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Sammandrag

Det slapps ut mycket hormoner i vara avlopp idag pa grund av ett stort anvandande av
lakemedel som bland annat innehaller Gstrogen. Detta dstrogen sprids i miljon och stor olika
organismers hormonsystem. Det sprids sarskilt mycket i vattenmiljoer och stor djurlivet dar.
Mortar och andra fiskar paverkas i hog grad av dstrogen i miljon. Hanarna paverkas genom att
de blir feminiserade och far konsorgan som liknar honornas. De far aggceller i testiklarna och
kan aven fa andra delar av honliga konskortlar. Aven sadesledaren hos dessa fiskar blir
misshildad eller saknas helt. De har fiskarna ar intersexuella, vilket innebar att de bade har
honliga och hanliga konsattribut. Effekten pa honor ar bland annat en reducerad agglaggning.
Fiskarnas endokrina system stors ocksa, vilket sker hos bada konen. De far pa grund av detta
exempelvis en 6kad niva av dgguleproteinet vitellogenin, som normalt endast uttrycks hos
honor och en stord tillvéxt. Den storsta effekten av dstrogenet i miljon &r att fiskarnas
reproduktiva formaga paverkas negativt, vilket dven kan ge negativa effekter pa
maortpopulationer i stort. Det &r ett tydligt samband som visar att en 6kad grad av
intersexualisering hos hanarna ger ett minskat antal lyckade befruktningar.

Problemet med dstrogen i vattenmiljon finns utspritt i hela varlden. Idag gors det inte
tillrackligt mycket for att forhindra problemet, trots att det far stora negativa konsekvenser
hos fiskar. Det kravs en forbattrad rening av hormoner och hormonstérande @mnen fran
avloppsvattnet. Detta gors i en utstrackning som ar langt ifran tillracklig. Det har arbetet ska
ge en dversikt 6ver hur fiskar, med mortar i centrum, paverkas av dstrogenet som sprids i
miljon, for att fa en insikt i de stora negativa effekterna av anvandandet av lakemedel som
innehaller Gstrogen.

Inledning

| naturen finns det manga @mnen som stér hormonernas vag i vara kroppar, vilket paverkar
hela djurlivet inklusive manniskor. Sérskilt paverkat ar vattenmiljon (Jobling et al. 1998).
Hormonstorande dmnen, eller sa kallade EDCs (Endocrine Disrupting Chemicals), ar
naturliga eller syntetiserade amnen som kan stéra hormonets transport, metabolism, syntes,
bindning till receptorer och sekretion. Pa sa satt stors flera av kroppens system, sdsom
homeostas och reproduktiva system (Segner et al. 2003).

Tvakonade mortar

Intersexuella mértar (Rutilus rutilus) i vilda populationer hittades for forsta gangen pa 1990-
talet i floder i Storbritannien. Att fiskarna &r intersexuella innebér att de &r hermafroditer,
alltsa att de har konsorgan som &r karaktaristiska for bade honor och hanar. I det har fallet
handlade det om hanfiskar som blivit feminiserade. De hade i olika grad utvecklat honliga
konskaraktarsdrag, sdsom oocyter (aggceller) i testiklarna samt delar av aggledare. Effekterna
visade sig bero pa hormonsstérande dstrogener och dstrogenliknande @mnen som finns i
vattnet och stor fiskarnas utveckling (Jobling et al. 1998). Det ar framst vid avloppsvatten
fran reningsverk som man har hittat de har effekterna hos fiskar. Fenomenet finns pa flera
stillen i Europa, forutom Storbritannien aven i till exempel Frankrike och Tyskland. Aven i
andra delar av varlden har fenomenet uppstatt, som i Japan och USA (Tyler & Jobling 2008,
Lange et al. 2009).



Ostrogen &r en grupp av hormoner. Det man har hittat i aviopp fran vattenreningsverk ar
framforallt det naturliga dstrogenet 17-p-6stradiol (E2) och det syntetiska 17-a-etinyldstradiol
(EE2), som é&r en potent dstrogenagonist och huvudkomponenten i p-piller. I avloppsvatten
rader det en blandning av 6strogener och dstrogenliknande amnen, som alla kan paverka
djurlivet. Framfor allt &r det dock EE2 som har kopplats till feminiseringen av fisk (Sumpter
& Jobling 1995, Desbrow et al. 1998, Lange et al. 2009).

| vattenmiljGer har det, forutom Gstrogener, aven hittats sa kallade xenodstrogener, som &r
syntetiserade kroppsframmande @mnen som liknar 6strogen. De har en liknande effekt i
kroppen som 6strogen och darfor stér dessa amnen 6strogenets naturliga vag i kroppen.
Exempel pa xenodstrogener &r det tidigare brett anvanda insektsmedlet DDT, dess metabolit
DDE och vissa PCB:er (Routledge & Sumpter 1997). Aven bisfenol A och ftalater, amnen
som stor 6strogenreceptorerna, har hittats i utslapp fran vattenreningsverk (Jobling et al.
1998) och har hormonstdrande effekter pa vattenlevande organismer.

Mortar, andra fiskar och andra organismer som paverkas av 6strogen i miljon

Den sotvattenslevande karpfisken mort ar en fisk som lever i kalla vatten. Det &r ocksa en
langlivad fisk som kan bli mer an 10 ar gammal (Paull et al. 2008, Tyler & Jobling 2008).
Mortar &r allatare som bland annat ater insekter, véxt- och djurplankton (Kahl & Radke 2006).
Mortar &ér en av de fiskarter som vanligen anvands for att 6vervaka vildlevande fiskars
paverkan av kemikalier i miljon. Andra sadana arter ar karp (Cyprinus carpio) och storspigg
(Gasterosteus aculeatus). Pa laboratorier anvéands ofta knélskalleloja (Pimephalaes Promelas)
och zebrafisk (Danio rerio) (Lange et al. 2012).

