen itse valmistamina (glutationi eli GSH ja virtsahappo) (Sies 1993). Antioksidan-
teista tdrkein on glutationi sen nopean metalliensitomiskyvyn vuoksi. Se on 1dydetty ldhes
kaikilta tutkituilta elidlajeilta (Swiergosz-Kowalewska ym. 2006). Antioksidanttientsyy-
mit valmistuvat soluissa ja toimivat katalyytteind monissa tirkeissd antioksidatiivisissa
reaktioissa muuntaen vapaita happiradikaaleja vaarattomaan muotoon. Tarkeimmat anti-
oksidanttientsyymit ovat glutationiperoksidaasi (GP), glutationireduktaasi (GR), gluta-

tioni-S-transferaasi (GST), katalaasi (CAT) ja superoksididismutaasi (SOD). SOD muut-
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taa superoksidianionin vetyperoksidiksi ja CAT vetyperoksidin edelleen hapeksi ja ve-
deksi. GP katalysoi glutationin pelkistyneen muodon (GSH) hapettamista kahden gluta-
tionin muodostamaksi glutationidisulfidiksi (GSSG). Samalla vetyperoksidi hajoaa ve-
deksi. GR pelkistdd GSSG:n takaisin aktiiviseen GSH-muotoon. Biotransformaatioent-
syymi GST katalysoi glutationin ja muiden yhdisteiden vilisié reaktioita (Pinto ym. 2003;
Halliwell & Gutteridge 2007; Rainio 2013).

Antioksidanttipuolustus toimii eri lajeilla eri tavalla ja jopa ldheiset lajit, kuten talitiainen
ja sinitiainen (Cyanistes caeruleus), eroavat toisistaan tavassaan eliminoida happiradi-
kaaleja (Rainio 2013; Berglund ym. 2014). Koska antioksidanttientsyymien paitehtiva
on katalysoida happiradikaalien hajoamista, voi tehostunut antioksidanttipuolustus kertoa
lisddntyneestd happiradikaalien miéréstid. Entsyymiaktiivisuutta voidaankin kéyttda ok-
sidatiivisen stressin biomarkkerina tutkittaessa esimerkiksi ympériston saastuneisuuden
vaikutuksia elidihin (Pinto ym. 2003; Koivula & Eeva 2010). Muita yleisesti kaytettyja
oksidatiivisen stressin biomarkkereita ovat antioksidantit (glutationi ja virtsahappo), me-
talli-ioneita sitovat proteiinit eli metallotioniinit (Koivula & Eeva 2010), kudosvauriot,
kuten proteiinikarbonylaatio ja lipidien peroksidaatio (Isaksson ym. 2009; Rainio ym.
2015; Espin ym. 2020) sekd veriseerumista mitattavat reaktiiviset aineenvaihduntatuot-
teet (reactive oxygen metabolites) ja -antioksidantit (serum reactive antioxidant barrier)
(Costantini & Dell’Omo 2006; Stier ym. 2012). My®s todellista happiradikaalien maira
voidaan mitata, mutta happiradikaalien nopean puoliintumisajan takia se on hankalaa

(Halliwell & Gutteridge 2007).

Metallien on tutkittu vaikuttavan antioksidanttientsyymien aktiivisuuksiin muun muassa
siten, ettd oksidatiivisessa stressissd veren antioksidanttientsyymien méérd on normaali-
tilannetta korkeampi ja pelkistyneen ja hapettuneen glutationin suhde (GSH:GSSG) ma-
talampi (Isaksson ym. 2005; Rainio ym. 2013; Espin ym. 2017; Ruiz ym. 2019). Esimer-
kiksi Pohjois-Ruotsin metallisaastuneella alueella CAT- ja GR-aktiivisuudet ovat olleet
kirjosiepolla selvisti kohonneita (Berglund ym. 2007). Toisaalta hyvin suuri annos tiettya
stressitekijdd ja suuri happiradikaalien méérd voivat vahingoittaa antioksidanttientsyy-
mejd tai nithin liittyvad geenitoimintaa, jolloin tehostumisen sijaan entsyymiaktiivisuus
laskee. Costantinin ja Verhulstin (2009) mukaan antioksidanttien tai antioksidanttient-
syymien mééra ei sellaisenaan riitdkdén kertomaan elion oksidatiivisen stressin tasosta,
vaan samanaikaisesti tulisi aina tutkia myds todellisia oksidatiivisia vaurioita. Lisdksi on

huomioitava, ettd ympariston metallipitoisuus voi vaikuttaa oksidatiiviseen stressiin
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myos vilillisesti, silld saastumattomassa ympéristosséd linnuilla on enemmain ravintoa ja
se on parempilaatuista, minké seurauksena niiden kunto on hyvi, antioksidanttipuolustus

toimiva ja oksidatiivisen stressin taso alhainen (Koivula ym. 2011).

1.3 Hormeesi

Elimiston toimintaa hiiritsevien stressitekijoiden vaikutus ei ole aina suorassa suhteessa
niiden pitoisuuteen. Hormeesiteorian mukaan erilaiset kemialliset (esim. metallit), bioot-
tiset (esim. saalistus, kilpailu) ja fysikaaliset tekijét (esim. 1dmpdétila, ilman happipitoi-
suus) voivat pienind méérind vaikuttaa elididen fysiologiaan pédinvastaisesti kuin erittdin
suurina médrind. Altistuminen pienelle médrille haitallista stressitekijdd saa aikaan epa-
tasapainoa korjaavan adaptiiviseen vasteen, joka aktivoi solujen puolustusmekanismeja,
kuten antioksidanttientsyymien tuotantoa suojellen soluja ja parantaen elion toimintaky-
kyé (Calabrese & Blain 2005). Hormeesi on kaksivaiheinen prosessi, jossa alhainen annos
aiheuttaa elion fysiologialle stimuloivia tai suotuisia ja korkea annos ehkéisevia tai myr-
kyllisid vaikutuksia (Mattson 2008). Annoksen vaikutus vasteeseen nakyy U:n tai J:n tai

ylosalaisen U:n tai J:n muotoisena kdyrani (Kuva 2).

Hormeesista on raportoitu sadoissa tutkimuksissa eri lajeilla aina pienistd selkérangatto-
mista suuriin nisdkkéisiin (kootusti mm. Calabrese 2005 ja Berry & Lopez-Martinez
2020). Metalleilla on havaittu olevan hormeettista vaikutusta mm. sukkulamatoihin (As
— Schmeisser ym. 2013), sammakoihin (Cd — James & Little 2003; Gross ym. 2007),
viherleviin (Pb, Al (alumiini) Sacan ym. 2007), etanoihin (Pb, Zn, Cd — Lefcort ym.
2008), simpukoihin (Hg, Zn — Gould ym. 1989) kérpasiin (Cd — Nascarella ym. 2003),
hiiriin (Cd — Thijssen ym. 2007), nisdkésoluihin (Schmidt ym. 2004), kasveihin (Cala-
brese & Blain 2009) seké kasvien bakteereihin ja sieniin (Morkunas ym. 2018). Vaikutus
on havaittu tutkituissa lajeissa esimerkiksi parantuneena immuniteettina, tehostuneena ai-
neenvaihduntana tai lisdéntyneend kasvuna ja jélkeldistuottona. Esimerkiksi Harding
(2008) tutki hiilikaivoksilta huuhtoutuvan seleenin vaikutuksia punaolkaturpiaalin (4ge-
laius phoeniceus) munintaan. Pieni maard seleenid tehosti munintaa ja poikasten kuoriu-
tumista, kun taas seki korkea ettd hyvin matala seleenialtistus heikensivét kuoriutumisen
onnistumista. Tuloksissa poikasten kuoriutuneisuus suhteessa ympériston seleenipitoi-

suuteen nikyi hormeesin tavoin ylosalaisen U:n muotoisena vasteena.
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Kuva 2. A) Hormeesin osoittava vastekdyrd on ylosalaisen U:n mallinen, kun alhaisella altis-
tumisella stressitekijélle on stimuloivia ja korkealla altistumisella estdvia vaikutuksia
esimerkiksi kasvuun, hedelmaéllisyyteen tai pitkdikdisyyteen. B) Hormeesin osoittava
vastekdyrd on U:n mallinen, kun alhaisella altistumisella on vihentdvié ja korkealla
altistumisella lisddvid vaikutuksia esimerkiksi karsinogeneesiin, mutageneesiin tai
tautien esiintyvyyteen (Calabrese 2005).

