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Sammandrag

| flera ar har det varit ként att vi manniskor slapper ut hormonstérande amnen i var omgivning
som stor endokrina system bade hos oss och hos annat djurliv, daribland fisk. Etinyléstradiol,
EE,, ett lakemedel som framst anvénds i preventivmedel, ar en férening som bland annat
paverkar utveckling och differentiering av honliga gonader och honliga sekundara
konskaraktarer. Nar detta &mne nar vattenrecipienten kommer det att ackumuleras i gallan hos
fisk. Hanliga fiskar a&r mest drabbade och effekter som dubbelkénighet, forsenad utveckling
av hanliga gonader, feminisering, minskning av sekundéra kdnskaraktérer och andrat
beteende har observerats. Ju hdgre koncentration av EE; desto storre effekter kan uppmatas
vilket kan resultera i negativa effekter pa reproduktionssystemen. De koncentrationer av EE;
som kan uppmétas i vattendrag nedstréms reningsverk idag vérlden Gver ar potentiellt
tillrackligt hdga for att generera en populationsminskande effekt som eventuellt kan leda till
kollaps av vilda fiskpopulationer.



Inledning

Etinylostradiol, EE, ar ett syntetiskt hormonellt ldkemedel som anvénds i stora mangder éver
hela varlden, framforallt i preventivmedel. EE; ar en potent 6strogen imitator. Dess struktur
liknar det naturliga hormonet 17p-0stradiol, E,, vilket innebér att det kommer att paverka
samma ostrogena celluléra processer (Anonym, 2013). E, &r framst aktivt hos honliga
daggdjur och ansvarar bland annat for underhall och utveckling av reproduktionssystemet
(Campbell et al. 2008). Som konsekvens av preventivmedelanvandande lacker EE; ut i vara
omgivningar vilket dd kommer att paverka endokrina system aven hos andra arter, inkluderat
fisk (Wennmalm 2011). Da EE, paverkar endokrina system klassas det som ett
hormonstérande dmne. EPA, United States Environmental Protection Agency, har definierat
hormonstérande &mnen som exogena &mnen som stor produktion, frislappning, transport,
metabolism, bindning, verkan eller eliminering av naturliga hormoner i kroppen som ansvarar
for underhall av homeostas och reglering av utvecklingsprocesser. Hormonstérande amnen &r
alltsd kemiska foreningar som potentiellt kan stéra funktioner i endokrina system (Anonym,
2012). Eftersom det &r svart att rena avloppsvattnet fran detta lakemedel gar det igenom
reningsverken och ut i vattenrecipienten dar effekt pa vattenlevande organismer har
konstaterats (Wennmalm 2011). Effekter som dubbelkdnighet, forandring av sekundéra
konskaraktarer och strukturella férandringar av kdnsorgan hos fisk har uppmarksammats. Fisk
som utsétts for avlioppsvatten fran reningsverk kan bioackumulera EE, i hdga interna
koncentrationer. Dessa observationer hos fisk har gjorts i flera olika lander vérlden 6ver
(Wennmalm 2011). Observationer nedstréms reningsverk i véstra Sverige visade pa att
koncentrationer av dstrogena substanser var 10%-10° g&nger hogre i gallan hos fisk &n i det
omgivande vattnet, vilket visar pa att 6strogena foreningar bioackumuleras i fiskens galla
(Larsson et al. 1999). Manga av de studier som genomforts visar pa att reproduktionen hos
fisk kan paverkas och forsamras i och med att malvavnader for EE; ar relaterade till
reproduktionssystemet (Jobling et al. 2002, 1998, Larsson et al. 1999, L&nge et al. 2001,
Parrott & Blunt 2005, Pawlowski et al. 2004). Det har i ett helsjo experiment, dar EE;
tillsattes i en sj0o, resulterat i att en hel population av knélskalleldja kollapsade, vilket
formodligen berodde pa total feminisering av populationen (Kidd et al. 2007). Mitt mal i
denna litteraturstudie ar att undersoka om utslapp av EE; kan fa effekt pa vilda
fiskpopulationer. Jag ska undersoka om miljomassigt relevanta koncentrationer av EE,, den
niva som faktiskt kan uppmatas i vara vattendrag, ar tillrackligt hoga for att fa en population
av fisk att kollapsa? En viktig aspekt att undersdka ar om tidpunkten for EE,-exponering ar
avgorande for amnets paverkan i fisk.

