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Sammandrag

Idag ar det vanligt att endokrinstérande @mnen slipps ut i vattendrag via reningsverk. Ett av
amnena som reningsverken inte fullt ut klarar av att rena bort dr 17a-etinylostradiol (EE,).
EE, ér ett syntetiskt Ostrogen som ofta forekommer som en av de aktiva komponenterna i p-
piller och nar vattendrag genom att det utsondras via urinen. En del av dessa utslédpp gar sedan
genom reningsverk. Fiskar som lever nedstroms om reningsverk utsétts dirmed for ett
konstant flode av EE; och de senaste tvd decennierna har det rapporterats om ett flertal fall
dar dessa fiskar har bytt kon. Syftet med denna litteraturstudie har darfor varit att undersoka
hur utslédpp av EE, péverkar reproduktionen hos fiskar. Laborativa studier dér fiskar har
exponerats for EE, har bland annat visat att zebrafiskhanar (Danio rerio) tillbakabildar
testiklar till forman for dggstockar och exponerade hanar av medakafiskar (Oryzias latipes)
genomgar ett konsbyte fran genetiska hanar till honor. Vid faltstudier fokuserar forskare
frimst pd att studera det som sker naturligt med fiskarna 1 ekosystemen och dirmed ar det
svart att pavisa effekter fran just EE,. Dock genom att analysera koncentrationer av
vitellogenin 1 blodplasman hos fiskar kan forskare faststélla att fiskarna har utsatts for ndgon
typ av syntetiserade strogener som da exempelvis EE>. Aven dessa studier har pavisat att
bland annat morthanar (Rutilus rutilus) har uppvisat tecken pé intersexualism, det vill sdga att
de har bade hanliga och honliga gonadvavnader. Vidare kraschade en population av
amerikanska elritsor (Pimephales promelas) tva ar efter fiskarna hade borjat exponerats for
EE,. Med detta 1 atanke borde fortsatt forskning fokusera pa att forsoka kartlagga hur EE,
samverkar med andra endokrinstérande amnen i naturen och hur de paverkar fiskpopulationer.
Detta for att 1 framtiden minska de negativa effekterna fran utslapp som fiskar idag utsitts for.

Inledning

Bekdmpningsmedel, lakemedel och andra typer av kemikalier 4r alla exempel pa &mnen som
kan ha endokrinstorande effekter pa organismer. Det ér inte ovanligt att dessa &mnen sldpps ut
i vattendrag via avloppsvatten eller genom avrinning fran jordbruksverksamheter. Amnena
ackumuleras sedan ofta bade i sediment och biota, som exempelvis fisk (Andersson et al.
1990, Hu et al. 2005). Fiskar ar kinsliga for exponering av dessa &mnen da de kan ansamlas 1
fisken via olika absorptionsvéigar (Weber & Goerke 2003, Kwong ef al. 2008) och i och med
att fiskar lever 1 vatten ar de stdndigt exponerade for de amnen som slépps ut (Fent et al.
2006). Fiskarna kan ta upp lakemedel som bestar av icke-poléra bestdndsdelar genom enkel
diffusion (Corcoran et al. 2010). Lipofila &mnen tas vanligast upp via gélarna (Bjerselius et
al. 2001) men det forekommer dven att det sker via fodointag eller genom att modern 6verfor
metaboliter och kemikalier till &ggen (Corcoran ef al. 2010).

Endokrinstérande &mnen kan vara bdde naturligt forekommande eller tillverkade av
ménniskan och de fungerar genom att antingen imitera eller blockera naturliga
hormonfunktioner inom organismer (Goodhead & Tyler 2009). Xenoostrogener ar ett
samlingsnamn fOr syntetiserade dstrogener som forsoker efterlikna funktionen hos naturligt
forekommande 6strogen (Baatrup & Henriksen 2015). Tillsammans med syntetiskt progestin
(Liu et al. 2012) anvinds ofta xenodstrogener 1 preventivmedel for att kontrollera
menstruation och graviditet (Baatrup & Henriksen 2015). Ett av xenodstrogenerna som har



studerats 1 stor utstrickning med avseende pa péverkningar av reproduktion hos fiskar dr 17a-
etinylostradiol (EE,). EE, forekommer som en av de aktiva komponenterna 1 p-piller och att
just EE; har undersokts 1 sddan stor utstrackning ar pd grund av att amnet dr vanligt
forekommande i avloppsvatten och vattendrag 1 anslutning till reningsverk (Desbrow ef al.
1998, Belfroid ef al. 1999, Cargouét ef al. 2004). Vidare har det visat sig att EE, genom
Ostrogenreceptormedierade vigar har en effekt pa det endokrina systemet som reglerar
reproduktionen hos fiskar (Metcalfe et al. 2001).