Useat tutkimukset osoittavat, ettd hormeesi voidaan kytked myos oksidatiivisen stressin
tasoon (Yang ym. 2007; Zhang ym. 2009). Esimerkiksi sukkulamadoilla (Caenorhabditis
elegans) alhainen arseenialtistus kiihdytti vapaiden happiradikaalien tuotantoa, miké puo-
lestaan aktivoi antioksidanttipuolustuksen ja edelleen pidensi matojen elinikdd (Schmeis-
ser ym. 2013). Tunkiolieroilla (Eisenia fetida) alhainen kadmiumpitoisuus lisdsi CAT- ja
SOD-aktiivisuutta, mutta korkea pitoisuus inaktivoi entsyymeja (Zhang ym. 2009). Los-
datin ym. tutkimuksessa (2018) talitiaisen poikasia altistettiin 11 pdivén idssd parakvatti-
rikkakasvimyrkylle tarkoituksena lisdtd lintujen oksidatiivista stressid. Kun vuodenikéi-
sid tiaisia jdlleen tutkittiin, havaittiin myrkylle altistetuilla linnuilla oksidatiivisten vauri-
oiden tason (lipidien peroksidaation) olevan alhaisempi ja hdyhenpuvun kirkkaampi kuin
kontrolliryhmin linnuilla. Tédssé tapauksessa hormeesi ilmeni poikasten kokeman stressin
tuomana suotuisana vaikutuksena aikuisidn selviytymiseen eli niin kutsuttuna pohjavai-
kutuksena (priming effect tai conditioning effect, Calabrese ym. 2007; Costantini ym.
2010). Myos rikkakasvimyrkky dikvattibromidin on tutkittu johtavan aikuisilla koiras



seeprapeipoilla (Taeniopygia guttata) tummempaan hdyhenpukuun ja parantuneeseen an-
tioksidanttitasoon (Rodriguez-Martinez & Galvan 2020). Galvan ym. (2014) puolestaan
havaitsi tutkiessaan useita lintulajeja eri etdisyyksilla TSernobylisti, ettd alueen linnut oli-
vat sopeutuneet radioaktiiviseen sdteilyyn: lintujen glutationin mééré lisdéntyi ja kunto
parani, mutta oksidatiivinen stressi ja DNA:n vauriot vihenivit séteilytason kasvaessa.
Adaptiivista vastetta on 10ydetty myos kaupunkiympdristossd eldviltd mustarastailta
(Turdus merula), joilla krooninen lyijyaltistus pidensi elinikdi ja paransi selviytymisto-
denndkoisyyttd, mutta toisaalta heikensi lisddntymismenestysté (Fritsch ym. 2019). Huo-
mioitava kuitenkin on, ettd edelld mainitut seeprapeippojen, TSernobylin lintujen ja mus-
tarastaiden tutkimukset olivat ei-kokeellisia, eli saatuihin tuloksiin ovat voineet vaikuttaa

muutkin tutkimusalueiden ymparistotekijét.

Vaikka hormeesista on runsaasti todisteita, tunnetaan se tiedemaailmassa edelleen huo-
nosti ja sitd harvoin tutkitaan systemaattisesti — hormeesi paljastuu tutkijalle pikemmin-
kin odottamattomien tulosten seurauksena (Calabrese & Baldwin 2002). Tutkijat eivét
valttamatta tunnista ilmioté, vaan késittelevit julkaisuissaan epédlineaarisia (nonlinear) tai
kaksivaiheisia (biphasic) vasteita, tai tulkitsevat hormeesin pelkéksi aineiston taustaha-
lyksi. Ongelmia aiheuttaa myos se, ettd ekotoksikologian koeasetelmissa eri annoksia on
tyypillisesti vain muutama. Tamai saattaa jattdd tulosten taustalla olevan epélineaarisen

vasteen nakymattomaksi ja johtaa sen vuoksi vdiriin johtopéatoksiin (Calabrese 2005).

1.4 Tutkimuskysymykset

Téssd tyossd tutkin ndkyyko metallien hormeettinen vaikutus kirjosiepon ja talitiaisen
poikasten oksidatiivisen stressin biomarkkereissa Harjavallasta ja Ruissalosta kerdtyssi
aineistossa (n = 799). Satakunnassa sijaitsevan Harjavallan teollisuusalueen ldheisyy-
dessd on tutkittu lintujen oksidatiivista stressid vuodesta 2004 ja saastumisen vaikutuksia
vuodesta 1991 ldhtien. Useita haitallisia metallipdéstdjen vaikutuksia on raportoitu viime
vuosiin asti (esim. Rainio ym. 2013; Berglund ym. 2014; Sanchez-Virosta ym. 2020; M-
kinen ym. 2021). Metallien mahdollista hormeettista vaikutusta lintujen oksidatiiviseen
stressiin ei Harjavallassa ole kuitenkaan kattavasti tutkittu. Tutkimukseni biomarkkereina
ovat antioksidanttientsyymit GP, CAT ja SOD, jotka kertovat antioksidanttipuolustuksen
tehokkuudesta eli siitd, miten hyvin ko. entsyymit pystyvit ehkdisemdan oksidatiivisen
stressin syntyé (Halliwell & Gutteridge 2007). Selittdvind muuttujina ovat poikasilta ke-

rityistd ulosteista mitatut arseenin, kadmiumin, kuparin, nikkelin ja lyijyn pitoisuudet.
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Ulosteen metallipitoisuuksien on todettu ilmentdvin ravinnon kautta saatavaa metallial-
tistusta (esim. Eeva & Lehikoinen 1996) ja kertovan todenmukaisesti ympériston metal-
lipitoisuudesta (Dauwe ym. 2004). Arseeni, kadmium ja lyijy ovat mukana korkean myr-
kyllisyytensd vuoksi, nikkeli ja kupari runsaan alueellisen esiintymisensd vuoksi. Tar-

kemmat tutkimuskysymykseni ovat:

1. Onko ympdriston metallipitoisuuksien ja antioksidanttientsyymien vdlilld hor-
meesiin viittaavaa epdlineaarista yhteyttd?

2. Onko yhteys erilainen eri lajeilla ja eri antioksidanttientsyymeilld?

Aikaisempiin tutkimuksiin nojaten (mm. Zhang ym. 2009; Schmeisser ym. 2013; Berry
& Lopez-Martinez 2020) oletan 16ytdvani merkkejd hormeesista ja metallien kaksivaihei-
sesta yhteydestd antioksidanttientsyymien aktiivisuuteen. Hormeettinen yhteys todenni-
koisesti vaihtelee lajeittain ja entsyymeittdin, silld ndin on todettu antioksidanttientsyy-

mien ja metallien suhteenkin olevan (Rainio ym. 2013; Berglund ym. 2014).

2. AINEISTO JA MENETELMAT

2.1 Tutkimusalue

Tutkimusalue sijaitsee Harjavallan kaupungissa (61°21" N, 22°10" E) ja sen ymparistossi
(Kuva 3). Harjavalta on yksi metallisaastuneimmista alueista Suomessa ja sielld sijaitsee
Harjavallan Suurteollisuuspuisto, joka sai alkunsa vuonna 1944, kun Outokummun kupa-
risulatto siirrettiin Imatralta sodan jaloista Lansi-Suomeen. Kymmenen vuotta myohem-
min alueella aloitettiin my6s nikkelin valmistus (Harjavallan Suurteollisuuspuisto: His-
torian vuosikymmenet 2010). Teollisuusalueen keskeisimmat pdéstot ovat nikkeli ja ku-
pari, mutta myds mm. arseenia, sinkkid, lyijyd ja rikkioksideja vapautuu ympiristoon
merkittavid maaria (Kiikkild 2003), vaikkakin alueen pdistdjen méard on vihentynyt
merkittdvisti viimeisten vuosikymmenten aikana (Kubin ym. 2000; Poikolainen ym.
2004; Kozlov ym. 2009). Koealoista seitsemén (vuonna 2004 kuusi) sijaitsee alle 2,5 ki-
lometrin padssid Harjavallan tehdasalueelta ja ne edustavat néin ollen saastunutta aluetta
(Kuva 3). Saastumattomia vertailualueita edustavat kuusi 4,5-11 kilometrin padssi teh-

dasalueelta sijaitsevaa tutkimuspaikkaa. Vuonna 2011 aineistoa keridttiin my6s Turun
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Kuva 3. Harjavallan tutkimusalue. Mustat pisteet kuvaavat koealoja ja ympyra tehtaan ympéa-
rilld 2,5 km séteelld olevaa saastunutta aluetta (Rainio ym. 2013).