Det &r inte bara mortar som paverkas av dstrogener, utan det sker en allmén feminisering av
hanfiskar som utsatts av EE2, det syntetiska dstrogenet. Utvecklingen av kdnsorganen stors
med bland annat forsenad spermatogenes (da spermierna utvecklas) och missbildade gonader
(konskortlar) som effekt. Exponering av EE2 leder ocksa till att hanfiskar far honliga
konskaraktérsdrag, som de beskrivna for morten (Segner et al. 2003, Kidd et al. 2007). EE2
kan ge stora konsekvenser for hela populationer av fiskar. Detta visas av Kidd et al. (2007)
som exponerade en sjo for EE2 for att se hur fiskar paverkades och for att se effekterna pa en
fiskpopulation. Exponeringen ledde till att populationen av karpfisken kndlskallel6ja
kollapsade.

Det flesta studier om hormonstérande amnen har utforts pa vertebrater, framst pa benfiskar.
Trots att evertebrater utgor en viktig del i akvatiska ekosystem finns det fa studier som visar
hur de paverkas av EDCs. Det har dock visats att &ven mollusker, genom modelldjuret stor
dammsnacka (Lymnea stagnalis), paverkas av EE2 med bland annat en forandrad dgglaggning
som foljd (Segner et al. 2003).

Syfte

Manniskor paverkar miljon genom vart stora anvandande av ldkemedel. Exempelvis anvéander
manga kvinnor idag lakemedel som innehaller 6strogen, sasom p-piller och lakemedel mot
klimakteriebesvar. Dessa blir hormonstorande for djur da de kommer ut i miljon. Syntetiska
hormoner, som EE2, kan ge stora effekter pa fiskar, sdasom de tvakonade mortarna. Det har
kommer undersokas detta narmare i detta arbete utifran huvudfragan om mortars reproduktiva
formaga paverkas av ostrogen i miljon. Vilka atgarder som finns och gors for att motverka det
har problemet kommer ocksa att belysas. For att fa en battre helhetshild kommer dven
paralleller till de andra modellfiskarna, som namnts ovan, att goras.



Mdortars kon och sexuella utveckling

Sexuell differentiering
Den sexuella differentieringen (konskortlarnas utveckling) hos mértar sker i tva steg som till

viss del kan 6verlappa varandra. Forst utvecklas kénskortlarna och sedan gameterna
(konscellerna). Gametogenes innebdr gameternas utveckling och innefattar oogenes eller
spermatogenes, da de honliga gameterna, oocyter, respektive de hanliga gameterna, spermier,
utvecklas. Denna process, sarskilt oogenesen, sker under inverkan av dstrogen. Den sker
under en period som startar strax efter klackning och fortgar cirka 720 dagar (Lange et al.
2009) (figur 1). Mortens sexuella mognad sker under en lang tid, vilken hos vilda mortar kan
paga upp till fyra ar (Paull et al. 2008).
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Figur 1. Sexuell differentiering hos mortar. Den sker i tva steg, forst utvecklas kénskdértlarna, sedan
produceras gameterna under gametogenesen. Omritat efter Lange et al. (2009).

Mortars gonader
Bade hanliga och honliga kdnsorgan, testiklar respektive dggstockar, innefattar parade delar

som finns pa varsin sida av simblasan (Paull et al. 2008). Hanar har en konsledare,
sadesledaren, som sitter pa gonadens dorsala sida (sidan som ar upp mot ryggen). Deras
testiklar sitter fast i kroppsvaggen med sa kallade mesorchium. Honorna har en motsvarande
mesovarium som fister honornas tva konsledare, aggledare, i kroppsvaggen. Aggledarna sitter
pa ett satt sd det bildas ett halrum, ett dggstockshalrum, pa gonadens dorsala sida. Detta
halrum varierar i storlek beroende pa sésong och har som tjockast vaggar under lekperioden
(Nolan et al. 2001, Paull et al. 2008).

Ostrogens paverkan pa mort

Hormonella forandringar

Det &r flera hormonella system hos fisken som péaverkas och stors da den exponeras for
ostrogener i miljon. Flores-Vaverde et al. (2010) har visat att EE2 &r en EDC da det kan stora
fiskarnas homeostas for bade honliga och hanliga konssteroider. Hogre koncentration av EE2
i gallan, som ér relaterad till en hogre plasmakoncentration av EE2, star i samband med
minskning av koncentrationerna av dstron och E2, tva av kroppens naturliga éstrogen, och
aven minskning av testosteron i testiklarna. Detta visar att det sker en stdrning i steroidernas
biosyntes. Filby et al. (2006) menar att en minskning av steroidutséndring hos hanfiskarna
kan bero pa negativ feedback av Gstrogenet pa hypofysens utséndring av FSH
(follikelstimulerande hormon) som stimulerar steroidutséndringen. Da fiskar exponeras av E2
paverkas receptorer for konssteroider i alla kortlar utom i hjarnan. Aven EE2 andrar uttrycket
av steroidhormoners receptorer (Filby et al. 2007).

Flertalet endokrina véagar paverkas av exogen exponering av 0strogen. Detta innebér att

flertalet fysiologiska system paverkas, inte bara det reproduktiva systemet. Bland annat blir
det effekter pa tillvéaxten, interrenala funktioner och funktioner for skéldkarteln (Filby et al.
2006). Interrenala korteln &r en steroidproducerande kortel som finns hos manga benfiskar,
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daribland mort, och har en motsvarande funktion som binjuren har hos daggdjur (Chou et al.
2013).

