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Sissejuhatus

Kasvav inimtekkeline tegevus on peamine tegur, mis pdohjustab saasteainete sisalduse suurenemist
merekeskkonnas. Selle seisundi hindamiseks kasutatakse nii flsikalisi, keemilisi kui ka bioloogilisi
analliiise. Inimtegevuse tulemusena veedkoslisteemi sattunud keemilised saasteained vdivad
keskkonnale t3sist ohtu kujutada. Juba vidikestes kontsentratsioonides vdivad nad olla toksilised
ning koguneda mereorganismide kudedesse, pohjustades erinevaid tervisehdireid. Samuti saavad
saasteained sattuda toiduahelasse ning jduda ka inimeseni. Viimastel aastatel on voetud kasutusele
erinevaid biomarkereid keskkonnareostusest tingitud bioloogilise m&ju hindamiseks
pohjaelustikus. Naiteks viitavad mitmed hiljutised uuringud mere- ja mageveekeskkonnast parit
organismidega sellele, et biomarkerite enslimaatilise aktiivsuse moédtmise abil on vdoimalik
tuvastada seos organismide ja keskkonnas leiduva keemilise reostusega (Gorokhova et al., 2010;
Turja et al., 2014). Sel viisil on véimalik reostuse poolt organismidele péhjustatavat keemilist stressi
tuvastada organismide bioloogia ja Okoloogiaga seotud skaaladel, mis muudab biomarkerid
vaartuslikuks vahendiks keskkonnamdéjude hindamisel.

Tanu oma laialdasele levikule Ladnemeres on balti lamekarp (Macoma balthica) keemilise stressi ja
selle moju tuvastamiseks sobilik uurimisobjekt. Antud liik on tundlik paljude metalliliste ja
orgaaniliste ihendite suhtes, mis vGivad suurte kontsentratsioonidena setetes akumuleeruda
(Jedruch et al., 2015; Joksas et al., 2019) ja md&jutada seal elavate liikide tervist (Berezina et al.,
2019). Balti lamekarbi domineerimine paljudes pehmesettelistes kooslustes aitab vorrelda
omavahel loomade seisundit erinevates piirkondades ning uurida seoseid tervise ja ohtlike ainete
sisalduse vahel. Lamekarpide iseloomulik kaitsemehhanism kokkupuutes reostusega on korge
katalaasi aktiivsus, mis on tagajarjeks oksilidatiivsele stressile. Kuna lamekarbid kaituvad kui
filtreerijad, siis voib erinevate saasteainetega kokkupuude viljenduda ka atsetidlkoliinesteraasi
aktiivsuse langemisena.

Kaesoleva bakalaureusetod eesmargiks on voérrelda balti lamekarbi nditel kahte ensimaatilist
biomarkerit, atsetlllkoliinesteraas ja katalaas, erinevates Vdinamere ja Liivi lahe jaamades ning
uurida kolme raskmetalli (Ni, Pb, Hg) voimalikku mdju nende aktiivsustele. Saadud tulemused
aitavad aru saada, kas valitud proovivotujaamade 6koloogilise seisundi vahel on olulisi erinevusi
arvestades nikli, plii ja elavhdbeda kontsentratsioone setetes.

Tool on kaks peamist hiipoteesi: AChE ja CAT aktiivsused erinevad Liivi ja Vdinamere jaamadest
kogutud loomade kudedes ning raskmetallidel on margatav moju antud ensiilimide aktiivsustele.
Hipoteesi  testimiseks kasutati Ladanemeres laialdaselt levinud  balti  lamekarpi.
Atsetillkoliinesteraasi ja katalaasi aktiivsuste maaramiseks loomade kudedes kasutati
spektrofotomeetrilisi meetodeid ning tulemuste hindamiseks statistilist anallilisi, et uurida
vdimalikke korrelatsioone saadud andmete vahel.



1. Kirjanduse lilevaade

1.1 Ladnemeri — Liivi laht ja Vdinameri

Laanemeri on Uks maailma suurimaid riimveelisi veekogusid, mis tahendab, et Lddnemeres elustik
on segu ookeani-, magevee- ning lksikutest riimveelistest liikidest, mis moodustavad 6koloogiliselt
ainulaadse koosluse (Ojaveer et al.,, 2010). Lddnemere riimveelisus on tingitud piiratud
veevahetusest PGhjamerega madalate Taani vdinade kaudu ning suurest magevee sissevoolust
(Szymczycha et al., 2018). Selle tulemusena on Lddnemere keskmine soolsus 7 psu ehk (iks viiendik
normaalsest ookeaniveest (Leppéaranta ja Myrberg, 2009). Lisaks madalale soolsusele on Ladnemeri
ka suhteliselt madal meri, mille keskmine stigavus on 50 m (HELCOM, 2022).

Ladanemerd Umbritseb 9 riiki ning Laanemere piirkond on koduks enam kui 85 miljonile inimesele.
Kuna Laanemere vesi vahetub tdielikult ligi 30 aastaga on mere keskkonnaseisund tugevalt
mojutatud inimtegevusest (HELCOM, 2011). Nii globaalsed kliimamuutused, liigne toitainete
eraldumine, reostus kui ka rannikualade asustuse tugev kasv on pdhjused, mille tdttu on vaja
meredkoslisteemi toimimist ja seisundit pidevalt uurida (Omstedt et al., 2014).

Vorreldes teiste veedkoslsteemidega elab Lédanemeres tanu madalale soolsusele suhteliselt vahe
looma- ja taimeliike (HELCOM, 2022). Paljud liigid elavad pideva soolsusest ja temperatuurist
pohjustatud stressi tingimustes, mistottu nende tundlikkus keskkonnamuutuste, eelkdige
inimtekkeliste muutuste suhtes on suur. Mereliste liikide arvukus ja kasvukiirus Lddanemeres
korreleerub enamasti soolsusega — rohkem liike leidub kdrgema soolsusega IGunapiirkonnas
(Ojaveer et al., 2010). Liivi laht on Lédanemere idaosa alamvesikond, mida m&jutavad Eestist ja Latist
sinna suubuvad j6ed. Laht on Lddnemerest eraldatud peamiselt maismaaga ning saartega ning selle
veevahetus Ladnemerega toimub Iabi Irbe vdina ning Vdinamere (Astok et al., 1999). Lahe keskmine
siigavus on 26 m (Liblik et al., 2017). Vdinameri asub Ldanemere kirdeosas, Saaremaa, Hiiumaa,
Vormsi, Muhu ning Eesti maismaa vahel. Vdinameri on Liivi lahe Uks osa ning 90% selle sligavusest
on madalam kui 10 m. Vdinamere pdhi on liivane ja mudane, mis on sobivaks elupaigaks
merekarpidele (Suursaar et al.,, 2002). Antud piirkond kuulub Natura 2000 (le-euroopalise
kaitstavate alade vorgustikku ning hélmab endas nii linnu- kui ka loodusala (Keskkonnaportaal,
2022).