Ruissalosta (60°26" N, 22°10" E), joka sijaitsee Harjavallasta noin 100 kilometrin etiisyy-
della. Kasvillisuudeltaan Harjavallan tutkimusalueen metséit ovat mannyn (Pinus sylvest-
ris) hallitsemaa kangasmetséi, jossa sekapuuna kasvaa myo6s kuusta (Picea abies) ja koi-

vua (Betula sp.). Ruissalossa kasvaa my0s tammia (Quercus robur).

2.2 Tutkimuslajit

Tutkitut lintulajit ovat kirjosieppo ja talitiainen. Kirjosieppo (Kuva 4A) on pieni (10-17
g) ja runsaslukuinen hyonteissyjd, joka pesii koko maassa pohjoisimpaan Lappiin asti ja
muuttaa talveksi Lounais-Afrikkaan. Kirjosieppokoiraat ovat useimmiten paikkauskolli-
sia ja palaavat kevdén tullen tutulle reviirilleen. Lintu pesii koloissa, viihtyy valoisissa
lehti- ja sekametsissid ja havumetsissd, ja munii tyypillisesti 5—7 munaa (Lundberg & Ala-
talo 1992). Muuttolintuna kirjosieppo aloittaa pesintdnsé keskimédrin 20 paivdad myohem-
min kuin talitiainen (Cramp & Perrins 1993). Talitiainen (Kuva 4B) on koko maassa ta-
vattava osittaismuuttaja, jonka ravintona ovat sekd hyonteiset ettd siemenet. Se painaa
15-23 grammaa ja pesii koloissa monenlaisissa metsdymparistdissd — my0s ihmisasutuk-

sen ldhelld. Talitiainen munii tyypillisesti 6—12 munaa ja toinen pesintd saman kauden
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Kuva 4. Harjavallassa kuvattu rengastusikdinen A) kirjosieppo (Ficedula hypoleuca) ja B) ta-
litiainen (Parus major) (kuvat Oona Poranen).

aikana on tavallista (Cramp & Perrins 1993). Molempia lajeja hyddynnetdédn usein eko-
logisissa tutkimuksissa, silld ne pesivit myds thmisen tekemissd pontoissd. Lajit ruokai-
levat kesédisin hyonteisravinnolla ja suhteellisen pienelld alueella, mistd syystd niitd on
perusteltua kayttaa tutkittaessa paikallista saastuneisuutta (Sanchez-Virosta ym. 2018).

Kirjosieppoja on tdssé aineistossa 189 poikasta ja talitiaisia 610 poikasta.

2.3 Aineiston keruu

Aineisto on kerdtty Harjavallasta vuosina 2004, 2008, 2011, 2014 ja 2015 ja liséksi Ruis-
salosta vuonna 2011. Alkuperdiset oksidatiiviseen stressiin liittyvét julkaisut ja niiden
keskeiset 16ydot on esitetty kootusti Taulukossa 1. Niista julkaisuista 10ytyvat myos tar-
kemmat kuvaukset kaikista niytteiden ottoon ja analysointiin liittyvistd menetelmista.
Tutkimuspaikkojen lintuja tutkittiin kahden metrin korkeudelle ja 35—40 metrin paddhén
toisistaan asennetuista puisista pesdpontdista (sisdtilan korkeus x pituus x leveys: 20—22
x 12 x 12 c¢m, aukon halkaisija 3,2 cm; tarkempi kuvaus ks. Lambrechts ym. 2010). Tut-
kimuskesind pesdpontoilld vierailtiin sddnnoéllisesti pesimdkauden alusta aina poikasten
lentoonl&ht66n asti. Ndin saatiin selville mm. munien mairé, poikasten kuoriutumispdiva

sekd kuoriutuneiden poikasten ja lentopoikasten méérit.
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Taulukko 1.

Tutkielman alkuperdinen aineisto (P = poikaset, N = naaraat), tdssd ty0ssd mu-

kana olevien havaintojen mééra (n) sekd aiemmat keskeiset 16ydot ja julkaisut.

P. major (P) (n=93)
C. caeruleus (P) (n=0)
F. hypoleuca (P) (n =102)

biomarkkereiden yhteys ympéris-
ton metallipitoisuuteen on heikko
ja lajispesifinen.

AINEISTO KESKEISET LOYDOT JULKAISU
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Poikaset rengastettiin kuuden tai seitsemdn pdivan ikdisind. My6hemmin jokaisesta pe-
sdstd valittiin satunnaisesti kaksi poikasta (aivan pienimpiéd lukuun ottamatta), joilta otet-
tiin ulostendyte (2004: 7 pv; 2008: 9 pv (F. hypoleuca), 11 pv (P. major); 2011: 7 pv;
2014: 7 pv; 2015: 8 pv) ja verindyte (2004: 9 pv; 2008: 9 pv; 2011 7 pv; 2014: 12 pv (F.
hypoleuca), 14 pv (P.major); 2015: 14 pv) sekéd mitattiin kunnon arvioimiseksi paino ja
siiven pituus (2004: 8 pv; 2008: 9 pv (F. hypoleuca), 11 pv (P. major); 2011: 7 pv;
2014:12 pv (F. hypoleuca), 14 pv (P. major); 2015: 14 pv). Kirjosieppo kasvaa talitiaista
nopeammin (Cramp & Perrins 1993), minkd vuoksi kirjosiepon poikaset mitattiin paa-
sdantoisesti nuorempina kuin talitiaisen poikaset. Lintujen késittely ja ndytteenotot toteu-
tettiin Luonnontieteellisen keskusmuseon rengastusluvan, ELY-keskuksen lupien sekd
Eteld-Suomen Aluehallintoviraston eldinkoelautakunnan (ELLA) myoOntidmien eldinkoe-

lupien alaisena (lupanumerot 16ytyvit Taulukon 1 julkaisuista).

Verindyte, josta antioksidanttientsyymit GP, CAT ja SOD maééritettiin, otettiin poikasilta
olkavarsilaskimosta kéyttden 75 pl heparinisoituja kapillaariputkia. Punasolut laimennet-
tiin 0,9 % suolaliuokseen (NaCl) ja ndytteet sentrifugoitiin (5 min/4000 rpm) plasman ja
punasolujen erottamiseksi. Punasolut varastoitiin maastossa nestetyppeen ja siirrettiin
myShemmin pakastimeen (-80 °C) kunnes antioksidanttientsyymipitoisuudet analysoi-
tiin. Analysoinnissa kéytettiin kuoppalevylukijaa (EnVision, Perkin-Elmer Wallac,
Turku, Finland). Entsyymien aktiivisuudet mitattiin triplikaattina, jonka siséinen vaihte-
lukerroin oli < 10 % joko 96-kuoppalevyd (CAT) tai 384-kuoppalevyéd (GP, SOD) kéyt-
tden. Levykontrolleina kaytettiin kolmea kontrollindytettd levyjen vélisen vaihtelun ana-
lysoimiseksi ja sen varmistamiseksi, ettd mittaukset olivat onnistuneet ja eri levyjen ja
pdivien mittaukset olivat vertailukelpoisia (vaihteluvili 0,8—1,2). Koska verindytteet oli-
vat pienid, mittaukset optimoitiin pienemmaélle méérille ndytettd kuin mité kitin ohjeessa
oli suositeltu. GP:n aktiivisuus mitattiin Sigman kitilld (Sigma Chemicals, St. Louis, Mis-
souri, USA) ja SOD:n aktiivisuus Flukan kitilld (Fluka, Buchs, Germany) (Rainio ym.
2015). CAT:n aktiivisuutta analysoitaessa kdytettiin omia reagensseja, joiden kuvaus 10y-
tyy julkaisusta Rainio ym. (2015). GP:n ja CAT:n aktiivisuus on ilmaistu tdssé tutkimuk-
sessa entsyymin reaktionopeutena minuutissa proteiinimilligrammaa kohden (GP:
nmol/min/mg proteiinia, CAT: pmol/min/mg proteiinia) ja SOD inhiboitumisprosent-
teina, jossa suuri arvo kuvaa suurta aktiivisuutta ja pieni alhaista aktiivisuutta (tarkempi

kuvaus ks. Stauffer ym. 2018).
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Ulostenéytteet, joista arseeni, kupari, nikkeli ja lyijy mééritettiin, keréttiin poikasilta suo-
raan Eppendorf-putkiin. Saman pesén néytteet yhdistettiin ja kuivattiin (50 °C, 72 h).
Kuivatut ndytteet punnittiin 0,15-0,20 gramman tarkkuudella ja supra-puhdasta typpi-
happoa (HNOs3) ja vetyperoksidia (H20.) lisittiin teflonastioissa oleviin ndytteisiin, jotka
uutettiin mikroaaltosysteemilld (Milestone High Performance Microwave Digestion Unit
MLS 1200 mega). Sen jélkeen ndytteet laimennettiin 50 millilitraan deionisoidulla ve-
delld ja niiden metallipitoisuudet analysoitiin ICP-MS tai ICP-OES -menetelméllé (tar-
kempi kuvaus ks. Rainio ym. 2015 ja Espin ym. 2016a). Havaitsemisraja metalleille oli

noin 1 ng/l.