Filby et al. (2007) har &ven gjort en undersékning som visar att knolskallel6ja far en
nedreglering av mRNA for GHR (tillvaxtshormonsreceptorer) i levern vid exponering av
EE2. Den endokrina regleringen for GH sker genom hypotalamus, hypofysen och
skoldkorteln, som ar den som i slutdndan utsondrar GH. EE2 paverkar denna endokrina vég.
Aven IGF-1 (insulinlik tillvaxtfaktor 1) paverkas av EE2-exponering. IGF-1-regleringen sker
genom hypotalamus, hypofysen och den interrenala korteln och &ven denna endokrina vag
paverkas av EE2. Nivaerna av GH och IGF-1 kommer genom dessa mekanismer att andras.
Da de har hormonerna paverkar flera viktigt fysiologiska processer, sasom osmosregleringen,
utveckling, tillvaxt, beteende, reproduktion och immunologa funktioner (Filby et al. 2007),
kan nivaandringar hos dem forklara fiskarnas tillvaxtférandringar.

Vitellogenin

Vitellogenin &r ett honligt protein som vanligvis inte uttrycks hos hanfiskar. Det finns manga
studier som visar att hanmdrtar uttrycker vitellogenin vid exponering av E2, EE2, andra
ostrogener eller dstrogenliknande substanser. Aven honfiskar far en okad
plasmakoncentration av proteinet vid exponering (bl a Jobling et al. 1998, MacLatchy et al.
2003, Filby et al. 2006, 2007, Lange et al. 2009). Vitellogenin syntetiseras i levern och lagras
som &ggula hos honorna. Hanar syntetiserar vitellogenin da de utsatts for exogent dstrogen i
miljon och ackumulerar det i blodplasman (Tyler & Jobling 2008) (figur 2). Det rader ett dos-
effektforhallande, det vill sdga att plasmakoncentrationen vitellogenin hos fiskarna 6kar med
en 6kad EE2-dos (Pawlowski et al. 2004). Detta har lett till att plasmakoncentrationen av
vitellogenin anvands som en biomarkdr for att pavisa huruvida fisken har blivit exponerad for
ostrogener och i sa fall i vilken grad. Vitellogenin det ar den indikator som &r vanligast att
anvanda for att pavisa dstrogenexponering (Jobling et al. 1998).
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Figur 2. Vitellogenes i mdrt. De heldragna pilarna visar den naturliga végen for vitellogenin hos honmdrt.
Hypotalamus utséndrar GnRH (gonadotropinfrisldppande hormon) som gor att hypofysen utséndrar FSH och
LH (follikelstimulerande hormon och luteiniserande hormon) vilket stimulerar &ggstockarna att producera
ostrogen (hypotalamus-hypofys-aggstock-endokrina axeln). Ostrogen inducerar syntes av vitellogenin i levern,
som sedan transporteras till &ggstockarna. De streckade pilarna visar exponering fér exogent éstrogen. Omritad
efter Tyler och Jobling (2008).



HSI och GSI

Hepatosomatiskt index, HSI, betecknar leverns massa i forhallande till den totala
kroppsmassan. Det har visats att honmértar far ett stérre HSI nar de har en storre
plasmakoncentration av EE2 i sina kroppar (Flores-Valverde et al. 2010). Da syntesen av
vitellogenin sker i levern pa fiskar (Sumpter & Jobling 1995, Tyler & Jobling 2008) kan en
okad leverstorlek bero pa en 6kad syntes av vitellogenin, vilket ar dstrogenberoende (Flores-
Valverde et al. 2010) (figur 2).

Det finns dven ett gonadsomatiskt index, GSI, som anger kénskértelns storlek i férhallande
till den totala kroppsmassan. GSI-vardet hos bade hanar och honor har visat sig ha ett
samband till plasmakoncentrationen av EE2. En hdgre EE2-koncentration ger ett lagre GSI.
Ett sankt GSI-vérde innebér att fiskarna har mindre kénskartlar i forhallande till
kroppsmassan &n normalt (Liney et al. 2005, Flores-Valverde et al. 2010).

Kritiska perioder och irreversibla effekter

| ett EU-finansierat projekt som genomférdes i borjan av 2000-talet, IDEA — Identification of
Endocrine Disrupting Effects in Aquatic organisms, testades bland annat EE2-exponering av
de nivaer som kan hittas i miljon, 0,05-40 ng EE2 L™, pa olika organismer. Det gjordes bland
annat livscykeltest pa zebrafisk (Segner et al. 2003). Zebrafisken ar liksom morten en
karpfisk. De resultat som framgick i undersékningen liknar de resultat som framkommer i
flera andra studier: 6kad plasmakoncentration av vitellogenin, forsenad start for lek och farre
lyckade befruktningar. Honorna producerade farre dgg och hanar utvecklade honliga
konskartlar och testiklar innehallandes &ggceller (Jobling et al. 1998, Segner et al. 2003, Filby
et al. 2007).

IDEA-projektet visade ocksa att fiskarna var mer kénsliga for exponering for EE2 under en
specifik Kkritisk period under utvecklingen &n i vanliga fall. Fiskarna hade denna kritiska
period under den sexuella differentieringen, under kénskortlarnas utveckling (figur 1). Detta
ar en labil period hos fiskarna da de ar som mest kansliga fér endokrina stérningar i allmanhet
(Jobling et al. 1998, Segner et al. 2003). Da den sexuella differentieringen hos fiskar sker
under inverkan av dstrogen, kan ¢strogen och dstrogenliknande &mnen i miljén ge stora
effekter pa fiskarnas utveckling, sdsom andrad reproduktiv formaga hos vuxna individer
(Segner et al. 2003, Lange et al. 2009).