1.2 Balti lamekarp Macoma balthica

Macoma balthica (Joonis 1) on (ks arvukamatest p&hjaloomastiku liikidest Ladnemeres. PShiliselt
levib M. balthica rannikualadel, kuid seda leidub ka avameres (Joonis 2; OBIS, 2024). Ladnemere
pohjaosas, kus pidevalt madal soolsus teiste mereorganismide levikut rangelt piirab, on antud liik
laialt levinud (Leinio ja Lehtonen, 2005). Macoma balthica on oluline indikaatorliik Lédnemere



rannikupdhja 6kosilisteemi seisundi hindamiseks. Teda on leitud nii 1 m kui ka 190 m siigavuselt
ning ta eelistab mudast v&i liivast pohja (Bonsdorff ja Bostrém, 1995).

Joonis 1. (iNaturalist, 2024)

Macoma balthica keskmine kasvumaar aastas on 3,3 mm aastas ja tadiskasvanud isendite keskmine
pikkus on 18-20 mm. Ta vdib olla nii roosakat, kollast kui ka oranzi varvi. Nad elavad setetesse
kaevunult, kuid sailitavad kontakti veega (WoRMS, 2024). Macoma balthica on voimeline taluma
madalaid talviseid veetemperatuure, kuid nende arvukus suureneb kevadel ja suvel. Antud liik on
detrivoor ehk toitub peamiselt lagunenud orgaanilistest ainetest ning on ise saagiks paljudele linnu-
ja kalaliikidele, mille t6ttu voivad ka mirgised ained toiduahela kaudu edasi kanduda (BIOTIC,
2024). Soltuvalt toidu kattesaadavusest, paljunemisvoimest ning muudest teguritest véivad
saasteainete tasemed kudedes ja biomarkerite vastused kdikuda (Leinid ja Lehtonen, 2005).
Keskkonnaparameetrite ja biomarkerite hooajalise diinaamika anallilisi pShjal on vaidetud, et
M. balthica voib Ladnemeres hilissuvel stressi kogeda (Strode et al., 2023). Selle p&hjuseks vdib
pidada madalat hapnikusisaldust (Liblik et al., 2017).

Joonis 2. Macoma balthica levikualad Ladnemeres (OBIS, 2024)



1.3 Raskmetallid Lidnemeres ja nende moju

Ohtlikud ained, antud to6s raskmetallid, vGivad merre sattuda looduslikest voi inimtekkelistest
allikatest. Peamiselt jouavad ohtlikud ained merre jogedest ja atmosfaarist, aga ka
punktreostusallikatest (HELCOM, 2018a). Mulla omadused, piirkonna t66stuslik aktiivsus, vaetiste
kasutamine ning ldhedal asuvatest heiteallikatest sadestumine on peamised tegurid, mis aitavad
kaasa raskmetallide kontsentratsiooni suurenemisele. Lddnemere peamisteks reostusallikateks on
pollumajandus, toostus, reovee puhastusjaamad, sadeveed, laevaliiklus jm. (HELCOM, 2021).

Paljudesse mereorganismidesse akumuleeruvad erinevad metallijdagid, mis peegeldavad
Umbritsevas keskkonnas leiduvaid metalle. Kdrged metallide kontsentratsioonid voivad kajastada
piirkonna saastumist ning seetSttu on (heks keskkonnaseisundi hindamisviisiks biomarkerite
maaramine pohjaloomastikus (Hendozko et al., 2010).

Helsingi Komisjon (HELCOM) koordineerib merekeskkonna kaitset Ldanemere piirkonnas ning viib
erinevate indikaatorite abil iga kuue aasta tagant |dbi Ldadnemere holistilise hinnangu.
Raskmetallidest kuuluvad HELCOM poolt kasutatavate indikaatorite hulka plii, elavhdbe, kaadmium
ja vask. Need raskmetallid on olulised, kuna avaldavad toksilist m&ju 6koslisteemile juba suhteliselt
vaikestes kontsentratsioonides ning on raskesti lagundatavad (HELCOM, 2018b). Samuti kogunevad
raskmetallid vee-elustiku kudedesse ning vdivad pdhjustada erinevaid tervisehdireid nagu
paljunemis-, kditumis- voi kasvuhaireid, vahki, geenide kahjustusi jm. (Sundelin et al., 1998; Kahlon
et al., 2018).

Metallid nagu Cd, Ni, Cr, Pb ja Hg on veeorganismidele mirgised peamiselt redoksreaktsioonides
osalemise kaudu, kus tekivad reaktiivsed hapnikulihendid. Teistel metallidel nagu Fe, Zn, Cu, Se ja
Mn on oluline koht organismis aset leidvate protsesside toimimises, kuid muutuvad mirgiseks, kui
nende kontsentratsioon on Glemaara suur. Uuringud on ndidanud raskmetallide bioakumulatsiooni
ning nende poolt pdhjustatud okslidatiivseid kahjustusi karpide lihastes ja seedendarmetes
(Vlahogianni et al., 2007).

1.4 Biomarkerid

Biomarker on biokeemias maaratletud kui méddetav ja jalgitav muutus molekulaarsel tasandil, mis
hdlmab ka organismide kditumismuutusi. Biomarkerite vastused nditavad keskkonnastressorite
kokkupuudet ning toksilist mdju organismile (Cossu-Leguille ja Vasseur, 2013). Biomarkereid ning
nende anallilise kasutatakse erinevates valdkondades, sealhulgas meditsiinis, keskkonnatervises,
toksikoloogias, arengubioloogias ja alusteadustes (Lionetto et al., 2013). Neid vGib m&o6ta naiteks
verest, uriinist, kudedest ning jaotada erinevate tlitipide jargi — DNA, RNA ning valgubiomarkeriteks
(Shah et al., 2020).

Erinevaid biomarkereid peetakse Okotoksikoloogias sageli keskkonnareostuse varajaseks
hoiatussignaaliks. Lisaks saaateainetele on hooajalised muutused samuti Ghed olulistest teguritest,
mis vOivad mdjutada organismide fisioloogilist seisundit (Barda et al., 2014). Biokeemilised
biomarkerid ning nende hindamisel kasutatavad laboratoorsed meetodid pd&hinevad
molekulaarsetel mehhanismidel, tanu millele on vdimalik mddta keskkonnakemikaalide poolt
pohjustatud toksilist toimet (Walker, 1995).



Merekeskkonda sattunud neurotoksiliste ainete, nagu naiteks fosfororgaaniliste- ning
karbamaatiihendite mdju mereorganismidele on voimalik hinnata atsetiilkoloonesteraasi (AChE)
aktiivsuse madramise abil. Oksldatiivse stressi indikaatorina on aga voimalik kasutada naiteks
katalaasi (CAT) ning glutatiooni reduktaasi (GR) aktiivsuste hindamist ja ksenobiootikumide
koosmdju hindamiseks glutatiooni S-transferaasi (GST) aktiivsust (Sarkar et al., 2006).