Y114 kuvattujen menetelmien liséksi eri vuosina tehtiin linnuille my6s muita kokeita, jotka
voivat mahdollisesti vaikuttaa timankin tutkimuksen tuloksiin. Vuonna 2004 toteutettiin
Harjavallassa talitiaisten poikasille karotenoidikoe, jossa koeryhmalle (n = 60 pesdd) syo-
tettiin tislattuun veteen sekoitettua luteiinia (5 mg/ml) ja kontrolliryhmalle tislattua vetta.
Kokeen seurauksena koeryhmin poikasten plasman luteiinipitoisuus nousi 2,1-ker-
taiseksi, mutta pysyi silti luonnollisen vaihtelun rajoissa. Vaikka luteiini on antioksi-
dantti, silld ei havaittu olevan yhteyttd oksidatiivisen stressin biomarkkereihin tai metal-

lipitoisuuteen (Eeva ym. 2008; Koivula ym. 2011).

Vuonna 2011 osa Turun Ruissalon talitiaisten poikasista altistettiin oraalisesti lyijyase-
taatille (korkea altistus poikasen massaa kohden 4 pg/g [n = 15 pesdd] ja alhainen altistus
1 ng/g [n = 15 pesidd)) tai tislatulle vedelle (kontrolliryhma ja Harjavallan poikaset) yh-
teensd 12 pdivén ajan. Annos kasvoi asteittain poikasten kasvaessa 60—240 mikrolitraan.
Korkeimmatkin lyijypitoisuudet vastasivat silti niitd pitoisuuksia, joille linnut voivat
luontaisestikin saastuneilla alueilla altistua (Rainio ym. 2015) ja toisaalta olivat paljon
alhaisempia kuin myrkkyvaikutuksia osoittavissa laboratoriotutkimuksissa (esim. Yous-
sef ym. 1996: 20 tai 40 ug lyijya painogramma kohden; Miiller ym. 2008: 28 pg lyijya
ruskuaispussiin injektoituna). Lisdksi lyijyaltistuksella ei havaittu olevan merkittivid tai

pitkdaikaisia vaikutuksia talitiaisten fysiologiaan (Rainio ym. 2015).

Vuonna 2014 tutkittiin kalsiumin saatavuuden vaikutusta oksidatiiviseen stressiin. Kal-

siumia linnut tarvitsevat munankuoren muodostamiseen, luiden kasvuun ja se myos osal-

listuu moniin biokemiallisiin reaktioihin (Reynolds ym. 2004). Kokeessa osalle Harjaval-

lan talitiaisista (n = 29 pesid) ja kirjosiepoista (n = 35 peséd) tarjottiin pesdponttoén 5 g

lisdkalsiumia (simpukan ja ostereiden kuoria) ennen munintaa ja aina siithen asti, kunnes
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poikaset olivat joko 12 (kirjosieppo) tai 14 (talitiainen) péivén ikiisid. Lisdkalsiumilla
havaittiin olevan vain vdhin vaikutusta veren antioksidanttitasoihin, tosin CAT:n aktiivi-
suus oli korkeampi lisdkalsiumryhmén poikasilla (Espin ym. 2017; Sanchez-Virosta ym.

2019).

Vuonna 2015 toteutettiin arseenialtistuskoe, jossa saastumattoman alueen talitiaisten poi-
kasia altistettiin 11 pdivén ajan joko tislatulle vedelle (kontrolli) tai natriumarseniitille
(NaAsQOz, alhainen altistus poikasen massaa kohden 0,2 mg/g/vrk [n = 17 pesdi] ja korkea
altistus 1 mg/g/vrk [n = 16 peséd]) ja saastuneen alueen poikasia vedelle (teollisuuskont-
rolli). Arseenialtistuksella oli vain véhin vaikutusta oksidatiivisen stressin biomarkkerei-
hin lukuun ottamatta sité, ettd korkein arseenialtistus vdhensi CAT:n aktiivisuutta. Ko-
keen korkeimmatkin arseenipitoisuudet vastasivat kuitenkin niitd pitoisuuksia, joille tiai-

set voivat saastuneessa ymparistdssd muutoinkin altistua (Sanchez-Virosta ym. 2020).

2.4 Tilastollinen analyysi

Ennen varsinaisia tilastollisia menetelmid muokkasin eri vuosien aineistojen yksikot vas-
taamaan toisiaan ja yhdistin mittaukset yhdeksi taulukoksi Excelissa. Jitin pois sellaiset
linnut, joilta joko kaikki antioksidanttientsyymipitoisuudet tai kaikki metallipitoisuudet
olivat tuloksettomia (mittaus tekemadtta tai epdonnistunut). Jitin pois myds vuonna 2008
mitatut aikuiset naaraat ja sinitiaiset, vuonna 2014 mitatut aikuiset naaraat, sekd Grubbin
testilld (https://www.graphpad.com/quickcalcs/Grubbsl1.cfm) selkeésti poikkeaviksi ha-
vaitut yksittdiset antioksidanttientsyymi- tai metallimittaukset (yhteensé kahdeksan kap-
paletta, tilastollinen merkitsevyystaso p < 0,05). Liséksi poistin kokonaan yhden talitiai-
sen vuodelta 2004 usean poikkeavan havainnon vuoksi. Mukana olevan aineiston muut-
tujille laskin keski- ja hajontaluvut seké vertailin saastunutta aluetta (< 2,5 km tehdasalu-
eelta) ja vertailualuetta (4,5—11 km) toisiinsa yksisuuntaisella varianssianalyysilld (One-
way ANOVA), jota ennen tein entsyymeille ja metalleille logio-muunnoksen normaali-
suusoletuksen tayttymiseksi. Vertailun selvyyden vuoksi talitiaisella varianssianalyysissa
el ole mukana vuoden 2011 Ruissalon lyijykokeen havaintoja (n = 115) eikd vuonna 2015
Harjavallan saastumattomalla alueella tehtyjd arseenikokeita (n = 62). Mallinnuksessa

namdikin havainnot ovat mukana.

Tilastollisen analyysin suoritin SAS Enterprise Guide (versio 7.12) -ohjelmalla. Tein

yleistetyn lineaarisen sekamallin (Generalized Linear Mixed Model, proc GLIMMIX)
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molemmille lintulajeille erikseen, silld antioksidanttientsyymien aktiivisuuksien on 0soi-
tettu olevan lajispesifisid (Rainio ym. 2013; Berglund ym. 2014). Vastemuuttujina toimi-
vat kukin antioksidanttientsyymi (GP, CAT, SOD) vuorollaan. Koska Tukeyn testin mu-
kaan (Taulukko 4, ks. myos L1) eri vuodet eroavat systemaattisesti toisistaan mittausten
suhteen, standardoin antioksidanttientsyymit ennen mallinnusta vuosikeskiarvojen mu-
kaan. Standardoinnissa jokaisesta yksittdisestd antioksidanttientsyymiarvosta on vihen-
netty kyseisen vuoden arvojen keskiarvo ja lisdtty koko aineiston keskiarvo — télldin an-
tioksidanttientsyymien keskiarvot ovat jokaiselle vuodelle samat. Tdmé poistaa todenni-
koisesti 1ahinnd menetelmien eroista johtuvat vuosien véliset tasoerot, jotka eivét ole ta-

man tutkimuksen kannalta olennaisia.