Nar zebrafiskarna i IDEA-projektet utsattes for 10 ng EE2 L™, frén att de var fertiliserade &gg
till vuxenstadiet, blev deras reproduktion helt inhiberad. Bade parningsbeteende och lek
uteblev. Fiskarna flyttades till vatten utan kontaminering av EE2 da de uppnatt vuxenstadiet
for att se hur reversibla effekterna var. Fiskarna inledde sin lekperiod efter en tid i det icke
kontaminerade vattnet — alltsa var den effekten reversibel. Daremot var
plasmakoncentrationen av vitellogenin fortfarande forhdjd, gonaderna fortfarande strukturellt
missbildade och antalet lyckade befruktningar fortfarande forminskat. Fiskarna blev inte helt
aterbildade da exponeringen for EE2 upphorde, vissa av effekterna var irreversibla. Skedde
exponeringen under den kritiska perioden var risken alltsa storre for irreversibla effekter
(Segner et al. 2003). Det &r dock inte bara under den sexuella differentieringen som mortar ar
extra kansliga for 6strogenexponering. Baynes et al. (2012) markte i sin studie att d&ven vuxna
hanar kan utveckla oocyter i testiklarna. Precis efter den arliga leken har hanarna en atervaxt
av testiklarna. Detta &r ocksa en kritisk period da fiskarna ar extra kansliga for
hormonstérande &mnen.



EE2 ar ett mycket potent 6strogen; det krévs alltsa bara sma koncentrationer for att ge en
effekt, sarskilt da exponeringen av EE2 sker under kritiska utvecklingssteg. Det kan racka
med 0,3 ng L™ for att mortar ska storas i den normala sexuella utvecklingen och pa grund av
detta fa en 6kad kanslighet for dstrogen senare i livet, vilket da kan paverka mortens hélsa
negativt (Lange et al. 2009). Undersokningar visar att EE2 ar 11-27 ganger mer potent &n E2
hos fiskar (Thorpe et al. 2003).

Reproduktiva konsekvenser
Feminisering av hanmortar

En effekt av 6strogen, dstrogenliknande &mnen och xenodstrogener i avlopp och vattendrag
ar, som namnts ovan, att hanfiskar blir feminiserade. Fiskarna blir alltsa intersexuella.
Konskaortlarna hos dessa intersexuella individer karaktariseras av att de har oocyter i
testikelvavnaden och/eller delar av en aggstock eller dggstockshalrum. (Jobling et al. 1998,
Lange et al. 2009) (figur 3). De intersexuella fiskarna har alltsa bade karaktaristiska hanliga
och honliga kénsattribut. Detta fenomen har hittats bade i vilda populationer som lever vid
utlopp for reningsverk (Jobling et al. 1998) och i laborativa forsdk dar fiskar exponerades for
ostrogen (Segner et al. 2003) och bada fallen visar att det ar just dstrogener och
ostrogenliknade &mnen som ger denna effekt. Lange et al. (2009) visar i en studie gjord in
vitro (med martar i tankar pé ett laboratorium) att d& mértar exponerats av 4,0 ng EE2 L™
under en dryg tvaarsperiod hade alla fiskar utvecklat en aggstocksmorfologi. Alla fiskar i
studien hade alltsa blivit feminiserade, dock med olika grad av honliga gonaddelar.
Feminisering av fiskar sker nar de blir exponerade av dstrogenliknande @mnen under en lang
tid, om exponeringen sker under fiskarnas sexuella differentiering (Liney et al. 2005) eller om
de exponeras under den Kritiska perloden efter lek (Baynes et al. 2012).

Figur 3. Hlstologlska sektioner av fenotypen i testiklarna i ollka grads mtersexualltet hos mortar a. En
normal testikel férutom narvaro av dggstockshalrum (ovarian cavity). b. En allvarlig grad av
feminisering, dar primara oocyter finns i testikeln. c. En allvarlig grad av feminisering, med bade
primara oocyter, Po, och sekundara oocyter, So. d. En medelsvar feminisering, nagra primara oocyter
vid vissa punkter i testikeln. T star for testikellober. Med tillstind fran Tyler och Jobling (2008).
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Feminiseringen sker genom olika processer som bland annat innefattar minskning av
testosteronproduktion, dkad plasmakoncentration av vitellogenin, ékad plasmakoncentration
av 6strogener, minskad GSI (i koncentrationer éver 10 ng EE2 L), minskad storlek pa
testiklarna, minskad spermatogenes och, som namnts ovan, olika delar av typiska honliga
gonader (figur 3) (Jobling et al. 1998, MacLatchy et al. 2003, Pawlowski et al. 2004).

Hos fiskar kan feminiseringen dven ske pa grund av att aktiviten av 6strogen okar, vilket i sin
tur beror pa den forandrade aktiviteten hos flera olika enzymer som exponering av EE2 ger.
Exempelvis okar EE2 uttrycket av CYP19-gener, som kodar for cytokrom P450-aromatas,
vilket &r ett enzym som katalyserar biosyntesen av dstrogen. Testosteron och andra
androgener omvandlas till 6strogen genom flera steg. Det sista steget katalyseras av cytokrom
P450-aromatas och &r det steg som begransar hastigheten pa biosyntesen (Filby et al. 2007,
Lange et al. 2008). Ju mer EE2 som finns nérvarande, desto aktivare CYP19 och mer E2
kommer att omvandlas fran testosteron, vilket kan 6ka feminiseringen.

Oocyter i testiklarna

| en undersokning av Nolan et al. (2001) kom forfattarna fram till att den vanligaste formen
av intersexualitet hos mortar var oocyter utspridda i testikelvavnaden. Oftast var det priméra
oocyter, det stadiet dar meios | sker, som var utspridda for sig sjalva eller i kluster. Ibland var
det bade priméra och sekundara oocyter, dar meios 11 sker, som satt tillsammans (figur 3).
Enskilda oocyter stor inte testikelns struktur i 6vrigt. Daremot skapades det hos vissa
intersexuella fiskar halrum langs med testiklarna dar det ansamlades oocyter som packades
tatt tillsammans, vilket liknande organisationen i dggstockar hos honorna. Dessa aggfyllda
halrum varierar i storlek och i antal oocyter och stor strukturen i testikelloberna betydligt mer
an enskilda oocyter pa grund av den stora volymen de upptar. Detta & en mer extrem form av
feminisering, da gonadvévnaden till stor del bestar av dggstocksvavnad (Nolan et al. 2001).