Reningstekniken hos ménga konventionella reningsverk har en begriansad formaga att ta bort
EE, fran avloppsvattnet (Mills ef al. 2015). Detta tillsammans med att studier har visat att EE,
paverkar olika aspekter av fiskars reproduktionsbiologi dven vid laga koncentrationer (Segner
et al. 2003, Fenske et al. 2005) gor att hela populationer av fiskar kan komma att paverkas.
Syftet med denna litteraturstudie ar att undersoka hur utslapp av EE; paverkar fiskar och da
fraimst med fokus pa deras reproduktion.

Ackumulering av EE; hos fiskar

17p-06stradiol (E;) dr det mest potenta naturligt forekommande strogenet 1 bade méanniskor
och fiskar (James 2011, Ketha et al. 2015) och ar viktigt vid bildandet och mognaden av
aggstockarna. Bildandet av E, sker via enzymer som exempelvis aromataser (Fenske &
Segner 2004). Produktionen och utsondringen av dstrogen kan paverkas genom att manipulera
eller inhibera aromataser, vilket 1 slutinden ger synliga effekter pa organismen. Exempelvis
har en studie av Fenske et al. (2005) visat att genom att paverka aromataserna under
konsutvecklingen har kvoten av hanliga och honliga gonader kunnat éndras.

E, dr det Ostrogen som ofta anvénds som referens i forhallande till xenodstrogener. EE, dr en
vanlig aktiv komponent i p-piller och andra preventivmedel (Desbrow et al. 1998, Belfroid et
al. 1999, Cargouét et al. 2004) och det nér vattendrag genom att steroiderna utsondras via
urin och avforing 1 dess konjugerade former sulfater och glukuronider. Att konjugera EE, dr
kroppens sitt att inaktivera @mnet och gora det hydrofilt (Aris ef al. 2014). Reningsverkens
oférmaga att ta bort EE; frdn avloppsvattnet (Mills et al. 2015) medfor att bakterien
Escherichia coli som aterfinns 1 avloppsvatten kan dekonjugera EE, till de mer aktiva fria
steroiderna igen (Aris et al. 2014).

EE, ér en potent xenodstrogen som har en bindningsférmaga till 6strogenreceptorer som ar
upp till tva till tio gédnger hogre jamfort med det naturligt forekommande E, (Thorpe et al.
2003, Nash et al. 2004). EE, &r dven en av de mest bestdndiga xenodstrogenerna och har en
halveringstid pd ungefér 14 till 17 dagar 1 vatten, vilket 4r ldngre 4n E, (Shore ef al. 1993,
Jirgens et al. 2002). EE, ar utbrett i ytvatten och avloppsvatten och har aterfunnits i
koncentrationer mellan 0,2 till 13 ng L™ (Desbrow et al. 1998, Wise et al. 2011).

Nar fiskar exponeras for EE; kan det tas upp genom olika absorbtionsvédgar (Weber & Goerke
2003, Kwong et al. 2008) som exempelvis via gilarna, fodointaget (Bjerselius et al. 2001)
eller genom enkel diffusion (Corcoran et al. 2010). Det har visat sig att aldern hos fiskarna ar
av avgorande karaktar for hur allvarliga effekterna blir av exponeringen. Generellt dr
organismer kénsliga for exponering under kritiska utvecklingsstadier s& som larv-,
embryoniska och juvenila stadier (Corcoran et al. 2010) och under konsdifferentieringen
(Holbech et al. 2006). Sirskilt under embryogenesen, da embryot bildas och utvecklas,
befinner sig fiskar ofta 1 ett kritiskt stadie d& de dr som mest kénsliga for fordndringar i
hormonhalter (Chow & Cheng 2003). Hormonella storningar i ndgot av de kritiska



utvecklingsstadierna kan ge allvarliga och bestdende effekter pa fiskarna och ofta paverkar det
processer som har en anknytning till reproduktionen (Santos et al. 2014, Baatrup & Henriksen
2015).

EE, paverkar fiskar

En studie av Purdom et al. (1994) ar ofta citerad som en av de forsta artiklarna att pavisa att
utslépp fran reningsverk innehallandes xenodstrogener har fysiologiska effekter pé fiskar som
lever 1 anslutning till dessa (Caldwell ef al. 2008). Upphovet till studien var att de kunde
notera en stor andel hermafrodit fisk som levde 1 anslutning till reningsverken (Purdom ef al.
1994). Fram till idag har det genomforts minga studier for att se hur exponering for EE; och
andra xenoostrogener paverkar fiskar och deras reproduktion.