Tutkimuksen selittdvind muuttujina olivat metallit As, Cd, Cu, Ni ja Pb. Koska Harjaval-
lan teollisuusalueelta vapautuu ympéristoon eri metalleja vaihtelevia méérid, on niiden
aiheuttamia vaikutuksia vaikea yhdistdd vain yhteen metalliin (Eeva ym. 2014). Siksi
muodostin mukana olevista metalleista mallinnusta varten padkomponentin. Péddakom-
ponentin muodostamista tukee my0s se, ettd metallit korreloivat positiivisesti keskendédn
(kirjosiepolla rs = 0,387-0,893; kaikissa p < 0,0001 ja talitiaisella rs = 0,331-0,831; kai-
kissa p < 0,0001). Ensimmaéinen pddkomponentti (PC1) selitti metallien vaihtelusta tali-
tiaisella 59 % (eigenvalue 2,94) ja kirjosiepolla 66 % (eigenvalue 3,28), joten se kuvastaa
hyvin metallialtistuksen yleistd tasoa. PC1 on malleissa mukana sekd ensimmadisen etti
toisen asteen termind epélineaarisen yhteyden havaitsemiseksi. Lisdksi malleissa on mu-
kana poikasten paino ja poikuekoko. Poikasten painon on todettu olevan kytkoksissd an-
tioksidanttientsyymien aktiivisuuteen (Koivula ym. 2011; Rainio ym. 2015). Poikuekoko
eli poikasten pesdkohtainen médrd verenottohetkelld on mukana mallissa sisarusten vili-
sen kilpailun vuoksi (Koivula ym. 2011). Satunnaismuuttujina huomioin mittausvuoden
sekd sen, ettd samasta pesdstd on mitattu useampi poikanen. Mallien jakaumana oli log-
normaali, silld antioksidanttientsyymien alkuperdiset arvot eivdt noudata normaalija-
kaumaa ja mittauksissa oli paljon erittdin pienid arvoja. Vaikka edelld kuvatun standar-
doinnin seurauksena osa havainnoista jdi mallien ulkopuolelle, kokonaisuudessa aineisto
kuitenkin noudatti lognormaalijakaumaa paremmin kuin esim. gammajakaumaa. Vapaus-
asteiden laskemiseen kdytin Kenward-Roger 2 -menetelmédd ja normaalisuusoletuksen
tdyttymisen tarkistin jdédnnosvaihtelusta. Ei-merkitsevdt muuttujat poistin malleista yksi
kerrallaan (alkaen interaktiotermistd), kunnes jéiljelld oli vain merkitsevid muuttujia tai

muuttujat loppuivat kesken. Merkitsevyystaso oli kaikissa analyyseissa p < 0,05.

17



3. TULOKSET

Aineistosta lasketut aluekohtaiset keski- ja hajontaluvut, varianssianalyysin tulokset sekd
poikastuotto (lentopoikasten mééra/kuoriutuneiden poikasten miird x 100) niakyvét Tau-
lukosta 2 (kirjosieppo) ja 3 (talitiainen). Molemmilla lajeilla ulosteiden metallipitoisuudet
(As, Cd, Cu, Ni, Pb) olivat saastuneella alueella vertailualuetta merkitsevisti suurempia
(kaikissa p < 0,0001). Esimerkiksi kirjosiepolla nikkelipitoisuuden keskiarvo oli saastu-

neella alueella 1ihes kymmenkertainen vertailualueeseen nihden (Taulukko 2).

Kirjosiepon entsyymiaktiivisuudet eivit eronneet merkitsevésti toisistaan alueiden vi-
lilla. Talitiaisella GP:n aktiivisuus oli saastuneella alueella vertailualuetta korkeampi (Far
= 23,641,392, p <0,0001), mutta muutoin entsyymiaktiivisuuksissa ei ollut alueiden vililla
merkitsevdd eroa (Taulukko 3). Molemmilla lajeilla poikuekoko ja lentopoikasten maéra
(Taulukot 2 ja 3), seka talitiaisella siiven pituus, paino ja munien mairé olivat saastumat-
tomalla alueella merkitsevasti suurempia kuin vertailualueella (Taulukko 3). Poikastuotto
eli pesinndn onnistuneisuus oli molemmilla lintulajeilla vertailualueella parempi (Taulu-
kot 2 ja 3). Antioksidanttientsyymien (GP, CAT, SOD) mittaukset erosivat useimpien
vuosien vililld merkittdvésti (Tukeyn testi: Taulukko 4; L1). Ainoastaan vuosien 2014 ja

2015 entsyymimittaukset eivit eronneet toisistaan kummallakaan lajilla.

Yleistetyn lineaarisen mallin tulokset ovat ndhtévissd Taulukossa 5. Tulokset eroavat tut-
kittujen lintulajien vililld. Talitiaisella alhainen ympériston metallipitoisuus vaikutti GP-
aktiivisuuteen positiivisesti mutta metallipitoisuuden kasvaessa vaikutus muuttui negatii-
viseksi, muodostaen yldsalaisen U:n mallisen vastekdyrdn (Kuva 5, Taulukko 5). GP-
aktiivisuus laski my0s poikasen painon (9,881, 37,65, p = 0,0033) ja poikuekokoon kasva-
essa (Far=11,661,61,82, p =0,0011). My®0s talitiaisen SOD-aktiivisuus laski, kun poikasen
paino (Far=17,671; 1382, p < 0,0001) tai poikuekoko (Far=7,441; 163,6, p = 0,0071) kasvoi
(Taulukko 5). Talitiaisen CAT-aktiivisuuteen ei tutkituilla muuttujilla ollut vaikutusta

(Taulukko 5).
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Taulukko 2.  Kirjosiepon muuttujien tunnusluvut (ka = keskiarvo, s = keskihajonta) ja aluei-
den vertailu varianssianalyysilld (Harjavalta, n = 189). Merkitsevit testitulokset
on tummennettu (Mulu = munien miird, Kuor = kuoriutuneiden poikasten
mairé, Poik = poikuekoko ndytteenottohetkelld, Lent = lentopoikasten maira,
Poikast. = poikastuotto). Varianssianalyysid varten entsyymi- ja metalliarvot on

logio-muunnettu.

Ficedula hypoleuca Ve(r’:a:ih;zl)u © S(Z as:tugn61;t ANOVA

Muuttuja  Yksikké s s Fi, 166 P
GP nmol/min/mg 833;;? gzggfzg:g; 131 0,254
CAT  pmol/min/mg 3:38_*2;:(1)3 36?050361,’6189 0,65 0,422
SOD inhibiitio % 4223325’95’%2 42;7‘;_22%;7 023 0,633
As e Gorim | 2soasas 94T <0001
W WU s <awe
T rrt ——
T o
G A ERTE L
o e DS B
Mulu kpl 64;’10203%604 64?0958%901 0,15 0,703
Kuor kpl 53’,30903%907 53’,201011,6103 1,70 0,194
Poik Kpl orme | roosne 850 0,004
Lent Kpl oot | ooz 1223 0,001
Poikast. % 821’2’767%21%’82 e 9,62 0,002
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Taulukko 3.  Talitiaisen muuttujien tunnusluvut (ka = keskiarvo, s = keskihajonta) ja alueiden
vertailu varianssianalyysilld (Harjavalta, n = 433)". Merkitseviit testitulokset on
tummennettu (Mulu = munien méérd, Kuor = kuoriutuneiden poikasten méaéra,
Poik = poikuekoko niytteenottohetkelld, Lent = lentopoikasten mééra, Poikast.
= poikastuotto). Varianssianalyysid varten entsyymi- ja metalliarvot on logio-
muunnettu.