1.4.1 Atsetiililkoliinesteraas

Atsetidilkoliinesteraas (EC 3.1.1.7) on hidrolaaside hulka kuuluv narvististeemi votmeensidm.
Atsetlililkoliinesteraasi esineb enamikes loomades ning on vastutav neurotransmitteri
atsetidlkoliini (ACh) kiire hdrolitilise lagunemise eest (Joonis 3A; Agency for Toxic Substances
and Disease Registry, 2007) inaktiivseteks saadusteks - koliiniks ja atsetaadiks (Bocquene ja Galgani,
1998). AChE aktiivsus IGpetab sunaptilise llekande, véltides pidevat narvipdletust narvildpmetes
(Lionetto et al., 2013). Atsetlillkoliinesteraasi ekspresseeritakse mitmesuguste mereorganismide
kudedes, sealhulgas karpide lihastes (Bocquene ja Galgani, 1998).
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Joonis 3. A) Atsetiitlkoliini lagunemine B) Inhibiitori seondumine atsettiiilkoliinesteraasiga (muudetud Agency for Toxic
Substances and Disease Registry, 2007 pdhjal)

ACh slinteesitakse Gheetapilise reaktsiooniga, mida katallusib enstitim koliin atsetidltransferaas ja
selle enstiimi olemasolu on "markeriks", et neuron on kolinergiline. Suurem osa narvildpmetes
sisalduvast atsetiilkoliinist sisaldub selgetes 100 nm vesiikulites ja vadike kogus esineb ka
tsitosoolis. ACh omastamine sailitusvesiikulisse toimub energiast sOltuva pumba kaudu, mis
hapestab vesiikulit. Neurotransmissiooni kdigus vabaneb ACh narvist slinaptilisse pilusse ja seostub
postsiinaptilise membraani ACh retseptoritega, edastades signaali narvist. AChE, mis asub samuti
postsiinaptilisel membraanil, I8petab signaali edastamise hudroliilisides atsettilkoliini. ACh



lagunemisel vabanenud koliin omastatakse uuesti prestinaptilise narvi poolt ja neurotransmitterist
slinteesitakse atsetiitl-CoA-ga kombineerimisel atsetiililtransferaasi toimel koliin (Joonis 4; Colovic
et al., 2013).
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Joonis 4. AChE mehhanism narvillekandel (muudetud BioNinja, 2024 pd&hjal)

Fosfororgaanilised ja karbamaatiihendid on teadaolevalt spetsiifilised atsetiililkoliinesteraasi
kataltdtilise aktiivsuse inhibiitorid. Fosfororgaanilisi Uhendeid peetakse funktsionaalselt
poordumatuteks AChE inhibiitoriteks, kuna ensilimi inhibeerimisest vabastamiseks kuluv aeg voib
Uletada uue AChE siinteesiks kuluvat aega (Lionetto et al., 2013). Orgaanilisi fosfaate ja karbamaate
kasutatakse laialdaselt p&llukultuuride ja kariloomade kahjurite torjeks ning olmelistel eesmarkidel,
sealhulgas putukatorjeks kodus ja aias. Seetdttu véivad need lhendid kergelt ka merre sattuda.
Ditioperokstianhiidriid, ferbaam, butilaat, pebulaat on karbamaadid, mida kasutatakse naiteks
herbitsiitide ja fungitsiitidena. Fosfororgaanilistest Ghenditest kasutatakse naiteks etlllparatiooni
ja metidlparatiooni insektitsiidides (Colovic et al., 2013).

Fosfororgaanilised Gihendid avaldavad oma peamist toksikoloogilist mdju esteraaside po6rdumatu
fosforiiilimise kaudu nérvisiisteemis. Agedad toksilised m&jud on seotud AChE pédrdumatu
inaktiveerimisega. Fosfororgaanilised Uhendid on ACh analoogid. Sarnaselt looduslikule
substraadile siseneb inhibiitor enstidmi aktiivsaiti ning seondub kovalentselt seriini —OH riihmaga.
Fosforilihend IGhutakse ja ensiitim fosforiillitakse (Joonis 3B). Fosforiilitud ensiiim ei ole enam
vOimeline neurotransmitteri hiidrolllsimises osalema. Ensiilimi inhibeerimine pd&hjustab ACh
akumuleerumist slinaptilisse pilusse, mille tulemuseks on narviilekande takistumine (Colovic et al.,
2013).

Viimastel aastatel on loomadel (iha enam uuritud AChE inhibeerimist mitmete keemiliste Ghendite,
sealhulgas raskmetallide, politsikliliste aromaatsete siisivesinike, detergentide ja saasteainete
komplekssegude komponentide poolt (Lionetto et al., 2013). Ladnemere organismides leiduvate
raskemetallidega seoses on leitud, et AChE inhibeerimine on korrelatsioonis kaadmiumi ja tiamiini
taseme tousuga, millel on omakorda tihe seos AChE kolinergilise slisteemiga. Loomarakkudele
oluline tiamiin imendub spetsiifiliste transporterite kaudu ning fosforiilitakse edasi kdrgemateks
fosfaatide derivaatideks (Turja et al., 2014).
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1.4.2 Katalaas

Katalaas (EC 1.11.1.6) on okstidoreduktaaside hulka kuuluv antioksiidatiivne ensliim, mis vastutab
vesinikperoksiidi lagunemise eest (Joonis 5; Qin et al., 2020). CAT aktiivsuse suurenemine
organismide kudedes viitab oksiidatiivse stressile, mis on sageli seotud liigse oksiradikaalide
moodustumisega erinevate orgaaniliste (hendite katabolismi ajal (Di Giulio et al., 1989).
Oksidatiivsete kahjustuste vastu toodavad veeorganismid kaitsemehhanismina ensiiiime nagu
katalaas ja superoksiidi dismutaas (Kadim ja Risjani, 2022).

Oksiidaas G?)UGSH AAAAAAAA » H,0O
ETC \l/ . SOD Fentoni reaktsioon
0, > -0, > -OH
Mp
ETC: Elektronide transpordiahel ~——" " Orcy

SOD: Superoksiidi dismutaas -
CAT: Katalaas <
GPX: Glutaatiooni perokstidaas

MPO: Mueloperoksiidaas
GSH: Glutatioon H20 + 02

Joonis 5. Reaktiivse hapniku rada (muudetud Qin et al., 2020 p&hjal)

Superoksiidi anioon (0, ), hudroksiiilradikaal (‘OH) ja vesinikperoksiid (H.02) on kolm peamist
reaktiivse hapniku vormi. Kuigi H,0O, ei ole radikaal, vGib ta kergesti tungida membraanidesse ja
reageerida redoksaktiivsete metallidega, peamiselt Cu* ja Fe?*, tekitades reaktiivsemaid liike, mida
sageli peetakse hiidroksiilradikaalideks (‘OH). Vabad radikaalid on nii rakkude normaalse
ainevahetuse kui ka organismile kahjulike reaktsioonide tulemused, mida p&hjustavad erinevad
ksenobiootikumid nagu naiteks saasteained, pestitsiidid, herbitsiidid (Kehrer et al., 2010).

Antioksudatiivsed ensiliimid kaitsevad rakke oksliradikaalide kahjuliku mdju eest, hoides
reaktiivsete hapnikuldhendite taset madalal. Lamekarpidel on olemas mitmesugused
kaitsemehhanismid, sealhulgas katalaasi poolt katallisitud vesinikperoksiidi lagundamine.
Katalaasid esinevad igas aeroobses organismis, paiknedes rakkude perokstisoomides (Jourmi et al.,
2015).