Studieobjekt

For att kunna besvara fragan om EE,s effekt pa fiskpopulationer har jag valt att fokusera detta
arbete framst pa en fiskart, knolskallelja, Pimephales promelas (figur 1). Denna
sotvattensfisk ar av familjen karpfiskar, Cyprinidea, och &r en etablerad, representativ
modellorganism (Jensen et al. 2001). Den har anvénts till omfattande kroniska
livscykelstudier (Parrott & Blunt 2005) och &r lampad for utvecklings- och éverlevnadstester
under tidig fas i livet (Johns et al. 2011). KnolskallelGjan &r relativt enkel att odla i labb och
reproduktionscykeln kan styras med hjalp av temperatur och ljussattning (Jensen et al. 2001).
Honorna producerar avkomma periodvis och kan lagga 50-100 &gg var 3-5 dag. Dessa
faktorer samt att arten har en relativt kort livscykel gor den attraktiv som modellorganism for
bade lang- och korttids reproduktionsstudier (Jensen et al. 2001). Andra arter som tas upp i
arbetet ar zebrafisk, Danio rerio, 6ring, Salmo trutta, karp, Rutilus rutilus och lax, salmo
salar. Effekter av EE; har konstaterats i vilda populationer (Jobling et al. 1998) av dessa arter
vilket kan ge bra komplement till laboratoriestudier.
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Figur 1. Kndlskalleloja, Pimephales promelas. Sekunddra konskaraktérer syns som utstdende knélar vid nosen
samt dorsal valk (Anonym, 2010).

EtinylOostradiol

Gonader, testiklar och &ggstockar, producerar steroidhormoner som paverkar tillvaxt,
utveckling och differentiering, reproduktiva cykler och sexuellt beteende (Campbell et al
2008). E, som framst ar aktivt hos det honliga konet ansvarar for underhall av
reproduktionssystemet och utveckling av honliga sekundara konskaraktérer (Campbell et al
2008). E; ar den mest potenta naturliga formen av steroidhormon hos honliga daggdjur, men
dess bindning till 6strogenreceptorer &r svag (Anonym, 2013b). Vid syntetisering av EE;
placeras en etinylgrupp vid 17a-positionen vilket leder till en modifiering av E; och EE,
bildas (figur 2) (Bentley 1980). EE, ar mer stabil &n E, da etinylgruppen skyddar molekylen
fran att inaktiveras i levern. Etinylgruppen forstarker dven dess interaktion med
ostrogenreceptorer vilket innebar att den har liknande paverkan som E; i endokrina system
(Bentley 1980) (Andersen et al. 1999). Nar EE; binder till 6strogenreceptorkomplex gar det in
i kdrnan och aktiverar DNA transkription av gener som &r involverade i 6strogena, cellulara
processer (Anonym 2013a). Eftersom EE; &r mer kraftfull an den E,, anvands den som
0strogen komponent i olika varianter av preventivmedel, framforallt p-piller (Anonym,
2013c).
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Figur 2. Strukturform av etinylostradiol, den blamarkerade etinylgruppen vid 170~ positionen starker
interaktionen med Gstrogenreceptorer. (Ji, 2011).

Anvandandet av EE; i olika former av hormonella lakemedel, och da framforallt
preventivmedel, ar utbrett varlden éver (Wennmalm 2011). EE;, kan nd omgivningen pa flera
satt: emission fran produktionsomrade, olampligt bortskaffande av oanvant/utganget
lakemedel eller vanligast som restprodukt i fekalier och urin fran kroppen efter anvandning.
Forsaljningsmangd och egenskaper hos lakemedlet som forsvagning och persistens avgor hur
mycket av lakemedelsresten som hamnar i ytvattnet. Det ar lag pa att lakemedel ska vara
stabila i 2-5 ar i forpackningen och ges darfor kemiska egenskaper som gor de mindre
angelagna att brytas ner dven efter att de utsondrats fran kroppen. Endast koncentrationen av
EE, i vattnet ar dock inte tillrackligt for att avgora skadligheten pa vattenmiljon. Eftersom
foreningen &r ett hormonstdrande amne kan aven en liten mangd vid ratt tidpunkt paverka
funktioner i endokrina system hos vattenlevande organismer (Wennmalm 2011).

Etinylostradiol i vattendrag

EE, cirkulerar i vattendrag varlden 6ver (Wennmalm 2011). Olika lander renar sitt vatten pa
olika satt och darfor ar det varierande hur mycket EE, samt dess konjugater som lacker ut i
vattenrecipienten via reningsverk. Ett reningsverk separerar inkommande avloppsvatten i tva
produkter: halvfast massa av organiskt och oorganiskt material, sa kallat avloppsslam, samt
renat avloppsvatten som direkt slapps ut i lokala ytvatten. Reningsverk har vanligtvis
mekaniska, kemiska och biologiska reningssteg. Aktiv slambehandling &r en av de mest
anvénda biologiska reningsprocesserna i Europa. Detta steg ar det viktigaste for att ta bort och
bryta ner lakemedelsrester. | stort gar det ut pa att mikroorganismer framjas till att bryta ner
det organiska materialet, det vill sdga en form av sjalvreningsprocess. EE,, som till stor del
utsondras fran kroppen som stora, inaktiva konjugater (Larsson et al. 1999, Ranney 1977),
kommer dock i detta steg att dekonjugeras i reningsverken, det vill saga aterbildas till aktiva
ostrogena foreningar som kommer att félja med det utgaende avlioppsvattnet ut i
vattenrecipienten (Wennmalm 2011).