. vertailualue saastunut
Parus major (n = 206) (n=227) ANOVA
. R kats kats
Muuttuja Yksikko min—max min—max F1, 302 y
. 3,99 £3,53 7,97 £7,25
GP nmol/min/mg 0.00-17.83 0.00-37.11 23,64 <0,0001
. 50,08 + 37,44 54,45+ 41,37
CAT umol/min/mg 10.01-173.16 0,00-202,65 0,22 0,637
e 24,65 + 13,49 26,18 £ 13,73
0 ) s ) s
SOD inhibiitio % 0.00-52.58 0.00-66.66 1,41 0,235
1,14 + 1,04 8,69 £ 8,17
As he/g 0,01-5,13 1,28-62,06 479,79 <0,0001
1,81+1,74 3,39 +£2,44
Cd he/g 0,26-14,98 0,70-14,16 108,93 <0,0001
92,01+ 72,27 169,02 £+ 105,31
cu hele 170162674 | 53,73-759.85 14036 <0,0001
. 529+3,72 26,70 + 20,26
Ni he/s 1,33-22,19 4,77-126,04 693,16 <0,0001
229+1,92 6,77 £ 6,90
Pb he/s 0.44-16.07 1.01-33.61 185,59 <0,0001
. 36,29 = 11,69 30,47+ 11,85
Stipi mm 9,50-54,00 11,00-52,00 18,06 <0,0001
. 15,06 + 2,93 13,23 + 3,11
Paino g 4,70-22,50 5,40-20,20 3257 <0000
8,83 +£1,24 8,47 +1,43
Mulu kpl 5,00-12,00 5,00-13,00 519 0,023
7,55+1,55 7,28 £1,76
Kuor kpl 3,00-10,00 2,00-12,00 240 <0122
: 6,17 £1,70 521+1,58
Poik kpl 1.00-10.00 2.00-9,00 32,47 <0,0001
5,32+1,94 4,00 £ 1,81
Lent kpl 0.00-10.00 0,00-7,00 46,75 <0,0001
: 72,18 £25.21 57,45 £ 26,74
0 ’ ’ ’ )
Poikast. % 0.00-100 0.00-100 30,35 <0,0001

Y Mukana ei ole vuoden 2011 Ruissalon havaintoja (n = 115) eiki vuonna 2015 Harjavallan saas-
tumattomalla alueella tehtyjé arseenikokeita (n = 62).
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Taulukko 4.  Vuosien parittainen vertailu Tukeyn testilld GP:n, CAT:n ja SOD:n mittauksille.
Katkoviivojen ylapuoliset p-arvot ovat talitiaiselle ja alapuoliset kirjosiepolle.
Toisistaan eroavien vuosien p-arvot on tummennettu (p < 0,05). Ennen testid
entsyymiarvot on logjo-muunnettu.

GP 2004 2008 2011 2014 2015
2004 | e <0,0001  <0,001  <0,0001  <0,0001
w08 | e <0,0001  <0,00001  <0,0001
J R 0,001 0,059
2014 <0,0001 e 0,736
2015
CAT 2004 2008 2011 2014 2015
2004 | e 0,103 0,960 <0,0001 <0,0001
2008 | e 0,017 <0,0001  <0,0001
01 | R <0,0001 0,0001
2014 <0,0000 el 0,056
2015 T
SOD 2004 2008 2011 2014 2015
2004 | e <0,0001 0,039 0,0002 <0,0001
2008 | e <0,0001  <0,0001  <0,0001
2011 e <0,0001  <0,0001
2014 <0,0001 el .. 0,860
2015

Kirjosiepolla GP-aktiivisuus oli merkitsevésti korkeampi painavimmilla poikasilla (Far =
4,381; 1412, p = 0,04), mutta muut tutkitut muuttujat eivét olleet sithen yhteydessé (Tau-
lukko 5). Alhaisella ympériston metallipitoisuudella oli SOD-aktiivisuutta stimuloivia
vaikutuksia, mutta korkea metallipitoisuus sen sijaan laski entsyymin aktiivisuutta (Kuva
6, Taulukko 5). Kirjosiepon CAT-aktiivisuudella ja tutkituilla muuttujilla ei analyysin
perusteella ole yhteyttd ja tilld lajilla CAT-aktiivisuudet olivat ylipddtién alhaisia.
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Taulukko 5.

Talitiaisen ja kirjosiepon antioksidanttientsyymien (GP, CAT, SOD) aktiivisuu-
den suhde ympériston metallipitoisuuteen (PC1), painoon ja poikuekokoon. Lo-
pulliseen malliin jadneet muuttujat on esitetty tummennettuina estimaattien (E)
ja keskivirheiden (se) kanssa. Mallissa mukana olevia havaintoja oli talitiaisella
568 (GP), 549 (CAT), 597 (SOD), kirjosiepolla 183 (GP), 108 (CAT) ja 176
(SOD).

GP CAT SOD
. . Far Far Far
Laji Malli (E £5se) P (E £se) P (E £5se) P
1,83 1; 79,2
PC1 0,47 1; 88,07 0,49 0,03 1; 54,03 0,85 (0’019 + 0,014) 0,18
3§ pCixPCl| 1,024 031 038 0,54 4,03 1;7416 0,048
% § 5 1; 81,24 5 s 1; 52,44 s (_0’004 + 0,002) t)
NI
A% . 4,38 1;141,2
SO Paino (0,065 + 0,031) 0,04 0,33 1,95,14 0,57 0,89 11135 0,35
Pl‘igi(‘f' 0,06 1: 55,6 0,81 0,67 1510 0,42 0,64 1: 5350 0,43
14,29 1; 2327
PC1 (0,13 £ 0,034) 0,0002 1,59 1;2455 0,21 0,41 1;287.1 0,52
PC1xPC1 7,90 1;2674 0,0053 0,13 1. 0,72 0,57 1. 0,45
§ .§ ('0,018i0,006) D) ) 1;252,3 ) s 1;279,9 5
S
A, S . 9,88 1;37,65 17,67 1;13s,2
Paino | o o0z M0033 016k 069 onl S,y <0.0001
Poikue- 11,66 1; 61,82 7,44 1;163,6
koko | (0,073 0,021y %0011 000w 098 443 So012) 00071
16 +
g 14
12
£
2 10
g
NC)
o 8
3 o
w2 e
g0 .8
'é 4
=
O 2
0 } {
8 10

Kuva 5.

Talitiaisen ennustettu GP-aktiivisuus (nmol/min/mg) suhteessa metallipitoisuuteen
(padkomponentti PC1).
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Kuva 6.  Kirjosiepon ennustettu SOD-aktiivisuus (inhibiitio %) suhteessa metallipitoisuuteen
(padkomponentti PC1).

4. TULOSTEN TARKASTELU

Vaikka Harjavallan teollisuusalueen paastot ovat pienentyneet huomattavasti viime vuo-
sikymmenten aikana (Kubin ym. 2000; Poikolainen ym. 2004; Kozlov ym. 2009), osoit-
tavat tulokset ympariston metallipitoisuuden olevan teollisuusalueen ldheisyydessa edel-
leen selvésti korkeampi kuin kauempana sijaitsevilla vertailualueilla (Taulukot 2 ja 3).
Saastuneella alueella lintujen pesimétulos oli selkeésti vertailualuetta huonompi (Taulu-
kot 2 ja 3). Aiemmissa tutkimuksissa on todettu saastuneen alueen huonomman pesima-
tuloksen olevan kytkoksissd alueen véhidiseen ja heikkolaatuiseen ravintoon, kuten paljon
karotenoideja sisdltdvien toukkien vihyyteen, eli olevan seurausta metallipdédstdjen se-
kundaarisista vaikutuksista (Sdnchez-Virosta ym. 2018; Eeva ym. 2014; Eeva ym. 2008).
Saastuneen alueen talitiaisten kasvanut GP-aktiivisuus voi viitata metallien vaikutuksesta
lisddntyneeseen happiradikaalien maardan. Talloin myos hapetus-pelkistystasapaino
(GSH:GSSG) voi olla muuttunut ja oksidatiivinen stressi kasvanut (Taulukko 3). Koska
alueet eivit eronneet toisistaan kaikkien entsyymien osalta (Taulukot 2 ja 3), ei pdédstdjen
madrd (ts. etdisyys padstoldhteestd) ole yksiselitteinen syy lintujen erilaisiin antioksidant-