Ligsta koncentrationen av EE; som paverkar fiskar

Segner et al. (2003) undersokte vid vilka koncentrationer av EE, en effekt kunde noteras pa
exponerade zebrafiskar (Danio rerio). Effekterna av exponeringen undersoktes genom att
mata tillvaxt, dverlevnad, fekunditet (antal lagda dgg per hona), befruktningsframgéng, tid till
forsta gdngen fisken leker och halten vitellogenin (VTG) 1 plasman. Vidare undersokte
forskarna dven om parningsbeteendet fordndrades och genom histologiska studier kunde de se
om nagon fordandring av gonaderna hade intriffat. Forskarna undersokte om effekterna fran
exponeringen av EE, skiljde sig at fran en exponering under en hel livscykel jamfort med
exponering under olika utvecklingsstadier. Darfor delades undersdkningarna upp i olika
tidsintervaller dér fiskarna exponerades for EE, fran befruktning till antingen fertil alder (hela
livscykeln), slutet av den embryonala perioden, under fasen av odifferentierade gonader,
under perioden med protogyniska dggstockar, slutforandet av konsdifferentieringen, eller
enbart under perioden da konsdifferentieringen dger rum. Vid slutet av exponeringarna
overfordes fiskarna till vatten utan EE; och foéddes upp under kontrollbetingelser till vuxna
stadier. Didrefter mittes ovan ndmnda reproduktiva parametrar under en treveckorsperiod.

Bland zebrafiskarna som exponerades for EE, under hela livscykeln visar resultaten fran
studien av Segner ef al. (2003) att 1,67 ng L' var den ldgsta koncentration som gav upphov
till effekter 1 form av en reducerad juvenil tillvéxt, forhdjda nivier av VTG, f6rdrojning av
tiden till forsta gadngen fisken leker, ett fordndrat parningsbeteende, reducerad fekunditet samt
en reducerad befruktningsframgéang. Vidare kunde de genom histologiska studier av
gonaderna konstatera att den ldgsta koncentrationen EE; som gav upphov till férdndringar var
3 ng L. Exponering under perioder av konsdifferentiering resulterade i fordndringar av
fortplantningsformagan hos vuxna fiskar. Effekter med en reducerad befruktningsframgéng,
fordrojd tid till forsta gdngen fisken leker, fordndrat parningsbeteende, reducerad fekunditet
samt forhojda nivder av VTG var identiska med de som observerades hos fiskar som
exponerats under hela livscykeln. Det som skiljde resultaten at var att det krdvdes en hogre
koncentration, 3 ng L', EE, innan nagra effekter kunde noteras.

I motsatts till Segner ef al. (2003) visade Papoulias et al. (2000) att medakafiskar (Oryzias
latipes) bland annat genomgar ett fenotypiskt konsbyte frdn genetiska hanar till honor nir dgg
injiceras med 0,5 till 2,5 ng EE, per befruktat dgg. Andra studier dir fiskar har exponerats for
miljomissigt relevanta koncentrationer, 4 till 6 ng L™, EE, har bland annat visat att honor hos
amerikanska elritsor (Pimephales promelas) har fétt en fordndrad oogenes genom att
oocyterna mognar senare (Kidd ef al. 2007) och hanar hos sandstubb (Pomatoschistus
minutus) har fatt ett fordndrat parningsbeteende (Saaristo et al. 2009).



Korttidsexponering kontra lingtidsexponering

Aven om fiskar lever i vitt skilda miljder s utsétts de vanligtvis for en konstant exponering
av endokrinstérande &mnen. Visserligen kan regn eller andra fordndringar 1 viderforhéllanden
péaverka koncentrationerna av de utsldppta &mnena som paverkar fiskarna men oftast ar
utslidppen &ver tid mer eller mindre konstanta. Aven om det forekommer ér enskilda och korta
exponeringar ovanligt forekommande ute 1 naturen. Darfor ar det vanligt att forskare utsitter
fiskarna for en kronisk exponering av endokrinstérande &mnen. Vanligtvis vid laborativa
studier utsatts fiskarna endera for en korttidsexponering, det vill sdga under en kort tidsperiod
men under ett kritiskt utvecklingsstadium, eller en langtidsexponering, som sker under en
langre tidsperiod alternativt under hela fiskens livstid (Fent ef al. 2006). Korttidsexponeringar
har bade praktiska och ekonomiska fordelar men fran flera hall foreslés det att mer utrymme
borde ges at langtidsexponering da dessa studier 1 hogre grad aterspeglar de forhallanden som
rader 1 naturen. Resultaten fran dessa studier kan sedan forhoppningsvis generera passande
modeller som kan anvéndas 1 filtstudier (Fent ez al. 2006, Scholz & Kliiever 2009).

Hormonstorande amnen paverkar flera fysiologiska processer hos

fiskar

Vid studier av hormonstorande &mnen undersoks ofta genen VTG, ett protein som hos
ovipariska vertebrater aterfinns i blodplasman. VTG syntetiseras i levern och utséndras sedan
1 blodet for att kunna tas upp av vdxande oocyter. VTG fungerar som en prekursor for &mnen
som &r viktiga vid oocyters utveckling (Tyler e al. 1996). I och med att gentranskriptionen av
VTG ir ostrogenberoende och att bdde honor och hanar bar pa genen gér VTG till en 1dmplig
biomarkor att studera (Tyler ez al. 1999).