For 15 ar sedan gjordes ett av de forsta testerna av engelskt avloppsvatten for att se vilka
hormonstérande &mnen som fanns i vattnet, samt i vilka koncentrationer (Desbrow et al.
1998). Avloppsvatten fran sju reningsverk, som tog emot vatten fran hushall samt industrier,
kontrollerades. Prover samlades in under en 24 timmars cykel. | vatten fran tva av
reningsverken fann man att EE, koncentrationen varierade fran 0,2 till 7,0 ng/L. Halter av



naturliga hormoner var mycket hogre. E, uppmattes till exempel fran 1,0 till 48 ng/L och det
patraffades i alla vattenprover. Formodligen fanns EE, i avloppsvatten fran flera av
reningsverken bara att koncentrationen var under detektionsgransen (Desbrow et al. 1998).
EE, som bade ar mer potent dn E; och bryts ner langsammare kan dock vara skadlig &ven vid
valdigt 1aga koncentrationer, mest pa grund av att den uppehaller sig en langre tid i
vattenrecipienten. | alven Themes i Storbrittanien uppskattades det att halveringstiden var 17
dagar for EE, och endast 1,2 dagar for E, (Jurgens et al. 2002). | Frankrike gjordes en studie
for att kontrollera halten av naturliga och syntetiska hormoner i avloppsvatten fran
reningsverk samt i recipienter i Paris och dess fororter (Cargouét et al. 2004). | samtliga prov
fran bade uppstrom och nedstréms reningsverk samt ytvatten patraffades EE,, med ett
medelvarde som varierade mellan 4,9 till 7, 1 ng/L (Cargouét et al. 2004). Liknande studier
har genomforts i flera lander vérlden éver med varierande halt av EE, nedstréms reningsverk.
| Italien lag medelvardet for EE; pa 0,45 ng/L (Baronti et al. 2000), Finland 1,1 ng/L
(Johnson et al. 2005), Tyskland 1 ng/L och i Canada var medelvérdet 9 ng/L med det hégsta
uppmatta vardet pa 42 ng/L (Ternes et al. 1999). Utifran dessa studier kan det konstateras att
miljomaéssigt relevanta koncentrationer av EE; i vattendrag nedstréms reningsverk kan
uppskattas befinna sig i ett intervall mellan 0,1 och 10 ng/L.

Effekter i fisk

Manga olika effekter av EE, har uppmiitts i fisk. Ofta &r det en koncentrationsberoende
paverkan, ju hogre halt EE, desto mer markbar effekt. Aven tidpunkten for exponering ar
avgorande for effektens styrka samt om utséattandet sker kontinuerligt. Jag har valt att ta upp
vitellogenin induktion som &r en biomarkor for forekomst av hormonstérande &mnen och
feminiserande effekter som dubbelkonighet och minskning av sekundéra kdnskaraktérer.

VTG induktion

Vitellogenin, VTG, syntetiseras i levern hos honliga ovipara djur och &r ett protein som
foregar agguleprotein (Clemens 1974). Under oogenesen utséndrar dggstockarna hos
kénsmogna honfiskar E; som inducerar produktion av VTG. Proteinet fors via blodplasman
till &ggstockarna dar det binder till oocyterna och tas upp via receptormedierad endocytos och
bildar dggula. VTG ar normalt omatbart eller i mycket Iag mangd hos icke kénsmogna honor
samt hanar (Clemens 1974). Hos kdnsmogna laxhonor kan VTG-koncentrationen stiga
miljonfaldigt under en reproduktionscykel, for att tillrackligt mycket dggula skall kunna
produceras till oocyterna (Sumpter & Jobling 1995). VTG-genen finns i levern hos hanar men
uttrycks oftast inte eftersom halten av E, ar for lag (Folmar et al. 1996). Syntetisering av VTG
i hanar &r mojligt, i lika stor mangd som hos honor, vid exponering for exogena dstrogener.
Proteinet kommer da att ackumuleras i blodplasman, eftersom det inte har nagonstans att ta
végen, tills det bryts ner av plasmaproteaser. VTG-induktion kan darfér anvandas som en
biomarkor for forekomst av hormonstorande &mnen. Okad halt av VTG i blodet hos béade
honor, men framst hanar har anvénts for att bevisa forekomst av hormonstérande &mnen i
avloppsvatten fran reningsverk (Purdom et al. 1994, Folmar et al. 1996). | en studie matades
fisk med E; for att skapa en honlig population. Vid undersékning hade dessa fiskar forstorad
lever och njurar. Detta kopplades till produktionen av VTG och var en orsak till hog dodlighet
hos fisk (Herman & Kincaid 1988). | Storbritannien gjordes 1995 en rikstackande
undersokning efter alarmerande upptéackter av dubbelkodniga fiskar nedstrdms reningsverk
(Sumpter & Jobling 1995). Ett flertal fiskar av arten 6ring, Salmo trutta, placerades i burar
direkt vid utflodet av 15 stycken reningsverk varvid alla tio stora vattenomradena i landet
tacktes in. 1 tva till tre veckor beholls fiskarna i burarna for att sedan tas in for kontroll av
VTG-koncentrationen i blodet. For alla fiskar som hélls vid utflodet av reningsverken var
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koncentrationen av VTG hogre an hos kontrollfiskarna som odlades i rent vatten, detta gallde
bade honor och hanar. VTG-koncentrationen steg olika mycket, fran 500-faldigt till 50000-
faldigt beroende pa plats, vilket kunde bero pa olika faktorer sa som sammanséattningen av
avloppsvattnet, vattentemperatur samt alder och kon pa fisken. Slutsatsen blev att alla
reningsverk som testades hade dstrogena &mnen i avloppsvattnet (Sumpter & Jobling 1995).