Turja ja teised (2020) teostasid eksperimendi, kus rannakarbid (Mytilus trossulus) puutusid kokku
toornaftaga, et naha, milline on katalaasi aktiivsus erinevate vdimalike naftareostuse
kontsentratsioonide juures. Uuringust selgus, et rannakarpidel oli suurenenud katalaasi aktiivsus
just kdrgema olikontsentratsiooniga kokkupuutel.
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2. Too eesmark

Kadesoleva bakalaureuset6d eesmargiks on vorrelda balti lamekarbis M. balthica kahte
ensiimaatilist biomarkerit, AChE ja CAT, erinevates Vdinamere ja Liivi lahe jaamades ning uurida
kolme raskmetalli (Ni, Pb, Hg) véimalikku mdju nende aktiivsustele.

To0s seati kaks hiipoteesi: 1. AChE ja CAT aktiivsused on Liivi lahe ja Vdinamere jaamadest kogutud
loomade kudedes statistiliselt oluliselt erinevad; 2. on olemas seos raskmetallide ja ensilimide
aktiivsuste vahel. Kuna Liivi laht on rohkem inimtegevusest mdjutatud kui Vdinameri, kuna seal on
suuremad sadamad, sissevool veerohkematest jogedest (Parnu, Daugava) kui ka aktiivsem
mereliiklus, siis eeldatavalt vdiks sealt kogutud proovides ndaha suuremat modju biomarkerite
aktiivsustele kui Vainamere proovides.

Pistitatud eesmarkideni jdudmiseks viidi |abi jargmised tegevused:

e eelnevalt erinevatest proovivotujaamadest kogutud ja prepareeritud M. balthica kudede
homogeniseerimine;

e atsetllkoliinesteraasi ja katalaasi aktiivsuste mdaramine;

e saadud tulemuste pohjal jaamadevaheliste statistiliselt oluliste erinevuste (p < 0,05)
véljaselgitamine;

e atsetllkoliiniesteraasi ja katalaasi korrelatsiooni analiilis setetes leidunud raskmetallide
kontsentratsioonidega.
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3. Meetodid

3.1 Proovide kogumine

Proovid on kogutud 2020. aasta mais ja augustis Laédnemerest, kokku 8 jaamast. Proovide kogumine
oli eelnevalt teostatud TalTech meresisteemide instituudi uurimisrihmade liikkmete poolt.
Proovivotujaamad V1, V3-V5, L1 asuvad Vdinameres, ning L4, L9 ja L11 paiknevad Liivi (Joonis 6). V
tahega margitud jaamadest toimus proovivétt maikuus, L jaamadest augustis. ProovivGtujaamade
valikul arvestati, et need asuksid nii vdimalikult puhastes kui ka potentsiaalselt saastunud
piirkondades. Lihidalt toimus proovide kogumine jargmiselt. Setteproovid koguti uurimislaevalt
,Salme” kasutades Van Veen settekoppa haardepindalaga 0.1 m?2. Pealmine settekiht paksusega
kuni 5 cm koguti 200 ml purkidesse raskmetallide analiiiisiks. Ulejaanud setted pesti mereveega
laeva pardal Iabi u 1 cm vorguavaga sdela, et karpe katte saada. Elusaid balti lamekarpe hoiti
proovivotujaamast kogutud merevees, jahedas kohas. Kdikidest jaamadest saadud merekarbid
koguti ja prepareeriti samu meetodeid kasutades.

59°N
58.5°N
2N Liivi laht oL9 .
' H
; L)
I.—_—_—_—_Jﬁf_ - 1S
22°E 23°E 24°E

Joonis 6. Proovivotujaamad Liivi lahes (jaamade asukohad tdhistatud siniste punktidega).

3.2 Raskmetallide analiiiis

Ohtlike ainete ja orgaanilise slisiniku sisalduste maaramiseks saadeti setted GBA GROUP laborisse
Saksamaal. Elavhdbeda sisaldused olid jaamades V4, L1 ja L11 alla maaramispiiri ehk LOQ < 0,01
mg/kg, milletdttu tulemuste analttsimisel kasutati nendes jaamades elavh&beda vaartuseks pool
labori poolt esitatud maaramispiirist. Saadud raskmetallide tulemusi normaliseeriti 5% orgaanilise
susiniku jargi kasutades jargmist valemit:
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Css = Cy X (Z_Z/:)' (1)
kus

Css on normaliseeritud raskmetalli kontsentratsioon (mg/kg)

Cm on moddetud raskmetalli kontsentratsioon (mg/kg)

5% on kofaktori poordevaartus (%) (eng. pivot)

Nwm on kofaktori méddetud kontsentratsioon (%) (OSPAR, 2008).

3.3 Proovide ettevalmistus

Laboris kudede prepareerimisel eraldati igast jaamast kogutud 10 karbil lihased ja seedendarmed.
Kui vaiksemate isendite esinemise tottu puudus analliside jaoks vajaliku materjali kogus, (ihendati
2-3 looma elundid {ihe proovi valmistamiseks. Koed kilmutati vedelas [ammastikus ning sailitati -
80°C juures kuni nende homogeniseerimiseni. Macoma balthica loomades ensiimide aktiivsuste
maaramiseks homogeniseeriti loomade seedetrakti koed 100 mM kaaliumfosfaatpuhvris (K-PO,),
pH 7,40. Lihased aga 20 mM naatriumfosfaatpuhvris (Na-PQ,), pH 7.00 koos lisatud 0.1% Triton X-
100 lahusega. Sulatatud proovidele lisati homogeniseerimise puhvrit 3 ml/g seedetrakti kudede
ning 2 ml/g lihaste kohta. Homogeniseeriti 30 Hz sagedusel 2 x 30 sekundit mikserveskil (MM400,
Retsch). Proove tsentrifuugiti (MPW-352R, MPW) 10 000 x g, 20 minutit, +4 °C juures. Supernatant
jagati erinevate analliside hilisemaks teostamiseks (katalaasi ja atsetdililkoliinesteraasi aktiivsuste
ning valgusisalduste maaramiseks) allikvootidena tuubidesse ning kilmutati koheselt vedelas
lammastikus. Proovid sailitati -80 °C juures.

3.4 Biomarkerite aktiivsuste maaramine

3.4.1 Valgusisalduse madramine

AChE ja CAT aktiivsuste esitamiseks thikutes pmol/min/mg valgu kohta on vajalik anallisitavates
proovides mdaarata ka valgusisaldus. Selle jaoks kasutati Bradfordi meetodit (Bradford, 1976).
Meetodi kohaselt seondub varvireagent Coomassie Brilliant Blue G250 valkude hiidrofoobse osaga,
moodustades sinise kompleksi. Valgu seondumine varvainega p&hjustab Coomassie lahuse varvuse
muutust pruunist (neelduvuse maksimum 465 nm) siniseks (neelduvuse maksimum 610 nm).
Standardina kasutatakse tavaliselt veise seerumi albumiini (BSA).

Mikrotiiterplaadi kaevudesse pipeteeriti nelja paralleelina 10 ul albumiini kalibreerimislahust (0,
0,05, 0,1, 0,2, 0,3 ja 0,4 mg/ml) v&i tundmatu valgusisaldusega eellahjendatud proovi ning lisati 200
ul Coomassie reaktiivi (Bio-Rad) viiekordselt lahjendatud lahust. Plaat koos reaktsioonidega segati
mikroplaadi segajal 30 sekundit 2 mm amplituudiga ning inkubeeriti 15 minutit toatemperatuuril
pimedas. Seejarel moddeti neelduvused spektrofotomeetris (Infinite M Plex, Tecan), Magellani
tarkvara abil 595 nm juures.