Missbildningar pa sadesledare

Nolan et al. (2001) visade ocksa att det hos allvarligt feminiserade mortar ofta férekom en
missbildad sadesledare, som hade en reducerad storlek eller var blockerad utan nagot slut.
Detta fenomen forekom hos de flesta intersexuella mortar som hade oocyter i testiklarna. |
nagra av dessa fall hade delar av sadesledaren blivit en del av vaggen till ett &ggstockshalrum.
Hos nagra av de mest allvarligt intersexualiserade fiskarna hade sadesledaren helt férsvunnit
och ersatts av dggstockshalrum. | samma undersokning fann de &ven intersexuella mortar med
tva sadesledare i en gonad, vilket &r ett tecken pa feminisering da hanfiskar annars endast har
en sadesledare medan honor har tva aggledare.

Reproduktionsformagan hos feminiserade fiskar

Flera undersékningar visar att feminiserade fiskar har samre reproduktionsféormaga. Allvarlig
feminisering, da bade oocyter i testiklarna och aggledare finns narvarande, ger det lagsta
antalet lyckade befruktningar (Jobling et al. 2002, Harris et al. 2010). Jobling et al. (2002)
visar att minskningen av lyckade fertiliseringar kan ga fran 81,4 % hos de vanliga hanarna till
22,3 % hos de mest intersexualiserade mdrtarna. Det finns ett negativt samband mellan
lyckade befruktningar och graden av intersexualisering hos fisken (figur 4). Minskningen av
lyckade befruktningar handlar mycket om problem under embryoutvecklingen, men det sker
aven farre lyckade klackningar.

Spermiekvalitet pa feminiserade mortar
Fiskarna far bade forsamrad kvalitet och en férminskad kvantitet pa sina spermier vid
feminisering. Spermier fran grovt feminiserade fiskar simmar med en nastan 50 % reducerad



hastighet jamfort med de fran de mindre feminiserade fiskarna. Aven spermiemobiliteten har
visat sig bero pa graden av intersexualitet, mobiliteten minskade med 6kad feminisering
(Jobling et al. 2002).

Det var farre intersexuella fiskar som vid lek slappte ifran sig mjolke. De som inte gjorde det
antogs vara sterila. De intersexualiserade fiskarna som fortfarande hade mjolke producerade
mindre mangd an de normala hanarna, en skillnad som uppgick till 50 %. Aven
spermiedensiteten i mjolken minskade med 6kad intersexualisering (Jobling et al. 2002).
Spermatogenesen blev i hdg grad inhibiterad vid grov intersexualitet (Nolan et al. 2001).
Intersexuella mértar har alltsa mindre mjolke, farre spermier i mjolken samt langsammare och
mindre mobila spermier &n normala hanmortar.
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Figur 4. Lyckade befruktningar i forhallande till grad av intersexualisering hos vilda martar, fran hanar
som endast har dggstockshalrum vid sidan av testikeln och hanar med nagra fa oocyter (aggceller) till
hanar dér 50 % eller mer av gonaden &r dggstocksvavnad. Ju mer intersexualiserade fiskarna ar, desto
sémre fertilitet. Omgjord efter Tyler och Jobling (2008).

De flesta feminiserade fiskarna deltar i lek, men det ar farre feminiserade fiskar &n normala
hanar som reproducerar sig. Férutom att feminiserade fiskar har minskad kvalitet pa sina
spermier, missbildade gonader och oocyter i testiklarna som stor deras struktur (Jobling et al.
2002), paverkar flera andra variabler fortplantningsférmagan hos hanfiskar. Hanarnas langd
och genetiska skillnader spelar ocksa in i huruvida de lyckas reproducera sig (Harris et al.
2010). Fiskarnas langd har ocksa pavisats paverkas av EE2. Fiskar som exponeras av stor
mangd EE2 blir kortare dn normalt (Parrott & Blunt 2005), vilket i sin tur alltsa kan paverka
huruvida de lyckas reproducera sig.

Effekter pa honor

Det har dven observerats effekter pa honor av EE2-exponering, dven om de effekterna inte ar
lika stora som hos hanarna. Honorna far, liksom hanarna, en 6kad plasmakoncentration av
proteinet vitellogenin. De far ocksa en minskad storlek pa dggstockarna, vilket har visats i
studier pa bade martar och andra karpfiskar som exponerats av E2 och EE2 (Parrott & Blunt
2005, Filby et al. 2006, 2007, Lange et al. 2009).

8



Timingen for nar honors gameter utvecklas blir stord vid exponering for dstrogen. De
forandringar som Lange et al. (2011) sparade hos honors gametogenes var antingen en
fordréjd mognad, da de fick dgglossning varen efter att de borde, eller att mognaden skedde
for tidigt. Detta kan leda till att populationer i det vilda reproducerar sig i en minskad
utstrackning. Vanligtvis forokar sig mortar en gang per ar. Detta sker pa varen, fran sent i
april till tidigt i maj. Utvecklas inte gameterna till dess eller om de utvecklas for tidigt,
kommer inte befruktning kunna ske. I denna undersokning var det dock omgjligt att veta
huruvida honorna som pavisade detta fenomen var tidigare hanar som feminiserats, eller om
de var fodda som honor. Anledningen till den héar &ndrade mognadsprocessen kan vara att det
endokrina systemet férandras och darfor inte fungerar som det ska, eller att de saknas riktiga
hanar i populationen som driver synkroniseringen i den slutliga mognaden (Lange et al.
2011).