| knolskallel6ja, under aktiv lekcykel, ligger plasma VTG-koncentrationer normalt kring
15000 ng/ml hos honor och hos hanar max 4 ng/ml (Jensen et al. 2001). Efter tre veckors
utséttande for koncentrationer >0,1 ng/L EE, 6kade VTG-koncentrationen dosberoende i
plasman hos hanar fran 1155 till 77,500 ng/ml (Pawlowski et al. 2004) (figur 3).
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Figur 3. EE»-koncentrationsberoende 6kning av VTG i plasma hos kndlskalleléjahane ( *Signifikant, p = 0,05)
(Omritad fran Pawlowski et al. 2004).

Aven 4gg och yngel som utsétts for EE, inducerar syntetisering av VTG trots att de inte &r
kdénsmogna (Aerle et al. 2002). Efter att endast ha blivit exponerade fér EE, under fem dagar
under en tidig fas i livet kunde en signifikant (p=0,05) 6kning av VTG i hela kroppen
uppmatas. Det fanns en positiv korrelation mellan hur Iang tid exponeringen for EE, skedde
och 6kningen av VTG i plasman. Utsattning fran dgg-stadiet till 20 dagar efter klackning
resulterade i en 7-faldig 6kning av VTG i plasman vid jamforelse med kontrollgrupp. Alla
matningar av VTG-halt i plasman skedde 30 dagar efter klackning (Aerle et al. 2002).

Utforda studier som visar att VTG-induktion &r en extremt kénslig biomarkor fér exogena
ostrogener ar ofta baserade framst pa korta utsattningsperioder, fran nagra dagar till veckor
(Sumpter & Jobling 1995). Livscykel och generationsstudier pa fisk som baseras pa
langtidsutsattning for EE; har visat en nagot mindre kanslighet i VTG-induktion vilket skulle
kunna bero pa aterkopplande endokrina system och fysiologiska regleringssystem inom fisken
(Lange et al. 2001).



Feminisering

EE,.s paverkan innan sexuell differentiering

Det &r av stor vikt nar i livscykeln som fisk blir utsatt for exogena dstrogener, da tidpunkten
kan vara avgorande for hur kraftig paverkan blir pa konscellerna (Uguz et al. 2003). Sexuell
differentiering i fisk sker efter klackning under tidig fas i livsstadiet och det ar under
differentieringen som gonaderna &r extra kansliga for storningar av hormonliknande amnen.
Benfiskar utvecklar sina gonader fran en primordium till skillnad fran dvriga vertebrater vars
gonader utvecklas fran tva primordia. Fran detta primordium har benfiskar potential att
utveckla antingen en dggstock eller testikel som svar pa 6strogen eller testosteron.
Differentiering mot dggstockar sker generellt fore differentiering mot testiklar (Aerle et al.
2002, Uguz et al. 2003). Kndlskallel6jaembryo visar ingen tydlig kdnsdifferentiering forran
16 dagar efter lektid (Uguz 2008). Olikheter i storlek pa de odifferentierade gonaderna
uppstar redan 10-13 dagar efter lektid. Fisk som utvecklar de stora gonaderna formar sedan
aggstockar vilket tyder pa att vid dag 10-13 efter lek sa amnas storre gonader att utvecklas till
aggstockar och mindre gonader till testiklar. Vid 22 dagar efter lektid &r dggstockarna i olika
skeden i oogenesen och en aggstockshalighet ar synlig, medan testiklarna hos hanar
fortfarande ar sma och odifferentierade. Vid dag 28 borjar den lobulara organisationen hos
testiklar synas i de sma gonaderna hos hanlig knélskallelGja, vilket tyder pa att det &r da som
den testikulara differentieringen sker. Bestamning av kén bor ske nagon gang innan dag 13
efter lek, och darfor kan konsdifferentiering paverkas om kndlskallel6ja utsatts for exogena
ostrogener innan dag 13 efter lek (Uguz 2008).