Kalibreerimislahuste ma&G6tmistel saadud neelduvuse nédidud kanti kalibreerimisgraafikule
(Joonis 7). Lineaarse kalibreerimissirge tousu jargi arvutati uuritavate loomade kudedest
valmistatud proovidele valgusisalduste vaartused (mg/ml).
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BSA kalibreerimissirge graafik
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Joonis 7. Valgusisalduse maaramiseks kasutatud Uks kalibreerimisgraafikutest. Iga uue Coomassie reaktiivi lahjenduse
valmistamise jarel teostati uus kalibreerimine. Albumiini lahuste teadaolev kontsentratsioon ning albumiini seondumisel
Coomassie sinisega tekkiva kompleksi neelduvus lahuses on omavahel lineaarses seoses.

3.4.2 Atsetiiiilkoliinesteraasi aktiivsuse maaramine

AChE aktiivsuse mootmisel kasutati Macoma balthica lihaskudesid. Meetodis kasutatakse
atsetiilkoliinjodiidi (ACTC) spetsiifilise substraadina, millest AChE juuresolekul tekib tiokoliin.
Analliis  pohineb  kollase  varvuse intensiivistumisel tiokoliinist, mis  reageerib
ditionitrobensoehappe (DTNB, nimetatakse ka Ellman’i reagendiks) iooniga. Kollase varvuse annab
5-tio-2-nitrobensoehape (TNB) anioon (Joonis 8).

AChE

atsetiiiilkoliin  ——— tiokoliin + atsetaat

. . C AChE
tiokoliin + ditionitrobensoehape ——— kollane virv (TNB)
Joonis 8. AChE juuresolekul toimuv TNB aniooni reaktsioon

Reaktsioon I6pp-mahuga 175 pul teostati poolemahulisel poliistiireenist mikrotiiterplaadil 20 mM
Na-PO, pH 7,0 puhvris, 0,6 mM DTNB ja 2,9 mM ACTC juuresolekul. Lihaskudede
homogeniseerimisel saadud supernatant ning reagendid pipeteeriti plaadile 4 paralleelina
jarjekorras, mis on toodud valja tabelis (Lisa 1). Neelduvuse muutused moddeti koheselt
spektrofotomeetriga Magellani tarkvaras iga 25 sekundi tagant 412 nm juures.

Atsetlllkoliinesteraasi aktiivsused arvutati véalja valemiga 2.

AAyq2XVEx1000

AChE aktiivsus (nmol/min/mg (mU)) = L3610 xIxVox[prot] (2)

kus

AA41; on maksimaalne neelduvuse muutus 412 nm juures, absorptsioonikdvera lineaarses osas
(AU/min)

V: on reaktsioonimaht (ml)

1,36 x 10* on TNB molaarne ekstinktsioonikoefitsent (M**cm™)
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| on valguse teepikkus (cm)
Vs on proovi maht (ml)
[prot] on valgusisaldus (mg/ml)

3.4.3 Katalaasi aktiivsuse maaramine

Katalaasi aktiivsuse maaramisel kasutati seedekulgla kudede homogeniseerimisel saadud proove.
Vesinikperoksiid on organismidele kahjulik okslideerija, mis lagundatakse katalaasi poolt veeks ja
hapnikuks. Katalaasi aktiivsuse madramisel moddetakse vesinikperoksiidi kontsentratsiooni
vahenemist.

Reaktsioonisegusse 18pp-mahuga 300 pl segati 100 mM K-PO, pH 7,0 puhvris, sobiva
eellahjendusega M. balthica proov ja 30 mM H,0, (Lisa 1). Neelduvuste md6tmiseks kasutati UV-
labipaistvat akrulist mikrotiiterplaati. Proovi neelduvuse muutust (vesinikperoksiidi lagunemise
kiirust) moodeti mikrotiiterplaadi spektrofotomeetriga iga 25 sekundi tagant 240 nm juures.

Katalaasi aktiivsused arvutati valja valemiga 3.

AAp40XVEX1000

CAT aktiivsus (umol/min/mg (U)) = 36X IxVox[pror]

(3)
kus

AAz40 on maksimaalne neelduvuse muutus 240 nm juures, absorptsioonikdvera lineaarses osas
(AU/min)

V: on reaktsioonimaht (ml)

43,6 on H,0, molaarne ekstinktsioonikoefitsent (M**cm)

| on valguse teepikkus (cm)

Vs on proovi maht (ml)

[prot] on valgusisaldus (mg/ml)

3.5 Statistiline analiilis

Esmalt kontrolliti AChE ja CAT analiilsitulemuste vastavust normaaljaotusele kasutades Shapiro-
Wilk testi. Kuna andmed ei vastanud normaaljaotuse eeldustele, kasutati mitte-parameetrilist
Kruskal-Wallis testi. Jaamade vaheliste statistiliselt oluliste erinevuste (p < 0,05) valjaselgitamiseks
teostati Dunn-i test. Biomarkerite ja raskmetallide seoste leidmiseks rakendati Spearman
korrelatsiooni. AChE ja CAT tulemuste visualiseerimiseks kasutati karp-vurrud diagramme. K&ik
statistilised testid viidi |dbi kasutades Rstudio tarkvara (versioon 4.0.2, 2020-06-22).
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AChE, [mU]

4. Tulemused

4.1 AChE ja CAT aktiivsused

Atsetiitilkoliinesteraasi  keskmised  aktiivsused  olid kdige madalamad  Vadinamere
proovivotujaamades L1, V1, V3 ning kdige kdrgemad Liivi lahe jaamades L4 ja L9. Katalaasi puhul
aktiivsused olid Uldiselt kérgemad Vadinamere jaamades ja madalamad Liivi lahe jaamades. Kdige
korgem katalaasi aktiivsus oli mdddetud prooviviotujaamas V5 (64,7 U). L9 proovivGtujaama
proovide keskmine aktiivsus oli atsetiililkoliinesteraasi maaramisel kdige kdrgem ning katalaasi
aktiivsus kdige madalam (Tabel 1, Joonis 9).

Tabel 1. AChE ja CAT aktiivsuste keskmised jaama kohta

Jaam Vi V3 \Z V5 L1 L4 L9 L11

AChE (mU) 6,4 4,6 9,5 7,4 5,4 10,9 11,0 8,8

CAT (U) 53,1 58,8 54,6 64,7 44,2 44,8 39,0 55,4
AChE CAT

30

80

15 20
CAT, (U]

10 80
| |

10

L1 L1 L4 L9 W1 V3 W4 VG

Proovivatujaam Proovivitujaam

Joonis 9. AChE ja CAT aktiivsuste vordlus (n = 10). X-teljel on proovivétujaam ning Y- teljel aktiivsus.