En annan biomarkoér som vanligen anvédnds dr fordndringar av konet (Holbech et al. 2006).
Det ar dven vanligt att se till fordndringar 1 den sexuella differentieringen eller utvecklingen.
Hos embryon ar det vanligt att morfologiska abnormiteter, graden av mortalitet eller
forandringar 1 hjirtslag méts eller observeras (Santos ef al. 2014). Vid studier av juvenila eller
vuxna fiskar dr det vanligt att effekter pa konsorgan studeras genom histologiska studier av
4gg- och spermakoncentrationer. Aven forindringar av gonader och genuttryck analyseras
(Fenske et al. 2005).

Det ar inte bara fiskars fysiologi och utveckling som kan paverkas vid exponering for
syntetiska hormoner som EE; utan d@ven deras beteende och da framst deras parningsbeteende
(Fenske & Segner 2004). Det ar darfor viktigt att belysa hur fiskars beteende paverkas av
syntetiska hormoner eftersom ett fordndrat beteende kan fa 1angtgadende konsekvenser for hela
populationer (Baatrup & Henriksen 2015). Vid unders6kningarna noteras och kvantifieras
artspecifika beteenden. Exempel pa detta ar tid som spenderas 1 romlidggningsytan, hur manga
utfall hanar gor mot varandra 1 konkurrens om parningstillféllen eller boplatser samt tiden
som honor och hanar spenderar 1 en romlaggningsyta (Saaristo et al. 2009, Baatrup &
Henriksen 2015).

Gonadernas utveckling och funktion

Gonaderna ér de endokrina kortlar 1 kroppen hos fiskar och andra vertebrater som reglerar
utsondringen av konshormoner och som producerar konsceller. Hypotalamus styr
utsondringen av hormoner fran gonaderna genom att signalera till hypofysen om utséndring
av gonadotropinutsldppande hormoner vilka 1 sin tur triggar utsondring av gonadotropiner.
Det dr gonadotropiner som sedan stimulerar syntetisering och utséondring av konshormoner
fran dggstockar och testiklar. Att hjarnan, hypofysen och gonaderna samverkar pa detta sitt



brukar bendmnas som hjérna-hypofys-gonad-axeln (HHG-axeln). Samverkan styrs genom
feedbackmekanismer mellan de utséndrade hormonerna och dessa mekanismer fungerar i
stort sett likadant hos fiskar som hos ménniskor (Scholz & Kliiever 2009).

For att paverka kvinnors dgglossning och fertilitet anvinds ofta preventivmedel som utnyttjar
HHG-axeln (Scholz & Kliiever 2009). Genom ett intag av preventivmedel som innehaller
syntetiska hormoner innebér det att denna konstanta nérvaro av de reglerande hormonerna
kommer leda till att gonadotropinutsondringen inhiberas. Detta medfor att dggen inte kommer
mogna och dirmed forsvinner mojligheten till befruktning (Klaasen & Watkins 2010). Néar
endokrinstorande &mnen sldpps ut 1 naturen kan de pé liknande sétt modifiera eller paverka
HHG-axeln (Shore ef al. 1993). Viktigt att notera &r att signaleringen fran HHG-axeln hos
vissa fiskarter kan triggas eller inhiberas av miljofaktorer som exempelvis ljus eller
temperatur och inte bara av utsldpp av endokrinstérande @mnen (Luzio et al. 2015).

Utvecklingen av gonader och konstypiska organ hos fiskar beror ofta pé flera olika faktorer.
Till skillnad frén daggdjur, dér det vanligtvis &r frdnvaron eller ndrvaron av Y-kromosomen
som bestimmer avkommans kon, finns det fiskarter som har en helt annan typ av utveckling.
For dven om fiskar kan ha en liknande kdnsbestimning med hjélp av kromosomer
forekommer det att miljofaktorer som exempelvis foda, temperatur och endokrinstdrande
amnen paverkar konsbestamningen (Luzio et al. 2015). Arter vars konsbestdmning paverkas
av miljofaktorer kan dirmed vara sérskilt kénsliga for miljofordndringar vilket kan avspeglas
1 populationens konsfordelning (von Hofsten & Olsson 2005). Att konsbestimningen mellan
olika fiskarter 4r mer diversifierad @n hos ddggdjur (Scholz & Kliiever 2009) kan vara en
bidragande orsak till att konsbestdmningen hos fiskar dr relativt outforskad (von Hofsten &
Olsson 2005).