Resultat fran en studie pa knolskalleloja visade vid vilken tidpunkt efter klackning som
kénsligheten for EE, var som storst (Aerle et al. 2002). Genom att utsatta yngel olika antal
dagar efter klackning for 10 ng/L EE; och sedan kontrollera histologin hos fisken kunde det
konstateras nar knolskallelojan paverkades som mest av EE; (tabell 1). Inga dubbelkéniga
fiskar kunde observeras i studien, det vill sdga en fisk vars gonad innehdéll bade hanliga och
honliga sexceller. Dédremot uppvisade en proportion av hanarna i alla grupper en
aggstocksliknande halighet. Andelen hanar med &ggstocksliknande halighet var signifikant
hogre nar ynglen hade exponerats 10-15 dagar efter klackning, vilket stimmer 6verrens med
differentieringsfasen for kndlskallel6ja enligt Uguzs (2008) studier (Aerle et al. 2002). Denna
studie visar att tidpunkten for utsattande av EE, har en paverkan pa konsdifferentieringen
(Aerle et al. 2002).

Tabell 1. Andel hanar av 100 individer i varje grupp med aggstocksliknande halighet efter exponering av 10
ng/L EE, under tidig fas i livet (omritad fran Aerle et al. 2002).

Exponering for 10  Agg-5 5-10 10 -15 15-20 Agg - 20
ng/L EE; olika
antal dagar efter
klackning

Andel hanar med 8 37 65 43 23
aggstocksliknande
halighet %



Kontinuerlig exponering

Vilda populationer levandes nedstroms reningsverk kan komma att kontinuerligt paverkas av
EE, vilket kan inducera en mer feminiserande effekt an vid korttidsutsattande for EE, (Jobling
et al. 1998). Individer fran vilda populationer av karp, Rutilus rutilus, samlades in
slumpmassigt bade nedstroms och uppstroms reningsverk fran atta floder i Storbritannien
samt fran fem referensplatser runt de brittiska 6arna. Fran varje plats samlades 60-100
individer in. Det visade sig att en stor proportion av de insamlade hanarna var dubbelkéniga. |
dessa fiskar fanns bade honliga och hanliga gonader narvarande (figur 4) (Jobling et al. 1998).
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Figur 4. Sammanstéllning av andel dubbelkdnighet hos slumpmaéssigt insamlad karp, uppstréms och nedstroms
reningsverk i atta engelska floder, samt fem kontrollplatser. Mellan 60-100 individer samlades in fran varje plats
(*signifikant, p = 0,01) (omritad fran Jobling et al. 1998 ).

En population av karp utsattes under tva ars tid for olika koncentrationer av EE; (Lange et al.
2009). Nar koncentrationsnivan var 4 ng/l feminiserades hela populationen for alla
levnadsnivaer som samlades in. Exponering av EE; under tidig fas i livet, resulterade i
inducering av dubbelkodnighet. Gonaderna hos dubbelkoniga fiskar karaktariserades av att
primara oocyter var spridda i gonadsektioner i den testikulara vavnaden. Denna studie
demonstrerar att ett livslangt utsattande av karp for miljomassigt relevant koncentrationsniva
av EE; leder till en helt feminiserad population (Lange et al. 2009).

I en livscykelstudie pa knolskallel6ja utsattes fisk for EE; i olika koncentrationer fran innan
klackningsstadiet till vuxenfas i totalt 172 dagar (Lange et al. 2001). En koncentrationsniva pa
och under 1 ng/L resulterade i en kdnskvot pa ungefar 50/50 (figur 5). Vid hogre
koncentration av EE; &n 1 ng/L sjonk antalet hanar och proportionen av dubbelkonad fisk
okade. Vid 172 dagar efter klackning och vid en koncentration pa 4 ng/l EE; sa hade alla
fiskar honliga gonader, det hade skett en total feminisering (L&nge et al. 2001).
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Figur 5. Kdénskvot hos grupper av kndlskalleldja som exponerades for olika koncentrationer av EE, 56 och 172
dagar efter klackning (DEK) (omritad fran Lange et al. 2001).

En annan livscykelstudie pa kndlskallel6ja visade att total feminisering skedde vid
koncentrationer pa och hogre an 3,5 ng/L (Parrott & Blunt 2005). | samma studie vid
utsattande for 0,32 och 0,96 ng/L EE, fanns hanar narvarande. Kénskvoten lutade dock at mer
honor &n hanar vid jamforelse med kontrollgruppen, vilket visar pa att redan vid sa laga
koncentrationer sker en feminiserande effekt (Parrott & Blunt 2005).