Jaamade vahel esines statistiliselt oluline erinevus nii AChE kui ka CAT aktiivsuste puhul (p < 0,05;
Tabel 2). Jaamades L4 ja L9 moddetud AChE vaartused olid statistiliselt oluliselt kdrgemad kui
jaamades L1, V1 ja V3 mdddetud AChE vaartused (Lisa 2). Samal ajal jaamas L9 méddetud CAT
vaartused olid statistiliselt oluliselt madalamad kui jaamades L11, V3, V4, V5 (Lisa 2).

Tabel 2. K&ikide uurimisjaamade AChE ja CAT vaartuste vordlus. Tumedas kirjas on valja toodud statistiliselt olulised (p <
0,05) erinevused.

Kruskal-Wallis (X?/p

Biomarker vaartus) df=7
AChE 23,17/0,0015
CAT 29,188/0,0001
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4.2 Raskmetallid

Merekeskkonda sattunud erinevad saasteained, sealhulgas ka raskmetallid akumuleeruvad setetes,
kus voivad pusida aastaid (HELCOM ACTION, 2021). Tabelis 3 on vélja toodud GBA GROUP labori
tulemused raskmetallide sisalduse mG&Gtmistest kogutud setetes. Koige korgem plii
kontsentratsioon on jaamas L4 ning k&ige madalam on jaamas V1. Vorreldes HELCOM plii
kontsentratsiooni piirvaartusega (120 mg/kg kuivmassi kohta), tletab HELCOM poolt kehtestatud
piirvaartust jaamas L4 plii moddetud tulemus (133,8 mg/kg). Nikli kontsentratsioonid olid kdige
kdrgemad jaamades L4 ja V4 ning kdige madalam jaamas V1. Elavhdobeda kérgemad jaamades L4 ja
L9 ning madalam jaamas V1. Saadud tulemustest v8ib ndha, et raskmetallide madalamad sisaldused
tuvastati jaamas V1 ja kérgemad L4. Jaamas L4 olid m&ddetud kdike raskmetallide kérgemad
kontsentratsioonid.

Tabel 3. Raskmetallide kontsentratsioonid proovivétujaama kohta

Jaam V1 V3 V4 V5 L1 L4 L9 L11
Ni(mg/kg) 28,9 53,0 257,1 538 72,4 352,9  150,9  156,9
Pb (mg/kg) 26,3 384 1143 34,9 53,9 133,8 79,2 100,0
Hg (mg/kg) 0,06 0,09 0,07 0,06 0,07 0,16 0,14 0,09
TOC% 1,9 0,82 0,35 0,93 0,38 0,34 0,53 0,29

4.3 Ensiiiimide aktiivsused ja raskmetallid

Kaesoleva t60 kaigus teostati korrelatsioonanaliilis kahe enstilimi (CAT ja AChE) ja kdikide uuritud
raskmetallide vahel, kuid statistiliselt oluline positiivne korrelatsioon on leitud vaid AChE ja nikli
vahel (p < 0,05; rho 0,74; S = 22). See omakorda tdhendab, et setteproovist saadud nikli sisalduse
suurenemisega kasvas AChE aktiivsus. Teiste metallide kontsentratsioonide ning ensiimide
aktiivsuste vahel statistiliselt olulist korrelatsiooni ei leitud.
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5. Arutelu

Kaesolevas [6putoos vorreldi méddetud ensiimaatiliste biomarkerite (AChE ja CAT) vaartuseid Liivi
lahes ja Vdinameres asuvates jaamades ning uuriti seoseid keemiliste biomarkerite ja raskmetallide
vahel. Peamise tulemusena voib valja tuua, et lldiselt erinevad Liivi lahes mdddetud ensiilimide
aktiivsused Vainamere jaamades moddetud aktiivsustest, eriti AChE puhul. Nikli
kontsentratsioonide suurenemisega setetes kasvas AChE aktiivsus. Seega leidis esimene hiipotees
kinnitust, kuid teine hlipotees on kinnitatud vaid osaliselt, kuna seos on leitud vaid tihe biomarkeri
ja Uhe metalli vahel.

Erinevus piirkondade vahel v&ib olla tingitud mitmetest teguritest, nditeks keskkonnatingimustest
vOi reostustasemest, mis voivad mojutada ensiiiimide aktiivsust loomastikus. Tavaliselt esineb
looduses samaaegselt erinevate parameetrite kombineeritud mdju. Ensiimaatilised biomarkerid
balti lamekarbis on vdheuuritud, kuid Barda ja teised (2014) on leidnud, et CAT aktiivsus balti
lamekarbis vGib olla m&jutatud ka temperatuuri, soolsuse ja hapnikutaseme poolt. Lisaks on leitud
seos CAT ja sesoonsete muutuste vahel. AChE puhul taoliseid seoseid ei leitud (Barda et al., 2014).
Kuna kaesolevas uuringus olid loomade proovid voetud kahel erineval hooajal, Vdinamerest mais ja
Liivi lahest augustis, vGib see avalduda saadud tulemustes. Vainameri ja Liivi laht erinevad ka
inimmd&ju poolest. Naiteks asub Liivi lahe dares suur rahvusvaheline Riia sadam, ning sinna
suunduvad Parnu ja Daugava jogi; Vainamere piirkond on kogu oma ulatuses kaitse all, seal on
vaiksem laevaliiklus ja j6gede sissevoolud on ka madalamad. Seet&ttu on saasteainete koormused
uuritud piirkondadele erinevad, mis omakorda vGib peegelduda ka biomarkerite tulemustes.
Mitmed uuringud on juba ohtlike ainete mdju enslimaatilistele biomarkeritele péhjaloomades ka
naidanud (Turja et al., 2014; Strode et al., 2022).

Kaesoleva t606 kaigus leiti, et Liivi lahe proovivétujaamadest L9 ja L4 kogutud loomade kudedes
moddetud atsetlilkoliinesteraasi keskmised aktiivsused olid kdige suuremad. Huvipakkuva
tahelepanekuna leiti, et katalaasi aktiivsus kaitus nendes jaamades vastupidiselt naidates koos
jaamaga L1 madalamaid tulemusi. Nendes jaamades olid kdrged raskmetallide sisaldused ning Hg
sisaldus oli vorreldes teiste jaamadega kdrgem. Raskmetallide toksilisus vdib avaldada mdju
enstilimide aktiivsustele nendes jaamades (Frasco et al., 2005). Tavaliselt ohtlikud ained
inhibeerivad AChE aktiivsust péhjaloomade kudedes ja selle vdartused viahenevad, kuid katalaasile
esineb vastupidine m&ju (Mnkandla et al., 2019; Lastumaéki et al., 2020). SeetSttu vajab antud
tulemus pdhjalikumat uurimist.