tientsyymiprofiileihin.
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Molemmilla lintulajeilla poikasten ulosteiden metallipitoisuudet olivat saastuneella alu-
eella vertailualueen arvoja korkeampia. Silti saastuneenkin alueen metallipitoisuuksia
voidaan pitdé suhteellisen alhaisina, kun niitd verrataan muihin vastaaviin tutkimuksiin
(Espin ym. 2020). Esimerkiksi talitiaisilla lyijypitoisuuden keskiarvo oli saastuneella alu-
eella 6,77 ng/g, vaikka vield 90-luvun alussa se oli Harjavallassa 28 ug/g (Eeva & Lehi-
koinen 1996) ja vuonna 2000 Belgian Antwerpenin metallisulaton ympéristossd 61 pg/g
(Dauwe ym. 2004). Metallipitoisuuksien vertailu tutkimusten vélilld on kuitenkin vai-
keaa, silld kdytetyt mittausmenetelmaét ja tyon alkuperdinen tarkoitus eivét valttamatta ole
yhtenevid (Koivula ym. 2011). Lisédksi eri metallit voivat joko lisdté tai vihentéé toistensa
myrkyllisyyttd. Tietty metalli voi siis aiheuttaa myds turvallisena pidetylld pitoisuudella
myrkkyvaikutuksia esiintyessddan muiden metallien kanssa (Walker ym. 2012). Metallien
yhteisvaikutusta saattaa esiintyd myds Harjavallassa. On my0s havaittu, ettd ulosteen me-
tallipitoisuudessa on paljon vaihtelua saman pesén poikasten vililld, joten keskiarvo pe-
sdlle tulisi laskea vdhintddn neljén poikasen perusteella (Eeva ym. 2020b). My0s linnun
sukupuoli ja laji vaikuttavat sithen, miten metalleja kertyy yksilon elimistoon ja miten ne
vaikuttavat linnun fysiologiaan (Burger 2007). Esimerkiksi kirjosieppoihin metalleja ker-
tyy talitiaisia enemmaén (Eeva & Lehikoinen 1996, 2004; Berglund ym. 2011). Téssdkin
tutkimuksessa metallipitoisuudet olivat saastuneella alueella eldvilld kirjosiepoilla korke-

ampia kuin talitiaisilla — arseenia lukuun ottamatta (Taulukot 2 ja 3).

Tutkimusvuosien vertailu toisiinsa paljasti, ettd entsyymiaktiivisuusmittauksissa on eroja
vuosien vililld (Taulukko 4, L1). Mahdollisena syyné voi olla ndytteiden késittelyn, séi-
lytysajan ja laboratoriomenetelmien erot siitd huolimatta, ettd mittauksissa on pyritty
kayttamadn vertailukelpoisia menetelmid. Vuosien vélilld on hyvin todenndkoisesti myds
erilaisista ympéristdolosuhteista, kuten pesimidkauden sddolosuhteista, johtuvia eroja. On
osoitettu, ettd kylma sdd heikentda kirjosiepon pesintimenestystd muun muassa ravinnon
saatavuuden kautta erityisesti saastuneella alueella (Eeva ym. 2020a). Lisdksi tiedetién,
ettd lampdatila, fyysinen aktiivisuus ja ravinto vaikuttavat vapaiden happiradikaalien mai-
rddn ja edelleen entsyymiaktiivisuuksiin (Koivula ym. 2011; Rainio ym. 2013; Costantini
2014). Mallinnusta varten tehdyn antioksidanttientsyymien standardoinnin voi kuitenkin

olettaa poistaneen vuosien valisen vaihtelun.

Tuloksissa oli eroa lintulajien vililld (Taulukko 5) — aivan kuten aiemmissakin tutkimuk-

sissa Harjavallasta (mm. Rainio ym. 2013; Berglund ym. 2014). Kirjosiepolla paino vai-
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kutti GP-aktiivisuuteen siten, ettd painavien poikasten GP-aktiivisuus oli kevyempid poi-
kasia suurempaa. Tdma voi kertoa siité, ettd painavammilla poikasilla entsyymipuolustus
toimii tehokkaammin tai siitd, ettd painavammilla poikasilla jo antioksidanttientsyymien
perustaso on korkeampi niiden paremmasta kunnosta johtuen (Koivula ym. 2011). Ym-
pariston metallipitoisuus vaikutti kirjosieppojen SOD-aktiivisuuteen siten, ettd alhaisella
metallipitoisuudella oli entsyymiaktiivisuutta lisddviéd vaikutuksia ja vasta korkeammalla
pitoisuudella aktiivisuutta laskevia vaikutuksia (Taulukko 5, Kuva 6). Néin ollen mallissa
mukana oleva metallipitoisuuden toisen asteen termi voi viitata hormeettiseen yhteyteen
metallipitoisuuden ja SOD-aktiivisuuden vililld. Epélineaarinen vaste oli ndhtivissa

my0s ilman yhtd selkedsti muista mittauksista poikkeavaa havaintoa.

Talitiaisella GP-aktiivisuuteen vaikuttivat poikasten paino, poikuekoko ja metallipitoi-
suus, SOD-aktiivisuuteen puolestaan paino ja poikuekoko (Taulukko 5). Sekd GP- ettd
SOD-aktiivisuus olivat alhaisempia painavammilla poikasilla, miké on todettu aiemmis-
sakin tutkimuksissa (Koivula ym. 2011; Rainio ym. 2015). Toisin sanoen hyvin kasva-
villa poikasilla antioksidanttipuolustuksen taso on alhaisempi kuin huonosti kasvavilla.
Syyna tdhédn voi olla se, ettid pienemmilld ja usein myds huonokuntoisemmilla poikasilla
antioksidanttipuolustuksen tidytyy olla tehostunut oksidatiivisen stressin torjumiseksi.
Toisaalta antioksidanttipuolustuksen tehostuminen on myds energiaa kuluttavaa. Vaikka
painavimmat poikaset 10ytyvit nimenomaan vertailualueelta (jossa ympériston metallipi-
toisuus on matalampi) osoittaa mallinnuksen tulos, ettd painolla on metallipitoisuudesta

riippumatonta selitysvoimaa.

Poikuekoon negatiivinen vaikutus sekd GP- ettd SOD-aktiivisuuteen voi selittyd poikas-
ten keskindiselld kilpailulla. Suurissa poikueissa poikasten vililld esiintyy energiaa vaa-
tivaa kilpailua esimerkiksi ravinnosta, mikd nikyy poikasten huonompana kuntona (Neu-
enschwander ym. 2003). Painon ja poikuekoon yhteys ei ndytd tissd aineistossa kuiten-
kaan olevan erityisen voimakas, joten poikuekoon ja antioksidanttipuolustuksen suh-
teessa voi olla kyse jostain muusta kuin poikasten painosta. Iso sisarusparvi voi jo sindnsa

olla stressitasoa nostava tekija.

Tulosten perusteella ympériston metallipitoisuudella on epidlineaarinen hormeettinen vai-
kutus talitiaisen poikasten GP-aktiivisuuteen, toisin sanoen alhainen metallipitoisuus ak-

tivoi GP:t4, mutta kasvavassa metallipitoisuudessa GP:n aktiivisuus vihenee. Koska me-
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tallipitoisuus (PC1) toisen asteen termind vaikutti talitiaisen GP-aktiivisuuteen negatiivi-
sesti (Taulukko 5), on kuvaaja alaspéin aukeava paraabeli (Kuva 5, vrt. Kuva 2). Kun
ympériston metallipitoisuus kasvaa, kasvaa myos GP-aktiivisuus ja elimiston puolustau-
tuminen oksidatiivista stressid vastaan tehostuu. Mikili samassa tilanteessa tarkasteltai-
siin metallipitoisuuden ja oksidatiivisen vaurion suhdetta, olisi kuvaaja mahdollisesti
ylospdin aukeava paraabeli tai J:n muotoinen kéyré, jossa oksidatiivinen vaurion mééra
aluksi vihenisi tai pysyisi matalalla tasolla ja vasta metallipitoisuuden edelleen kasvaessa
lisddntyisi. Hormeesin kannalta olennaisinta on se, mité tapahtuu ennen paraabelin huip-
pua. Mikili oksidatiivinen stressi lisddntyy alusta asti yhtd matkaa metallipitoisuuden
kanssa, ei hormeesia esiinny. Mutta mikili pienilld metallipitosuuksilla oksidatiivinen
stressi on véhiistd tai sen médrd lahtotilanteeseen nédhden jopa laskee, voi metallipitoi-
suudella katsoa olevan hormeettisia vaikutuksia. Jotta oksidatiivista stressid voisi var-
muudella havainnoida, tdytyisi olla tietoa myos solun hapetus-pelkistys tasapainosta
(GSSG:GSH), solujen ja kudosten oksidatiivisista vaurioista seké tutkittavien lajien ent-
syymiaktiivisuuksien perustasoista, jolloin metallipitoisuuden muuttamia entsyymiaktii-

visuuksia voitaisiin verrata entsyymien perustasoihin.