Parrott och Blunt (2005) bedrev forskning pa knolskallel6ja dar de utsatte fiskarna for olika
koncentrationer av EE2 for att undersoka reproduktionsférmagan. Honorna i de lagsta
koncentrationerna (0,32 respektive 0,96 ng EE2 L) producerade fler &gg &n kontrollfiskarna
under avelsperioden. Antal lyckade befruktningar var trots detta Iagre for denna grupp.
Antalet 4gg honorna lade spelade alltsa ingen roll i hur lyckosam reproduktionen blev. Detta
kan bero pa att antalet hanar hade reducerats pa grund av feminisering. Hos honor som
exponerades for vatten med hdgre koncentration av EE2 (3,5 - 23 ng L) uteblev
agglaggningen helt. Detta kan bero pa att den endokrina regleringen for 6strogen hos fisken
stors och det blir negativ feedback for gonadotropinutsondringen (Gunnarsson et al. 2009).
Detta leder till minskad utsondring av GnRH, FSH och LH vilket gor att dstrogensyntesen i
aggstockarna inhiberas (se figur 2 for den endokrina hypotalamus-hypofys-dggstocksaxeln).
Minskad mangd 6strogen i dggstockarna gor att agglaggning uteblir. Inhiberad &gglossning ar
aven den effekt EE2 i p-piller har hos manniskor, vilket beror pd samma mekanismer (Rivera
etal. 1999).

Trots alla de effekter som 6Gstrogen i miljon har pa fiskar, som presenteras ovan, har man inte
sett nagon dkad dodlighet hos martarna efter exponering av EE2, ens efter langre
exponeringar (Lange et al. 2009).

Atgéarder

Rening av avloppsvatten

| en studie gjord av Lange et al. (2011) visades att hanmortar som utsattes for en livslang
exponering av utslappsvatten fran avloppsreningsverk genomgick en total konsférandring och
blev totalt feminiserade. Fiskpopulationer som lever runt eller nedstroms ett utslapp har en
storre kvot av intersexualiserade individer (Jobling et al. 1998). Detta visar att reningen fran
ostrogen i avloppsvattnet &r bristfallig. | Sverige sker avloppsreningen genom mekaniska,
biologiska och kemiska processer. Detta renar vattnet mestadels fran organiskt material, nitrat
och fosfor, medan exempelvis lakemedel och dess nedbrytningsprodukter inte renas bort
(Lundstrom et al. 2010). Dessa vanliga reningsmetoder &r primért inte gjorda for att ta bort
hormoner (Gunnarsson et al. 2009). Genom att forbéttra metoderna for reningsverken skulle
dstrogenkoncentrationerna i vara vatten kunna reduceras och vattenmiljon forbattras.

Det har i flera studier gjorts tester for att fa fram den mest effektiva reningen (t ex Gunnarsson
et al. 2009, Lundstrém et al. 2010, Baynes et al. 2012). Baynes et al. (2012) testade fyra olika
reningsprocesser for att se vilken av dem som var effektivast pa att rena bort dstrogen och se
effekterna hos mortar som levde i vattnet fran respektive reningsprocess. De reningsmetoder
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som testades var filtrering genom ett sandfilter, aktivt slam (innehallandes mikroorganismer,
anvands i vanlig rening), granulerat aktivt kol och ClO,. Detta forsok visade att det var ClO,
som mest effektivt renade vattnet fran éstrogen. Fiskar som levde i vattnet som hade renats
med sandfiltreringen och det aktiva slammet hade hégre plasmakoncentration av vitellogenin
och lagre GSI an kontrollfiskarna, reningen av dstrogen var alltsa inte fullstandig. En 6kning
av nivaerna plasmavitellogenin kunde inte sékerstallas hos fiskarna i vattnet efter de dvriga
metoderna.

Genom att kombinera de for Sverige vanliga reningsmetoderna, se ovan, med sandfiltrering
lyckades Lundstrom et al. (2012) kraftigt minska nivaerna av 6stron, E2 och EE2 i
utslappsvattnen. Ostronhalterna reducerades fran 8,6 pg L™ till 0,17 pug L™. Genom att lagga
till ytterligare reningsmetoder kunde de astadkomma en dnnu mer effektiv rening, sasom att
kombinera vanlig rening och sandfiltrering med ozonbehandling respektive MBBR. MBBR
star for Moving Bed Biofilm Reactor och innebér ett rorande filter dér vattnet sipprar igenom
och tapps igen om det blir for mycket partiklar (Leiknes & @degaard 2007). Da Lundstrom et
al. (2012) adderade MBBR respektive ozonbehandling till den vanliga reningen blev det en
signifikant minskning av 0strogen, jamfort med endast vanlig rening. Dessa reningsmetoder
minskade ocksa flera andra kemikalier i utslappsvattnet. Exempelvis minskade halterna av
bisfenol A, som &ven det & hormonstérande med en dstrogenliknande effekt (Kuiper et al.
1998, Lundstrém et al. 2010).

Komplext problem

Rening av avloppsvatten ar en komplex fraga, da det & manga faktorer som spelar in for att
effektivisera reningen och manga olika slags substanser som ska renas bort. En faktor som har
stor inverkan ar kostnaden, da de mer avancerade teknikerna ar dyrare. Férutom rent
ekonomiskt ar de aven mer kostsamma nar det galler CO,-utslapp. Baynes et al. (2012) visade
i sin forskning att filtrering genom granulerat aktivt kol &r dyrast och slapper ut mest CO,,
sedan kommer rening med CIO,.

Andra faktorer som gor reningsfragan komplex ar att 6strogen mestadels kommer ut i
avloppen i konjugerad form, alltsa da det inte ar biologiskt aktivt, pa grund av
biotransformationen i manniskor. Den mikrobiella aktiviteten i reningsverken for dock med
sig att ostrogen avkonjugeras och da ater blir aktivt (Kumar et al. 2011, Baynes et al. 2012),
reningen har alltsd en negativ effekt pa halten av aktivt 6strogen. Baynes et al. (2012) menar
ocksa att vatten kan bli for rent for att vaxt- och djurliv ska trivas. Det finns fordelaktiga
foreningar som inte bor renas bort fran avloppsvattnet da de gor nytta.