To0 kaigus teostati korrelatsioonanaliilis kahe enstitimi (CAT ja AChE) ja k&ikide uuritud metallide
vahel, kuid statistiliselt oluline positiivne korrelatsioon on leitud vaid AChE ja nikli vahel. Leidub
mitmeid teineteisele vasturdakivaid uuringuid, millest osad naitavad nikli inhibeerivat mdju AChE-
le ning teised hoopiski AChE aktiivsuse tdusu. Frasko ja teised (2005) on aga leidnud, et nikkel ei
mojutagi atsetlilkoliinesteraasi, kuid oma uuringus kasutas ta harilikku aadikakarbest (Drosophila
melanogaster), mis erineb oma eluviisilt suuresti meres elavatest selgrootutest. Positiivse
korrelatsiooni nikli ning AChE aktiivsuse vahel on aga néiteks avastanud nii Lof ja teised (2016)
Ladnemere kirpvahilisi uurides kui ka Liapi ja teised (2011) rottide lihiajalisel nikliga manustamisel.
Seega voivad tulemused olla markimisvaarselt mojutatud uurimisaluse liigi isedrasustest.
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Arvestada tuleb ka asjaolu, et kdesolev t66 pohineb (ihel korral mdddetud ensiimaatiliste
biomarkerite tulemustel ning ohtlike ainete laiast spektrist on siin kasitletud vaid kolme raskmetalli.
Samuti leidub merekeskkonnas vaga suurel hulgal erinevaid tGihendeid, mille m&ju vee-elustikule
voib olla sarnane vdi ohtlikum kui uuritud ainetel. Saadud tulemuste kinnitamiseks on vaja uuringut,
mis hélmaks rohkem enslimaatiliste aktiivsuste mddtmisi ja kasitleks erinevate ohtlike ainete
koosmadju. Leitud seos nikli ja AChE aktiivsuse vahel vGib siiski indikeerida, et nikkel m&jutab AChE
aktiivsust ning selle suurenenud kontsentratsioon voib olla balti lamekarpidele ohtlik.

Antud t66s kajastatud andmed on tulemusteks Uhtedele esimestest AChE ja CAT aktiivsuste
maaramistest, mis TalTech Meresilisteemide instituudi meredkoloogia laboris on teostatud. Antud
anallilside jargselt on labi viidud hulgaliselt uusi mddtmisi nii teistest proovivdtujaamast kogutud
loomadest, erinevatest pdhjaloomastiku liikidest, parendatud metoodikatega kui ka muude
enstlmide aktiivsuste maaramistena. Uute loomade kogumisel on edaspidi otsustatud Uhest
jaamast prepareerida suurem hulk loomi, et tdsta médtmistulemuste arvu ning véimaldada
adekvaatsemat statistilise anallilsi Idbiviimist. See samm on eriti oluline arvestades isendite
vahelist suurt bioloogilist varieeruvust, mis voib tuleneda paljudest faktoritest nagu isendi vanus,
sugu vOi toitumus.

Uurimisriihmas on okslidatiivse stressi hindamiseks m6&detud ka glutatiooni reduktaasi aktiivsust
ning ksenobiootikumidega kokkupuute hindamiseks glutatiooni S-transferaasi aktiivsust. Mitmete
biomarkerite tulemusi on vdimalik kombineerida ning esitada integreeritud biomarkeri vastuse
indeksina (IBR) (Beliaeff ja Burgeot, 2002). Kaalutud on ka superoksiidi dismutaasi (SOD) aktiivsuste
maaramist, et tdiendava biomarkeri abil selgemini okslidatiivse stressi esinemist péhjaloomastikus
kindlaks teha.

Kéesolevas t66s saadud tulemused on vaga huvipakkuvad ja naitavad, et teema vajab edasist
uurimist. Kuna ohtlike ainete kontsentratsioonide mo&dtmised keskkonnast ei peegelda alati
elustiku terviseseisundit, on bioloogilise m&ju indikaatorid kogunud populaarsust merekeskkonna
hindamisel. Selleks, et kasutada ensiimaatilisi biomarkereid bioloogilise mdju indikaatoritena, on
vajalikud pdhjalikumad uuringud nende seoste viljaselgitamiseks keskkonnaparameetrite ja ohtlike
ainetega. Seetdttu on kdesoleva uuringu jatkuks soovitav uurida balti lamekarpide ensiimaatilisi
biomarkereid Vdinamere ja Liivi lahe piirkonnas ka koos teiste keskkonnaparameetritega nagu
hapnik, temperatuur ning soolsus. Biomarkerite mddtmistulemusi tasub vdrrelda ka teiste ohtlike
ainete sisaldustega, millel vGib raskmetallidega vorreldes olla teistsugune mdju enslimide
aktiivsustele lamekarbi kudedes.
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Kokkuvote

Kaesoleva bakalaureuset66 eesmargiks oli vorrelda balti lamekarbis M. balthica kahte ensiimaatilist
biomarkerit, atsetidilkoliinesteraas ja katalaas, erinevates Vadinamere ja Liivi lahe jaamades ning
uurida kolme raskmetalli (Ni, Pb, Hg) véimalikku mdju nende aktiivsustele. T66s kasutati Giheksast
proovivotujaamast kogutud lamekarbi ning sette proove, millest viimased saadeti Saksamaale
ohtlike ainete sisalduste maaramiseks GBA GROUP laborisse. Balti lamekarpide lihaskoed ja
seedendarmed eraldati vastavalt atsetiililkoliinesteraasi ning katalaasi aktiivsuse maaramiseks.

Peamise tulemusena voib vialja tuua, et Uldiselt erinevad Liivi lahes mdddetud ensilmide
aktiivsused Vainamere jaamades mdddetud aktiivsustest, eriti AChE puhul. Samuti kasvab nikli
kontsentratsiooni suurenemisega setetes ka AChE aktiivsus. Seega toetasid saadud tulemused
esimest pustitatud hipoteesi, kuid teine hiipotees leidis vaid osalist kinnitust, kuna seos esines vaid
Uhe biomarkeri ja Ghe metalli vahel.

Kaesolev t66 pdhineb liksikanalltside kdigus mdddetud ensiimaatiliste biomarkerite tulemustel
ning kasitleb ohtlike ainete laiast spektrist vaid kolme raskmetalli. Saadud tulemuste kinnitamiseks
on vaja uuringut, mis hdlmaks rohkemate enslimaatiliste aktiivsuste mo&6tmisi. Samuti tuleks
kasitleda erinevate ohtlike ainete koosmadju, millel vib vorreldes tiksikute tulemustega olla oluliselt
suurem moju ensiimide aktiivsustele. Selleks, et kasutada ensiimaatilisi biomarkereid bioloogilise
moju indikaatoritena, on vajalikud pohjalikumad uuringud nende seoste viljaselgitamiseks
keskkonnaparameetrite ja ohtlike ainetega. Seetdttu on kaesoleva t60 jatkuks soovitatav uurida
balti lamekarpide ensiimaatilisi biomarkereid Vainamere ja Liivi lahe piirkonnas koos erinevate
keskkonnaparameetritega nagu hapnik, temperatuur ja soolsus.
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Abstract

The aim of this Bachelor’s thesis is to compare two enzymatic biomarkers, AChE and CAT, in the
Baltic clam, Macoma balthica, from different stations in the Vainameri Sea and the Gulf of Riga and
to investigate the possible effects of three heavy metals (Ni, Pb, Hg) on their activities. Two
hypotheses were put forward: 1. there is a statistically significant difference between AChE and CAT
activities in the Baltic clam tissues collected from the Gulf of Riga and the Vainameri Sea stations;
2. there is a correlation between heavy metal and enzyme activities.

Spectrophotometric methods were used to determine acetylcholinesterase and catalase activities
in the tissues of Macoma balthica and statistical analysis of the results was performed to investigate
any correlation between the obtained data.