Exponering for EE; under olika livsstadier

I en laborativ studie av Fenske ef al. (2005) undersokte de hur exponering av EE, under en
viss del av livscykeln jamfort med en hel livscykel paverkade zebrafiskars (Danio rerio)
utveckling och reproduktion. De undersokte dven om effekterna fran EE, var reversibla eller
inte. Zebrafisken dr en vanlig modellorganism som anvénds vid laborativa studier rérande
endokrinstorande dmnen. Detta eftersom det gér att stimulera fisken till att para sig dret runt 1
laborativ milj6 (Fent et al. 2006) och den ldgger transparenta 4gg som gor det létt att studera
strukturella fordandringar 1 ett tidigt skede. Vid studier om hur den embryonala utvecklingen
paverkas av endokrinstorande dmnen dr den dven lamplig d4 anlagen for gonader uppkommer
tidigt (Santos ef al. 2014). Det har tidigare varit allmint vedertaget att zebrafisken genomgar
en juvenil fas av hermafroditism (Holbech ef al. 2006) men nyare forskning visar att alla
zebrafiskar forst utvecklar ovarier men att vissa individer sedan genomgér en omvandling
som 1 slutdndan ger upphov till testiklar (Liew & Orban 2013).

Studien utfordes genom att utsitta fiskarna for 3 ng EE, L™, en miljémassigt relevant nivé
(Segner et al. 2003), fran tva timmar efter det att dggen fertiliserats fram till 42 eller 118
dagar efter fertilisering. 42 dagar efter fertilisering representerade i1 studien tiden da
gonaderna hade utvecklats och 118 dagar efter fertilisering representerade tiden da
zebrafiskarna ansigs ha blivit konsmogna. For att se om effekterna EE, var reversibla eller
inte holls fiskarna dérefter 1 vatten utan EE; fram till dag 176 efter fertilisering (Fenske et al.
2005).

Resultaten visade att honorna som exponerats for EE; 1 42 dagar hade forhdjda halter VTG 1



plasman. Ingen forandring 1 konskvoten eller reproduktionsférmégan kunde noteras. Hos
individer som hade exponerats for EE; 1 118 dagar kunde det noteras att samtliga individer
uppvisade forhojda halter av VTG 1 plasman samt att alla individerna uppvisade feminiserade
gonader som dérfor forhindrade mojligheterna till reproduktion da ingen reproduktion kunde
noteras. Hos de ldngtidsexponerade individerna kunde forskarna notera tva typer av
aggstockar, omogna dggstockar med oocyter 1 en primir tillvixtfas eller mogna dggstockar
med oocyter 1 alla olika mognadsstadium. Fiskar med omogna dggstockar hade VTG-nivéer
jamforbara med kontrollhanar, medan fiskar med mogna dggstockar hade VTG-nivéer
liknande kontrollhonor (Fenske et al. 2005).

Resultaten frén studien visade ocksa att effekterna fran langtidsexponeringen delvis var
reversibla. Detta eftersom 26 % av individerna som tidigare hade pavisats ha feminiserade
gonader nu uppvisade fullt utvecklade testiklar efter de hade vistats 1 vatten fritt frdn EE, 1 58
dagar. Darmed visar resultaten pd att en del individer uppvisade exempel pa intersexualism,
det vill siiga att de hade bade hanliga och honliga gonadvivnader. Aterbildandet av testiklarna
paverkade dock inte reproduktionsmojligheterna eftersom ingen 6kad andel befruktade dgg
kunde noteras (Fenske et al. 2005).

En annan modellorganism som anvinds vid laborativa studier &r medakafisken (Oryzias
latipes). Eftersom medakafisken har en yttre befruktning, en kort generationstid och &r IAtt att
halla 1 laboratoriemiljoer till ldga kostnader gor det den ldmplig for laborativa studier. Liksom
zebrafisken gar det att stimulera medakafisken till lek aret runt 1 laborativ milj6. Den
genetiska konsbestamningen hos medakafisken uppvisas redan fem till sju dagar efter
fertilisering och utvecklingen av konscellerna dr vél karaktédriserade (Bhandari et al. 2015).

Papoulias et al. (2000) undersokte hur konsdifferentieringen och utvecklingen av konsorgan
paverkades hos just medakafiskar som utsattes for en engéngsinjektion av 0,5 till 2,5 ng EE,
per dgg. Genom att studera gonadvidvnaderna hos fiskarna visade resultaten att det rackte med
en injektion 1 detta kdnsliga livsstadium for att orsaka ett fenotypiskt konsbyte fran genetiska
hanar till honor. I tilldgg till detta uppvisade de exponerade fiskarna en reducerad tillvixt
samt att exponerade honor uppvisade en hogre andel atretiska folliklar, det vill sdga icke
frigjorda folliklar, 1 jimforelse med kontroller. I motsatts till vad Fenske ez al. (2005) kom
fram till kunde Papoulias ef al. (2000) vid undersékningar av gonaderna inte upptécka nagra
individer som uppvisade tecken pé intersexualism.