Sekundéra konskaraktarer

En minskning av hanliga sekundéra konskaraktarer har uppmarksammats i flera studier med
knolskallel6ja som utsatts for EE, (Parrott & Blunt 2005, Pawlowski et al. 2004). De hanliga
sekundéra karaktarerna hos knolskallelgjan ar framforallt en knolig och spetsig nos, dorsal
valk och morkare fjéll (Jensen et al. 2001)(figur 1). Hanliga fiskar som utsattes for 0,96 ng/L
EE, uppvisade en minskning av hanliga sekundara konskaraktarer (Parrott & Blunt 2005).
Dessa hanar var ljusare i fargen och hade mindre tydlig dorsal valk, farre knélar och
spetsigare nos vilket kan vara relaterat till en minskning av testosteron och 6kning av 6strogen
(Parrott & Blunt 2005). Kontinuerlig exponering for 4 ng/L EE, fran klackningsfas av
knolskalleltja resulterade i storningar i mognadsprocessen och daribland de sekundéra
konskaraktarerna (Lange et al. 2001). Inte vid ndgon alder fanns det ndgot tecken pa hanliga
sekundara konskaraktarer medan fiskar i kontrollgruppen blev sexuellt mogna 120 dagar efter
klackning (Lange et al. 2001). Det har i en annan studie pa knolskallel6ja pavisats en negativ
korrelation mellan minskning av antalet knélar och 6kning av EE, koncentration i vattnet
(Pawlowski et al. 2004). Vid en koncentration av EE, pa 3 ng/L minskade antalet knélar med
50 % jamfort med kontrollgrupp och vid 10 ng/L var endast 10 % av kndlarna kvar (figur 6)
(Pawlowski et al. 2004).
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Figur 6. Minskning av kndlar (sekundar konskaraktar) hos kndlskalleldjan vid 6kad koncentration av EE, i
vattenrecipienten (omritad fran Pawlowski et al. 2004).

Forsenad utveckling av gonader och sexceller

Aggstockar hos reproduktivt aktiva kndlskallelojehonor innehaller oocyter i olika
mognadsstadier, vilket &r karaktaristiskt for asynkrona lekande fiskar (Jensen et al. 2001).
Under 0-1 dagar efter lek var primdra oocyter hogst i antal av totala mangden oocyter och vid
1-2 dagar efter lek sa var vitellogena oocyter, oocyter med agguleprotein, flest i antal. Hos
reproduktivt aktiva knélskallel6jehanar, sa kan fem cellulara faser av spermatogenes urskiljas;
priméra och sekunddra spermatogonia; priméra och sekundara spermatocyter och
spermatozoa. Testiklar hos friska hanar uppvisar aktiv spermatogenes, innehallandes ett stort
antal konsceller samt stor médngd mogen spermatozoa (Jensen et al. 2001). Vid exponering for
10 ng/L EE, under tidig fas i levnadsstadiet paverkas utveckling av konsceller hos hanfiskar
(Aerle et al. 2002). Exponering av EE, mellan 15-20 dek samt dgg-20 dek resulterade i
forsenad utveckling av sexceller vid jamforelse med kontrollgrupp. Hanarna i dessa grupper
uppvisade en lagre proportion av spermatozoa och hdgre proportion av spermatogonia. Det
vill séga spermatogonierna hade inte hunnit utvecklats till spermatozoa som hos
kontrollgruppen. | samma studie kunde ingen paverkan synas pa tillvéxt- och oocytutveckling
hos honorna (Aerle et al. 2002). En annan studie genomford pa knolskalleléja visade pa att
exponering i tre veckor for endast 1 ng/L EE; resulterade i flera doda spermatogonier
(Pawlowski et al. 2004). Hos kontrollgruppen skedde aktiv spermatogenes och inga ddda
spermatogonier kunde observeras. Da koncentrationen av EE, okades till 10 ng/L s& kunde
endast ett fatal spermier observeras i testiklarna (Pawlowski et al. 2004). Den negativa
effekten EE, har pa utveckling av testiklar och konsceller kan orsaka problem vid
reproduktion (Kidd et al. 2007). Under en 7 ars period utfordes ett helsjo experiment i
Ontario, Canada pa knolskalleldja. Koncentrationsnivan av EE, som astadkoms under de 3
aren da amnet tillsattes sjon holl sig inom ramen for de nivaerna som observeras i
avloppsvatten vid behandlade och obehandlade kommunala avloppsverk. Resultatet blev att
alla hanliga fiskar hade forsenad spermatogenes, utbredd fibros och malformationer av
sadesledarna vilket var en mojlig anledning till att populationen kollapsade (Kidd et al. 2007).
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Diskussion

Nar EE, lacker ut i vara vattendrag kan det fa effekter pa fortplantningsformagan hos fisk.
Detta har pavisats i ett flertal studier, de flesta dock i laboratoriemiljo. Om dessa effekter fran
EE, uppstar i vild fisk skulle det kunna leda till kollaps av populationer. Ett fatal studier har
gjorts pa vilda fiskar, men resultaten fran dessa har varit talande. Till exempel har
dubbelkdniga fiskar upptéckts i Storbritannien (Jobling et al. 1998). Forsenad utveckling av
hanliga konsceller har observerats i experiment pa vild fisk till foljd av exponering for EE,
(Kidd et al. 2007). Bara dessa tva studiers resultat tyder pa att miljomassigt relevanta
koncentrationer av EE; i vattendrag har uppenbara negativa effekter pa vilda fiskpopulationer.
Effekterna av EE, som tagits upp i denna litteraturstudie &r VTG-induktion, dubbelkénighet,
minskning av sekundara konskaraktérer och forsenad utveckling av konsceller.