The average activities of acetylcholinesterase were lowest at the Vdinameri Sea sampling stations
L1, V1, V3 and highest at the Gulf of Riga stations L4 and L9. For catalase, the activities were
generally higher at the Vdinamere Sea stations and lower at the Gulf of Riga stations. The highest
catalase activity was measured at sampling station V5 (64,7 U). There was a statistically significant
difference between stations for both AChE and CAT activities (p < 0,05). AChE values measured in
stations L4 and L9 were statistically significantly higher than AChE values measured in stations L1,
V1 and V3. CAT values measured at L9 were statistically significantly lower than those measured at
stations L11, V3, V4, V5.

In the current thesis, a correlation analysis was conducted between the two biomarkers (CAT and
AChE) and all three heavy metals analyzed in the sediments. A statistically significant positive
correlation was only found between the AChE activities and nickel concentrations. No correlation
was found between other metals and measured enzyme activities. This means that the first
hypothesis was confirmed, but the second hypothesis is only partially confirmed, as a correlation
has been found between one biomarker and one metal.
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Lisad
Lisa 1. Reaktsioonisegud

Mikrotiiterplaadile pipeteeritud reaktiivide kogused AChE aktiivsuste mootmiseks

Nullproov (ul) Proov (pl)
Supernatant - 5
Reaktsioonipuhver (20 mM Na- 160 155
PO,, pH 7.0)
DTNB (10 mM) 10 10
ACTC (100 mM) 5 5

Mikrotiiterplaadile pipeteeritud reaktiivide kogused CAT aktiivsuste mo6tmiseks

Nullproov (ul) Proov (ul)
Reaktsioonipuhver (100 mM K- 280 260
PO4, pH 7.0)
10-kordselt lahjendatud - 20
supernatant
H,0, (450mM) 20 20
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Lisa 2. Tulemuste statistiline analiilis R-s

#Shapiro-Wilk normality test results for AChE

data: V1
W = ©.60669, p-value = 6.647e-085

data: V3
W = ©.81944, p-value = 0.82495

data: V4
W = 8.63009, p-value = 8.6001266

data: V5
W = 8.92402, p-value = ©.3917

data: L1
W = 8.74914, p-value = ©.003483

data: L4
W = 6.80402, p-value = ©.61622

data: L9
W = 8.92489, p-value = 8.3996

data: L11
W = @.71e66, p-value = ©.001186

#Shapiro-Wilk normality test results for CAT

data: Vi1

W = ©.74959, p-value 0.8e3528

data: V3
W = ©.92308, p-value = 9.3834

data: Vv4
W = 6.97664, p-value = 0.9447

data: V5
W = ©.8147, p-value = ©.92186

data: L1

W = ©.73645, p-value 8.002441

data: L4
W = ©.94962, p-value = 6.664

data: LS
W = 8.9343, p-value = ©.4915

data: L11
W = ©.9697, p-value = ©.888

Kruskal-Wallis testi tulemused:

AChE: chi-squared = 23.165, df = 7, p-value = ©.081595
CAT: chi-squared = 29.188, df = 7, p-value = 0.0001337

AChE post-hoc

Dunn (1964) Kruskal-Wallis multiple comparison
p-values adjusted with the Benjamini-Hochberg method.

30



Comparison
1 L1 - L11
2 L1 - L4
3 L11 - L4
2 L1 - Lo
5 L11 - Lo
5] L4 - Lo
7 L1 - vi
8 L11 - V1
9 L4 - vi
1@ Ls - vi
11 L1 - V3
12 L11 - V3
13 L4 - V3
14 L - V3
15 Vi - V3
16 L1 - v4
17 L11 - V4
18 L4 - v4
19 LS - v4
28 Vi - V4
21 V3 - V4
22 L1 - V5
23 L11 - V5
24 L4 - V5
25 L9 - V5
26 Vi - V5
27 V3 - V5
28 V4 - V5

CAT post-hoc
Dunn (1964)test Kruskal-Wallis multiple comparison
p-values adjusted with the Benjamini-Hochberg method.
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P.unadj

.766692e-02
.157833e-01
.893959e-02
.942458e-01
.764114e-03
.456781le-01
.216280e-01
.768852e-01
.726565e-01
.135322e-02

.939376e-02
.998941e-01
.531382e-02
.574956e-04
.842893e-01
.853377e-02
.97454@e-01
.944621e-02
.922596e-03
.764243e-01
.37999%e-01
.266171e-03
.521768e-01
.783751e-04
.933872e-05
.558715e-02
.657222e-01
.284216e-01
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P.adj
©.0958794384
©.9157833897
©.0810308387
©.4119440990
©.0098790401
©.4399539716
©.4288373108
©.4080414191
©.4241322848
©.0964908445

©.8713781521
©.8398902893
©.8612552869
©.8leced9301
©.3223662543
e.177ee7544e
©.76187358037
@.15173e3822
©.8276387807
©.5558283743
©.6025599273
©.6088631938
©.41535009793
©.8081235013
©.8005414842
©.8796e44619
©.4452269782
©.23972083195
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Lihtlitsents 16putd6 reprodutseerimiseks ja 16putdd lildsusele kittesaadavaks tegemiseks?

Mina, Diana Maslova

1. Annan Tallinna Tehnikadlikoolile tasuta loa (lihtlitsentsi) enda loodud teose
Ohtlike ainete m&ju enslimaatilistele biomarkeritele balti lamekarbis (Macoma balthica),

mille juhendaja on Natalja Kolesova,

1.1 reprodutseerimiseks I6putdo sdilitamise ja elektroonse avaldamise eesmargil, sh Tallinna
Tehnikallikooli raamatukogu digikogusse lisamise eesmargil kuni autoridiguse kehtivuse
tahtaja |[Gppemiseni;

1.2 Uldsusele kattesaadavaks tegemiseks Tallinna Tehnikadlikooli veebikeskkonna kaudu,
sealhulgas Tallinna Tehnikaiilikooli raamatukogu digikogu kaudu kuni autoridiguse
kehtivuse tahtaja [6ppemiseni.

2. Olen teadlik, et kdesoleva lihtlitsentsi punktis 1 nimetatud Gigused jaavad alles ka autorile.

3. Kinnitan, et lihtlitsentsi andmisega ei rikuta teiste isikute intellektuaalomandi ega
isikuandmete kaitse seadusest ning muudest digusaktidest tulenevaid digusi.

10.01.2024

L Lintlitsents ei kehti juurdepddsupiirangu kehtivuse ajal vastavalt ilidpilase taotlusele I6putééle juurdepddsupiirangu
kehtestamiseks, mis on allkirjastatud teaduskonna dekaani poolt, vélja arvatud (likooli Gigus I6putdéd reprodutseerida
iiksnes sdilitamise eesmdirgil. Kui I6putdé on loonud kaks voi enam isikut oma lihise loomingulise tegevusega ning l6put66
kaas- véi Gihisautor(id) ei ole andnud 16putééd kaitsvale lidpilasele kindlaksmddratud tédhtajaks néusolekut 16puto6
reprodutseerimiseks ja avalikustamiseks vastavalt lihtlitsentsi punktidele 1.1. ja 1.2, siis lihtlitsents nimetatud téhtaja
jooksul ei kehti.
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