I en annan laborativ studie undersékte Bhandari ef al. (2015) om exponering for EE; under
embryoutvecklingen hos medakafiskar (Oryzias latipes) medforde nagra abnormiteter hos
fiskarna 1 senare livsstadier eller om fiskarna uppvisade nidgra abnormiteter mellan
generationer. Den forsta generationen (F0) av fiskar exponerades for 0,05 pug EE, L under
den embryonala utvecklingen. Fiskarna i generation FO och F1 uppvisade inga tydliga
fenotypiska skillnader jamfort med kontroller. Dock hade F2-generationen en reducerad
fertilitetsgrad och hos F3-generationen hade embryona en reducerad 6verlevnadsgrad.

Beteendestudier

Saaristo et al. (2009) undersokte hur beteenden kopplade till reproduktion paverkades hos
fisken sandstubb (Pomatoschistus minutus) nir den exponerades for EE,. I studien
observerades hur hanarnas formaga att konkurrera om boplatser och honor kom att paverkas.
Detta gjordes genom att hanarna exponerades for 4 ng EE, L™ i 7 till 24 dagar. Forst Lt
forskarna exponerade hanar tdvla om en boplats mot oexponerade hanar av liknande storlek.
Resultatet visade pa att de exponerade hanarna inte kunde forvérva eller forsvara en boplats



mot oexponerade hanar. I en annan del av studien undersokte och jamforde de
parningsbeteenden mellan exponerade och oexponerade hanar. Resultaten visade att
exponerade hanar dgnade en signifikant kortare tid till ett aktivt uppvaktande och forsok till
att leda honorna till boplatsen jamfort med oexponerade hanar. Detta resulterade 1 att honorna
hellre valde att para sig med oexponerade hanar jimfort med de exponerade.

I en likande studie utford av Majewski ef al. (2002) undersoktes det om formagan att etablera
och forsvara ett lekterritorium hos hanar av fisken knolskallel6ja (Pimephales promelas)
péaverkades om de exponerades for antingen 2 eller 8 ng EE, L™ i 27 dagar. Direfter
placerades en kontrollhane, som inte hade exponerats for EE,, med en hane som antingen
hade exponerats for den hogre eller lagre dosen EE; 1 en behallare med optimerade
lekforhédllanden for att tdvla om en boplats. Som kontroll placerades hanar som hade utsatts
for samma behandling 1 behallaren for att se hur de betedde sig. Hanarnas beteenden
kvantifierades sedan frdn videoinspelningar. Resultaten visade att exponering for EE,
forsimrade hanarnas formaga att konkurrera om och forsvara boplatser jamfort med
oexponerade individer. Ingen signifikant skillnad kunde ses nér hanar fran samma
behandlingsgrupp placerades tillsammans. Undersokningen visade ocksé att den totala
aggressiviteten var hogre mellan en exponerad hane och en oexponerad jamfort mellan tva
hanar som inte hade utsatts for nigon exponering.

Filtstudier

Kidd et al. (2007) undersokte 1 en sjuarig faltstudie hur amerikanska elritsor (Pimephales
promelas) i en testsjo paverkades nir fiskarna exponerades for 5 till 6 ng EE; L™, Den
kroniska exponeringen ledde till feminisering av hanar genom en forhojd produktion av VTG.
Vissa av hanar uppvisade tecken pé intersexualism. Honorna péverkades genom att de fick en
fordndrad oogenes. Tva ar efter att utslappen av EE, paborjades 1 sjon kunde det noteras att
populationen av amerikanska elritsor mer eller mindre kollapsade. Detta berodde till storsta
delen pé en forlust av ettariga individer. Aven om nagra yngre individer fingades varje &r
fortsatte reproduktionsmisslyckandet fram till tva ar efter det att utsldppen av EE; hade
avslutats. Trots att populationer av amerikanska elritsor vanligtvis fluktuerar pa grund av
varierande rekrytering observerades inte den tydliga forlusten av ettariga individer i nagon av
kontrollsjoarna. Forskarna kunde 1 studien inte notera att den mer ldnglivade fisken, pa
engelska “pearl dace”, (Margariscus margarita) uppvisade samma
reproduktionsmisslyckande och drastiska populationsminskning som den amerikanska elritsan
1 testsjon. Forskarna foreslar att riskerna vid exponering fér EE, och andra xenodstrogener ar
olika hos arter med olika livshistorieegenskaper som exempelvis livsldngd.