Resultaten fran Lundstrom et al. (2010) stammer 6verrens med de Gunnarsson et al. (2009)
har fatt i sina undersokningar. Den forskningen visade att reningsprocesser med MBBR gav
minskade nivaer av ostrogener i det renade vattnet. Trots minskning av 6strogen skedde anda
en ostrogeninducerad biologisk paverkan hos fiskarna. Induceringen av vitellogenin i det
MBBR-renade vattnet skedde i lika hdg grad som for fiskar i vatten som renats genom
sandfilter. Detta kan bero pa att andra kemikalier med liknande effekt, exempelvis
insekticider, inte mattes i studien gjord av Gunnarsson et al. (2009) och att de kan ha skapat
denna inducering. De biologiska effekterna hos fiskarna sade alltsa inte riktigt samma sak
som de kemiska analyserna av vattnet gjorde. Ozonbehandlat avloppsvatten var i
undersdkningen den enda metod som tog bort de uppmatta biologiska effekterna av dstrogen
(Gunnarsson et al. 2009).

10



Trots att nivan av plasmavitellogenin inte 6kade hos fiskarna som levde i vattnet renat av
granulerat aktivt kol i undersdkningen av Baynes et al. (2012) visade det sig vara ett tkat
antal intersexualiserade fiskar i det vattnet. Dessa resultat motsager varandra. Rening med
granulerat aktivt kol tar effektivt bort dstrogen de forsta sex manaderna jamfort med
sandfiltrering och filtrering genom aktivt slam. Det verkar dock bli mattat efter ytterligare
anvandning, vilket da forsamrar reningen betydligt.

Sandfiltrering &r en effektiv metod for att ta bort hormoner. Daremot gjorde metoden inte att
vattenkvaliteten for dvrigt blev s mycket forbattrad, med hansyn till minskning av andra
substanser (Lundstrém et al. 2010).

Diskussion

De resultat som presenteras ovan visar att mortar paverkas mycket av det 6strogen som finns i
miljon. Bade hanar och honor paverkas. De far bland annat stérda hormonbalanser med
andrade nivaer av hormoner och proteiner som konsekvens. Deras reproduktiva formaga blir
ocksa kraftigt reducerad, vilket framfor allt syntes pa hanfiskarna som blivit feminiserade av
ostrogen och 6strogenliknande &mnen i miljén. Hanmdrtarnas gonader blev missbildade, med
bland annat oocyter i testiklarna och missbildade sadesledare. Hos honorna kan
agglaggningen reduceras. Det blir alltsa tydliga effekter hos de enskilda mortarna.

Intersexualitet — en fara for moértpopulationen?

Hur en population av mort paverkas av narvaron av flera intersexuella individer ar markligt
nog ett relativt outforskat omrade. Det ar mestadels spekulationer och mojliga slutsatser
dragna fran forskningen om och hur mértpopulationer kan paverkas. Som det &r visat i studien
gjord av Lange et al. (2009) blev alla hanmdrtar som utsattes for EE2 i cirka tva ar
feminiserade. Hela populationen blev alltsa honor. Detta skulle fa stora konsekvenser i en
population om det skedde i det vilda, da reproduktion blir omdjlig. Forskning visar ocksa att
reproduktionsformagan hos intersexuella mortar ar samre an hos normala hanar (Jobling et al.
2002). Aven honor paverkas av exogent dstrogen pa ett satt som kan paverka deras
reproduktionsformaga negativt (Parrott & Blunt 2005, Lange et al. 2011). Paverkas en hel
population av dstrogen skulle det bli betydligt svéarare for den att pa sikt klara sig. Aven
Harris et al. (2010) anser att det finns en 6kad risk for fiskpopulationens 6verlevnad ju fler
intersexuella fiskar som finns i den.

| en undersokning av Kidd et al. (2007) kollapsade en fiskpopulation av kndlskallelja da sjon
de levde i exponerades for EE2. Det &r en skillnad i hur lange fiskar lever, vilket kan spela en
roll i hur mycket intersexualitet en population klarar av. KnoélskallelGjan &r en relativt
kortlivad fisk och Kidd et al. (2007) anser att populationer med langlivade fiskar, sasom
morten, troligen ar mer motstandskraftiga an de kortlivade. Det ar svarare att se effekterna i
en population da fiskarna lever langre. For att se hur populationerna i vatten med héga
koncentrationer av Ostrogen paverkas mer langsiktigt anser Tyler och Jobling (2008) att det
kravs langsiktig forskning pa minst 25 ar. Da &r det ocksa mojligt att kontrollera huruvida
mortar adapterar till hdga koncentrationer av dstrogener och dstrogenliknande &mnen i sin
levnadsmiljo. Minskar mortbestandet kan det bli stora konsekvenser for ekosystem som de
lever och verkar i. Exempelvis kan bestandet av plankton, som &r en del av mortens
huvudfoda, paverkas.

Da feminisering av mortar &r ett problem som i det vilda framférallt uppkommer vid
utslappsvatten fran avloppsreningsverk (Jobling et al. 1998) ar det mojligt att paverkan pa
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mortbestandet i stort i varlden inte ar sa allvarligt. Huruvida sa &r fallet ar dock svart att saga
pa grund av for lite forskning pa omradet.

Avloppsrening

Trots att feminiseringen &r ett mycket utforskat omrade och har visat sig vara ett utbrett
problem, finns det ingen forskning som tydligt visar vilka atgarder som bor vidtagas och ar
mest effektiva dven pa lang sikt (Baynes et al. 2012). Det ar forst under de senare aren som
det har kommit fram forskning pa vilka reningsmetoder som effektivast minskar denna
biologiska effekt hos fiskarna. Det ar viktigt att veta vilka reningsprocesser som medfér minst
negativa biologiska effekter for att veta vilka metoder man ska lagga kraft och pengar pa
anser Gunnarsson et al. (2009). De biologiska effekterna bor tas med som en faktor att studera
i studier om reningsmetoder for hormoner och hormonstérande amnen. Endast en kemisk
undersokning visar inte om de biologiska effekterna faktiskt minskar. Trots att analyserna
sager att det &r mindre Gstrogen i vattnet, kan de biologiska effekterna hos fiskarna visa nagot
annat, vilket bland annat forskningen fran Gunnarsson et al. (2009) och Baynes et al. (2012)
visar. | slutandan &r det ju faktiskt hur fiskarna mar som spelar roll, oavsett vad de kemiska
analyserna av vattnet séger.