EE, ackumuleras i gallan hos fisk och inducerar levern till att producera VTG. En tkad halt
av VTG i fisk ar en utmérkt biomarkor for narvaro av exogena hormonella @mnen i
vattenrecipienten (Purdom et al. 1994). Okad VTG-halt i blodet hos hanar kan oftast kopplas
till annan feminiserande paverkan som dubbelkonighet och férsenad utveckling av gonader.
Sjalva proteinet utgor inte en feminiserande eller negativ fortplantningseffekt pa hanar da det
ackumuleras i plasman tills det bryts ner av plasmaproteaser (Folmar et al. 1996). Ofta ses en
positiv korrelation mellan 6kad VTG-halt i plasman och 6kad EE, koncentration i vattnet,
varpa hoga halter av VTG i fisken ar ett markbart tecken pa att EE; finns i vattnet.
Kndlskalleltja, yngre &n fem dagar, som exponerades for EE, under korta intervaller borjade
syntetisera VTG. Detta visar pa EE,s ostrogena kraftfullhet redan vid sa tidig fas i livet (Aerle
et al. 2002). For hdg produktion av VTG har visat sig kunna leda till férsvagning av njurarna
samt eventuell kollaps av dessa, vilket kan vara extra kénsligt for yngel (Herman & Kincaid
1988). Vid langtidsutsattning av EE;, har man uppmarksammat nagot minskad VTG-halt i
blod hos fisk vilket kan bero pa aterkopplande endokrina system (Lange et al. 2001). Darmed
bor man vara uppmarksam vid anvandandet av VTG som biomarkor. En relativt lag halt av
VTG kanske inte alltid innebar minskad halt exogena 6strogena amnen, utan det skulle ocksa
kunna innebéra en kontinuerlig tillforsel av exogena dstrogena amnen.

Dubbelkdnighet innebér inte alltid forsamrad fortplantningsformaga, men ar liksom VTG-
induktion ett starkt tecken pa att det forekommer exogena hormonella @mnen i
vattenrecipienten. Korttidsexponering av dgg och yngel for EE; visade att vid dag 10-15 efter
klackning var kndlskallel6jan som kansligast for EE,. Effekten var dock inte sa pass stor att
den forsamrade hanarnas fortplantningsmajligheter men en paverkan pa kdénsdifferentieringen
kunde konstateras (Aerle et al. 2002). Det & mdjligt att fem dagars utsattning av EE; var for
kort tid for att inducera komplett feminisering av knélskalleldja och att exponeringstiden kan
behova vara langre for att detta ska ske. Studien visar andock pa att tidpunkten for exponering
av EE; har en paverkan pa konsdifferentieringen. Langtidsexponering for EE,, genom
utveckling av embryo- och larvstadiet, det vill sdga under kdnsdifferentieringen ledde till
kraftigare feminisering. Efter 172 dagar efter klackning visade den histologiska
undersokningen att alla fiskar som hade utsatts for endast 4 ng/L EE, hade &ggstocksvéavnad,
det vill sdga gruppen var helt feminiserad (Lange et al. 2001). Detta kan potentiellt innebéara
att paverkan pa populationsniva kan ske beroende pa tidpunkten for exponering av EE, samt
att det sker kontinuerligt. Det vill saga att fisken paverkas innan konsdifferentieringen sker,
samt att exponeringen fortsatter kontinuerligt, genom generationer. Fiskpopulationer som
lever nedstréms reningsverk riskerar att kontinuerligt paverkas av EE, sa lange manniskor
fortsétter att anvanda preventivmedel och andra hormonella I&kemedel, samt att reningsverken
inte klarar av reningen fullt ut. Enligt studier sa ligger miljoméssigt relevanta koncentrationer
av EE; mellan 0,1-10 ng/L, vilket ar ett relativt brett intervall. Feminiserande effekt hos fisk
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har framst setts nar koncentrationer stiger 6ver 1 ng/L. Vid den slumpmaéssiga insamlingen av
karp nedstroms och uppstroms reningsverk i Storbritannien, dar uppmatta koncentrationer lag
runt 0,2-7,0 ng/L, visade att en stor andel av fisken var dubbelkonig vilket kan vara ett bevis
pa EE,:s kontinuerliga effekt pa vilda populationer (Jobling et al. 1998).

Sekundara konskaraktarer &r resultatet av sexuell selektion. Det &r skillnader i utseendet
mellan tva kén inom en art. Dessa kan vara otroligt viktiga for att locka till sig en partner, och
ar mojligtvis avgorande for individens fortplantningsframgang (Campbell et al. 2008). Studier
pa kndlskallel6ja har visat att hanens sekundara konskaraktéarer har minskat, till exempel
antalet knolar pa nosen, vilket har relaterats till forhojd koncentration av EE, (Parrott & Blunt
2005, Pawlowski et al. 2004). Om dessa karaktarer ar avgérande for fortplantningsframgang
hos hanen kan det innebéra stor forlust for individen. Minskning av sekundéra konskaraktarer
ar ocksa ett tecken pa den feminiserande effekt som EE, utgor, da knolskallelojehanarna far
ett mer honligt utseende med likartad farg och spetsigare nos (Parrott & Blunt 2005). Detta
kan formodligen kopplas till dubbelkdnighet och forsenad utveckling av gonader.