I foljande tva faltstudier (Jobling ef al. 1998, van Aerle ef al. 2001) har forskarna inte
fokuserat pa att undersoka effekten fran just EE, men genom att analysera koncentrationer av
VTG i plasman hos fiskar har de kunnat faststélla att de har utsatts for nagon typ av
xenoodstrogen. Jobling et al. (1998) var forst ut med att undersdka hur mortar (Rutilus rutilus)
som lever 1 floder nedstroms om vattenreningsverk i Storbritannien paverkades av
xenoodstrogener. Studien visade att det var en signifikant skillnad i andelen morthanar som
uppvisade intersexualism mellan populationerna som levde nedstroms vattenreningsverken
jamfort med kontrollpopulationer som inte levde 1 anknytning till reningsverken. Férekomsten
av andelen hanar som uppvisade tecken pa intersexualism varierade fran 16 % till 100 % 1
populationerna som levde nedstroms reningsverken. Forekomsten av andelen hanar som
uppvisade tecken pé intersexualism var som max 18,1 % i en population bland
kontrollgrupperna.



van Aerle et al. (2001) undersokte om graden av intersexualism var ndgot som var artspecifikt
for mortarna eller om det var en generell trend bland fiskar som lever i floder nedstroms om
vattenreningsverk 1 Storbritannien. De undersokte déarfor graden av intersexualism hos
sandkrypare (Gobio gobio) 1 floder som bekriftats innehalla mort som uppvisat
intersexualism. Resultaten fran deras studie visade att dven de hittade hanar som uppvisade
olika grader av intersexualism och att de hade forh6jda halter av VTG 1 plasman. Andelen
hanar 1 varje population var inte lika hog som hos morthanarna i studien av Jobling ef al.
(1998) studie. Dock forekom det i vissa populationer att mer &n hilften av gonaderna 1 40 %
av individerna som uppvisade intersexualism bestod av dggstocksvivnad. Slutsatsen de drog
frdn denna studie var att uppvisande av intersexualism inte dr nagot artspecifikt for fiskar 1
floder i1 Storbritannien.

Reglering kring utslapp av EE,

Inom den Europeiska Unionen regleras och omfattas utslédpp och tillstand rérande lakemedel
av kommissionsdirektiv. Direktiven listar krav {for att utveckla strategier for hur féroreningar
av vattendrag genom likemedelssubstanser ska hanteras och motverkas (Avar et al. 2016).
EE, var ett av tre &mnen som foreslogs ldggas till den forsta bevakningslistan inom EU
(Europaparlamentets och radets direktiv 2013/39/EU) 6ver &mnen som kan innebér en risk for
att fororena vattendrag och organismerna som lever dér. Detta genom att de foreslogs
inkluderas 1 artikel 8b 1 Europaparlamentet och radets direktiv 2008/105/EG. Genom att EE,
tagits upp pa listan ska EU och dess medlemslinder verka for att skaffa sig mer kunskap om
amnet. De ska undersdka i vilka koncentrationer &mnet forekommer 1 naturen, kartldgga hur
amnet hotar att pdverka vattendrag och dess organismer samt ta fram lampliga atgarder for att
hantera den risk som det utgoér (Europeiska Unionen, 2013). Detta blev ocksa fallet da
bevakningslistan antogs genom Kommissionens genomforandebeslut (EU) 2015/495
(Europeiska Unionen, 2015). Likemedelssubstanser upptagna i bevakningslistan ar inte
upptagna 1 EUs prioriteringslista dver miljoféroreningar men de kan bli tillagda 1 framtiden
(Avar et al. 2016).

Diskussion

Att EE, paverkar fiskars reproduktionsforméga tycker jag att denna litteraturstudie har visat.
Tydligast blir det kanske frén resultaten fran de laborativa studier som har presenterats
eftersom forskarna i dessa experiment har kunnat utesluta manga av de faktorer som fiskarna
utsitts for 1 naturen och dérfor néstan enbart kunnat undersoka hur EE; har paverkat fiskarnas
reproduktion. Resultaten frén de laborativa studierna visar att exponering for EE, paverkar
konsdifferentieringen hos de exponerade fiskarna (Papoulias et al. 2000, Fenske et al. 2005).
Intressant att notera dr att exponeringen for EE; 1 undersékningen med zebrafiskarna ledde till
olika grader av intersexualism medan det i studien med medakafiskarna resulterade 1 ett
fenotypiskt konsbyte fran genetiska hanar till honor.

Det tyder pa att fiskars livshistorieegenskaper spelar en betydande roll f6r hur de kan komma
att paverkas. Detta dr ndgot som Kidd et al. (2007) anger som en trolig forklaring till varfor
populationen av fisken pearl dace inte paverkades i samma negativa utstrickning som den
amerikanska elritsan dven fast de uppehdll sig i samma sjo dar exponeringen for EE, dgde
rum. | samma studie visade det sig att populationen av amerikanska elritsor i stort sett
kraschade tva ar efter exponeringen for EE; inleddes. Liknande monster kunde noteras 1
undersokningen av (Bhandari et al. 2015) d& exponeringen for EE, paverkade populationen
av medakafiskar dver generationer. Detta dd kommande generationer till fiskar som



exponerats uppvisade en minskad fertilitet och bland embryon konstaterades en hogre
mortalitet. Att paverkan fran EE; stricker sig 6ver generationer och ger den direkta
konsekvensen 1 form av populationsminskningar kan komma att drabba enskilda arter hért.
Om det dessutom leder till att hela populationer av fiskar utplénas kan det komma att drabba
hela ekosystem. Darfor dr det viktigt att fortsitta arbetet med att kartldgga hur EE, péverkar
fiskar.