Rening i Uppsala

Det storsta avloppsreningsverket i Uppsala ar Kungsangsverket. Dar sker reningen mekaniskt,
biologiskt och kemiskt och det renade vattnet slapps ut i Fyrisan. Det som renas bort genom
denna rening &r syreférbrukande amnen, fosfor, kvave och synliga féroreningar (Uppsala
Vatten 2012). Dock det sker ingen avancerad rening och ingen sandfiltrering. Det &r den hér
typen av rening som &r den vanligen anvénda i Sverige, trots att den inte effektivt tar bort
produkter som lakemedel (Lundstrom et al. 2010). For att Uppsala Vatten ska fa ta hand om
Uppsala kommuns avloppsvatten har kommunen som krav att reningseffektiviteten maste
vara sa hog som mojligt. Detta har Uppsala Vatten kommenterat med “Reningsverket har
drivits sa bra som majligt med tekniskt-ekonomiskt rimliga insatser” (Uppsala Vatten 2012).
Det finns tekniker som mer effektivt tar bort 6strogen an de som anvands; exempelvis
sandfiltrering, CIO, och ozonbehandling har visat sig effektivare (Gunnarsson et al. 2009,
Lundstrom et al. 2010, Baynes et al. 2012). Det blir dock, som Uppsala Vatten (2012) skriver
i sin rapport, antagligen endast en fraga om ekonomi, da det ar dyrare att ha mer avancerade
tekniker for rening. Fragan ar vad man ar villig att lagga pengar pa och prioritera. Det &r
anmarkningsvart att i Uppsala Vattens (2012) miljérapport inte namns nagot om hormoner
eller hormonstorande amnen som eventuellt finns i det vatten som slapps ut i Fyrisan. Det tas
mestadels hansyn till organiska substanser, fosfor och kvave i rapporten. Hormoner &r
knappast det som syftas pa med att fa upp reningseffektiviteten, utan snarare rening fran
fosfor och kvave. Aven om fosfor och kvéve har stor negativ paverkan pa miljon behéver det
inte innebara att andra substanser som finns i avloppsvatten och har miljéfarlig karaktar far
glémmas bort.

Mer forskning behovs

Det finns mycket forskning pa hur fiskar paverkas av 6strogen i vattenmiljon, bade nar det
galler mortar och andra fiskarter. Denna visar tydligt att paverkan ar mycket stor. Daremot,
som namnts ovan, finns det vissa delar inom detta omrade dar det bor ske en betydligt mer
uttdémmande forskning. Vad blir de langsiktiga effekterna pa mortbestandet av att det finns
ostrogen i vattnet och att populationernas hanar feminiseras? Hur kan ekosystem foréandras
om mortbestandet paverkas negativt? Vilka atgarder hindrar bast spridningen av 6strogener i
vattenmiljéer? Det finns kunskapsbrister.
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Det saknas tillrackligt med langsiktiga faltstudier om hur mortpopulationer som lever vilt i
naturen paverkas av narvaron av 6strogen i sin vattenmiljo. Det ar viktig forskning for att fa
den fullstandiga bilden av hur mortar paverkas av dstrogener. Det ar inte rimligt att endast
bedriva forskning pa fiskar i tankar pa laboratorium. Fiskarna utsétts i det vilda for en
blandning av 6strogener och dstrogenliknande &mnen som tillsammans kan ge en
feminiserande effekt pa fiskar, dven om nivaerna av 6strogenerna var for sig inte skulle gora
det (Jobling et al. 2006, 1998). Detta marks i resultaten av studier pa fiskar som lever i vatten
fran reningsverk. De biologiska effekterna hos fiskarna stammer inte alltid 6verrens med de
kemiska analyserna av 6strogennivan i vattnet. Den sammansatta paverkan av 6strogenerna ar
svar att efterlikna i ett laboratorium. Det gar inte heller att se effekterna pa mortbestandet och
ekologiska system om forskningen inte sker i mértarnas naturliga habitat.

Vissa kunskapsbrister kan bero pa att det inte ar sarskilt etiskt att exponera en hel sjé med
hormonstérande &mnen for att undersoka effekterna hos sjons organismer. Avloppsreningen
har dessutom visat sig vara en ovantat komplex fraga, vilket gor det svart att fa ett bra konkret
svar pa vilka reningsmetoder som ar de basta. Det &r antagligen inte heller helt enkelt att folja
en mortpopulation i minst de 25 ar som Tyler och Jobling (2008) anser behdvas for att fa en
forstaelse av de langsiktiga effekterna. Dock ar Gstrogeners paverkan pa mortar och andra
fiskar ett problem som finns nu och darfor behéver l6sas nu. Det gar inte att vanta i 25-30 ar
pa att mer forskning ska komma och anvanda brist pa forskningsresultat som bortforklaring
till att inte sétta in atgarder.

Slutsats

Det &r tydligt att mortars reproduktiva formaga paverkas negativt av 6strogen som finns i
miljon, varav mycket kommer fran lakemedel, som exempelvis EE2 i p-piller. Det finns dock
for lite forskning pa hur populationer av mortar paverkas och i det langa loppet hur effekterna
pa mortbestandet blir da reproduktionsférmagan blir samre. Det saknas ocksa tillrackligt med
forskning i hur man mest effektivt forhindrar detta problem.

Tack
Tack Johanna Sundgvist, Robin Léfgren, Sofie Svanholm, Axel Spaxes och handledare
Anders Odeen for bra kommentarer och hjélp pa vagen!
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