Metallipitoisuuden jatkaessa kasvuaan tulee vastaan lakipiste, jonka jdlkeen GP véhitel-
len inaktivoituu, oksidatiivinen stressi lisddntyy ja oksidatiivisten vaurioiden maéré kas-
vaa. Tdma johtuu entsyymin tai entsyymid koodaavien geenien vahingoittumisesta joko
suoraan metallien tai metallien johdosta lisddntyneiden happiradikaalien vaikutuksesta
(Halliwell & Gutteridge 2007). Alhainen entsyymiaktiivisuus voi viitata myds linnun
heikkoon fysiologiseen tilaan ja lisdédntynyt entsyymiaktiivisuus puolestaan lisddntynee-
seen happiradikaalien méérdén (Rainio ym. 2015). Kuten Costantini ja Verhust (2009) ja
Espin ym. (2014b) toteavat, saadakseen todellisen késityksen elion oksidatiivisen stressin
tilasta, olisi tarpeellista mitata antioksidanttipuolustuksen aktiivisuuden lisdksi vahintdin

yhtid oksidatiivisen vaurion biomarkkeria, kuten lipidiperoksidaatiota.

Hormeesi-ilmid voi helposti peittyd muiden vaikutusten alle. Vaikka metallipitoisuuden
suhde talitiaisen GP-aktiivisuuteen ja kirjosiepon SOD-aktiivisuuteen viittaavat Taulu-
kon 5 ja Kuvien 5 ja 6 perusteella hormeesin olemassaoloon, ei ole poissuljettua, etteikd
hormeesia voisi esiintyd myds muiden entsyymien ja metallipitoisuuksien vélilld. Koko-
naiskuvan hahmottaminen on hankalaa, kun tarkastelussa on monta metallia yhté aikaa,

entsyymiaktiivisuuksien perustasoa ei tiedetd ja oksidatiivinen stressi on ilmiéni moni-

26



ulotteinen. Eri metallien hormeettinen vaikutus voi ndkyé eri tavoin my0s ajallisesti (Ca-
labrese 2005). Usein hormeesia tutkitaan laboratoriossa ja tarkalla annostuksella, jolloin
tutkimus on toistettavissa ja ajallisesti kontrolloitu (esim. Schmeisser ym. 2013). Luon-
nonpopulaatioissa eri alueiden poikaset ovat jo ldhtokohdiltaan erilaisessa asemassa
muun muassa ravinnon laadun suhteen: toisilla antioksidanttipuolustus toimii tehokkaam-
min ja oksidatiivisen stressin sietokyky on korkeampi. Hormeesin tutkiminen luonnon-
populaatiolla, jonka yksilot altistuvat useille eri metalleille samanaikaisesti ja jatkuvasti,
on haastavaa. Hormeesi voi jdada havaitsematta, jos entsyymiaktiivisuus ja metallipitoi-
suus mitataan linnuilta vain yhden kerran eli tutkimus tehddén ilman ajallista hajautta-
mista. Esimerkiksi Losdatin ym. (2018) tutkimuksessa 11 péivin idssd rikkakasvimyr-
kylle altistettuja talitiaisen poikasia tutkittiin uudestaan poikasten ollessa vuoden ikiisia.
Talloin havaittiin, ettd myrkylle altistettujen lintujen oksidatiivisen stressin taso oli alhai-

sempi kuin vertailuryhmén stressitaso.

Yllattavaa on, ettei tutkituilla muuttujilla havaittu olevan mitién vaikutusta CAT-aktiivi-
suuteen. Kirjosiepoilla CAT-aktiivisuus néyttidd kuitenkin olevan luontaisesti hyvin al-
hainen. Esimerkiksi 67 prosentilla poikasista CAT-aktiivisuus oli alle havaitsemisrajan
(0,97 nmol/min/mg). Kyseiselld antioksidanttientsyymill4 ei siis ehké ole keskeistd roolia
tdman lintulajin antioksidanttipuolustuksessa. Voi my0s olla, etteivit metallipitoisuudet
olleet riittdvén suuria CAT:n aktivoitumiseen. Toisaalta, CAT:1la on havaittu olevan suuri
rooli vasta korkeissa vetyperoksidipitoisuuksissa, kun sen sijaan GP hajottaa vetyperok-
sidia jo matalissa pitoisuuksissa (Halliwell & Gutterridge). Lisdksi on mahdollista, ettad
eri metallit vaikuttavat entsyymeihin eri tavoin, jopa toisiinsa nihden pdinvastaisesti.
Vasteen puuttuminen voi johtua myds siitd, ettd ulosteiden metallipitoisuus ei kerro tar-
kasti elimiston metallipitoisuuksista, silld metalleja on voinut kertyé linnun siséelimiin,

jolloin todellinen metallialtistus voi poiketa mitatusta.

5. JOHTOPAATOKSET

Téssd tyossd tutkin ympériston metallipitoisuuden hormeettista vaikutusta talitiaisen ja
kirjosiepon poikasten antioksidanttipuolustuksesta huolehtiviin antioksidanttientsyymei-
hin. Metalleilla on todettu olevan hormeettisia vaikutuksia oksidatiivisen stressin tasoon,
siten, ettd pienet pitoisuudet saattavat vaikuttaa positiivisesti ja suuret negatiivisesti lajin
selviytymiseen, poikastuottoon ja elinikdén (esimerkiksi Zhang ym. 2009; Schmeisser

ym. 2013; Losdat ym. 2018). Tutkimuksessa kdytetyn viiden vuoden aineiston perusteella
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saadut tulokset viittaavat sithen, ettd ympariston metallipitoisuudella on hormeettinen
vaikutus talitiaisen poikasten GP-aktiivisuuteen ja mahdollisesti lintujen oksidatiivisen
stressin tasoon. Kirjosiepon poikasilla metallipitoisuuden hormeettinen vaikutus nékyy
SOD-aktiivisuudessa. Toisin sanoen, kun ympariston metallipitoisuus kasvaa hieman, li-
sddntyy ndiden entsyymien aktiivisuus, jolloin elimiston puolustautuminen oksidatiivista

stressid vastaan tehostuu. Suurempi altistus puolestaan alkaa heikentdd puolustusvastetta.

Vaikka Harjavalta on yksi Suomen metallisaastuneimmista alueista, ei linnunpoikasten
altistus nouse sielld niin suureksi, etteikd niiden antioksidanttipuolustus pystyisi estimain
oksidatiivista stressid melko tehokkaasti. Tutkimusta olisi kuitenkin hyvé jatkaa mittaa-
malla entsyymiaktiivisuuksien lisdksi antioksidantteja sekd oksidatiivisesta stressistd ai-
heutuneita solu- ja kudosvaurioita. Télldin metallipitoisuuden ja antioksidanttipuolustuk-
sen suhdetta voisi verrata oksidatiiviseen vaurioon ja siten saada parempi kisitys lintujen
metalliensietokyvysté ja sen hormeettisesta luonteesta. Mielenkiintoista olisi myds tietéa,
ovatko muutokset pysyvii ja periytyviatkd ne epigeneettisesti seuraaville sukupolville.
Olisi my0s antoisaa tutkia hormeesin pohjavaikutusta eli sitd, parantaako poikasidssé ta-
pahtunut metallialtistuminen aikuisién selviytymistd. Kaiken kaikkiaan hormeesin ansi-
osta mahdollisesti parantunut sietokyky voi olla useilla lajeilla merkittidvassi roolissa no-

peasti muuttuvissa elinympéristoissa.
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Vuosittaisten entsyymiaktiivisuuksien jakaumat lintulajeittain. Laatikossa ovat keskim-
madiset 50 prosenttia havainnoista ja loput havainnoista ovat janojen sisdlld — lukuun
ottamatta poikkeavia havaintoja, jotka on merkitty ympyro6illa. Havainto katsotaan poik-
keavaksi, mikéli sen etéisyys laatikosta on yli 1,5 kertainen verrattuna laatikon korkeu-
teen. Laatikon sisélld oleva poikkiviiva esittdd mediaania ja rasti keskiarvoa.