Exponering for EE, har ocksa en negativ effekt pa utvecklingen av hanliga konsceller. Det har
visat sig att exponering for endast 1 ng/L EE; har lett till doda spermatogonier och férsenad
utveckling av spermatozoa (Pawlowski et al. 2004). Det sker en storre negativ effekt pa
konscellerna vid 6kad koncentration av EE,. Vid 10 ng/L sa hade inte spermatogonierna
hunnit utvecklats till spermatozoa, fast det i kontrollgruppen var fullt av mogna spermier
(Aerle et al. 2002). I en annan studie, ocksa vid 10 ng/L, fanns det nastan inga spermier
nérvarandes 0verhuvudtaget i sadesledarna (Pawlowski et al. 2004). | denna studie utsattes
fisken for EE; tidigt i livet, under en fas da utveckling och differentiering av konsceller sker.
Exponeringstiden varade i tre veckor, vilket férmodligen var for kort tid for att inducera
dubbelkdnighet, men tillrackligt for att stéra utvecklingen av spermiecellerna. Risken ar att
nar hanen egentligen ska vara kénsmogen ligger den langt efter i utvecklingen, vilket kan
resultera i att hanen inte lyckas fortplanta sig. Om en hel population av fisk exponeras for EE;
i tillrackligt hog koncentration sa att utvecklingen av konscellerna stors, kan det resultera i att
ingen av hanfiskarna ar kdnsmorgna och reproduktionscykeln stors. Om detta sker over
generationer kan det mycket val fa fatala effekter pa populationsniva.

En annan viktig aspekt som bor diskuteras, men som jag inte fokuserat pa, ar vad som sker da
flera hormonstorande kemikalier verkar i vattenrecipienten samtidigt. Ofta fokuserar en studie
pa ett amnes effekt pa en organism, séllan hur flera amnen tillsammans paverkar, som det
faktiskt gor i verkligheten. I avloppsvatten nedstroms reningsverk cirkulerar en mix av bade
naturliga och syntetiska hormoner samt andra hormonstérande &mnen (Desbrow et al. 1998).
Tillsammans finns det en mojlighet att deras effekt blir stérre och mer allvarlig &n endast ett
amnes enskilda effekt. Till exempel sa agerar bade E, och EE, med samma dstrogenreceptorer
(Brzozowski et al. 1997) och tillsammans kan dessa tva &mnen skapa en storre feminiserande
effekt hos fiskpopulationer. Det skulle, for att fa en tydligare bild av effekten pa populationer
och kunna ge en battre riskbedémning, kravas mer studier pa hormonstérande &mnen och
deras kombinerade effekt pa fisk och annat djurliv.

Slutsats

EE, paverkar framforallt hanliga fiskar och dess effekt ar feminiserande. Det vill saga, hanliga
fiskar blir mer honliga. Bade honor och hanar far en forhojd halt av VTG i plasman da EE,
finns narvarande i vattnet. Ovriga effekter ses framst hos hanlig fisk. Hogre koncentration av
EE, resulterar i starkare feminisering. Om inte en komplett feminisering sker, kan anda
negativa effekter pa fortplantningsférmagan pavisas. Vid narvaro av EE; i vattenrecipienten
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sa minskar till exempel hanliga sekundara konskaraktarer, vilka kan vara avgorande for
individens fortplantningsframgang. Forsenad utveckling av hanliga konsceller kan resultera i
att hanen missar fortplantningscykeln, och inte ar sexuellt mogen nér honan ar redo for lek.
Utifran de studier jag har baserat min litteraturstudie pa sa har tidpunken for exponering av
EE, stor betydelse for hur kraftig effekten blir hos fisken. Paverkan blir som storst om
exponering sker innan utveckling och differentiering av gonader samt om exponeringen sker
kontinuerligt under fiskens liv. Att ta i beaktande &r att olika fiskarter har olika tidpunkt for
utveckling och differentiering och paverkas olika starkt av exogena hormonella @&mnen. Dock
bor man kunna utifran studier pa knolskalleldjan och évriga fiskarter som jag har tagit upp
kunna dra slutsatsen att miljomassigt relevanta koncentrationer av EE, kan fa effekt pa
populationsniva av fisk om exponeringen startar fran innan differentieringsfas av konsceller
samt fortsatter kontinuerligt under fiskens mognadstid till vuxen individ. Da dessa
forutsattningar finns har man observerat att feminisering av hela populationer har skett, vilket
potentiellt kan leda till populationskollaps.
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och konstruktivt satt. Stort tack &ven till medstudenterna Marianne Balck och Benjamin
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