De flesta av ovan ndmnda resultat har erhallits fran laborativa undersokningar, dér forskare
har kunnat styra under vilka forhallanden och for vilka koncentrationer EE; fiskarna har
utsatts for. Darmed blir det svart att dra nigra direkta slutsatser 6ver hur fiskar i det fria
paverkas av utsldppen. Detta eftersom fiskarna 1 naturen inte enbart exponeras for EE, utan
dven en rad andra likemedel och dven tungmetaller med endokrinstérande effekter (Soeffker
& Tyler 2012). For dven om faltstudierna av Jobling et al. (1998) och van Aerle et al. (2001)
visar hur fiskar paverkas dd de har exponerats for ndgon form av xenodstrogener, ar det svart
att pavisa om det dr exponeringen av xenodstrogener 1 sig som leder till en hog grad av
intersexualism hos mortar och sandkrypare eller om det dr en effekt av xenodstrogener
tillsammans med andra endokrinstorande &mnen. D4 det finns féltstudier som visar pé att
fiskar paverkas av endokrinstdrande &mnen 4r det viktigt som Wise et al. (2011) ndmner att fa
en utdkad kunskap om hur dessa @&mnen samverkar och paverkar fiskar och dé frimst med
avseende pa deras reproduktion.

En intressant studie 1 avseendet med fordelarna mellan laborativa studier kontra faltstudier dr
den studie som Kidd (et al. 2007) utférde. Detta eftersom forskarna har lyckats kontrollera
koncentrationen av EE; som fiskarna 1 sjon har exponerats {or, samtidigt som de har kunnat
studera och halla fiskarna i en sj6 som for 6vrigt har ett orért och naturligt forekommande
ekosystem. Sjon har utsatts for normalt forekommande vaderférhillanden och
sammansittningen av arter 1 sjon har inte heller paverkats. Jag tror att liknande studier dir
forskarna utfor undersokningar 1 naturliga men dndé kontrollerade miljoer kan ge vérdefull
information om hur fiskar pdverkas av EE, och andra endokrinstorande &mnen 1 naturliga
forhdllanden.

Utdver ovan ndmnda undersdkningarna som har tagit upp de direkta effekterna EE, har pa
fiskar och deras reproduktion visar de tva beteendestudierna av Majewski et al. (2002) och
Saaristo et al. (2009) att beteenden kopplade till parning hos hanar av de bada arterna
sandstubb och knolskalleldja ocksé har kommit att paverkas negativt vid exponering for EE,.
Dérmed kan det konstateras att EE, har en stor paverkan pé fiskars reproduktion och det
innefattar allt fran direkta fysiologiska péverkningar till forandrade parningsbeteenden.

Framtiden

Att Europeiska Unionen har valt att infora EE, pé en bevakningslista ver &mnen som antas
utgora ett potentiellt hot mot vattendrag och dess organismer genom att anta den genom
Kommissionens genomforandebeslut (EU) 2015/495 (Europeiska Unionen, 2015) tycker jag
ar viktigt. Jag tycker att EU sénder en tydlig signal om att de vill ta reda pa vilka
konsekvenser utslappen av EE,; far for organismer som lever 1 vattendrag 1 anslutning till
reningsverk. For dven om Wise et al. (2011) konstaterar att risken for att koncentrationen av
EE; i dricksvatten ska ge negativa hilsoeffekter pa manniskor ar minimal tycker jag att det ar
var skyldighet att se till att var omgivning inte tar skada av utsldppen sa att det inte féar
langtgdende konsekvenser.

Hur ska dé utsldppen av EE; till naturen minskas? Ett sétt kan vara att se dver dagens



reningsverk. For dven om jag 1 denna litteraturstudie enbart har konstaterat att reningen av
EE; 1 reningsverken inte ar fullstdndig skulle det vara intressant att & veta vad som skulle
kravas for att forbattra reningen och hur den ekonomiska kostnaden jaimfort med nyttan for
miljon och fiskar skulle se ut. Ett inte lika tankbart alternativ skulle vara att reglera
anvindandet av preventivmedel. Att forbjuda preventivmedel som innehaller xenodstrogener
skulle visserligen minska utsldppen till naturen men samtidigt skulle det inkrédkta pa
framforallt kvinnors rétt till att styra 6ver deras hilsa och tiden for nér de vill skaffa barn. Ett
forbjudande av preventivmedel innehéllandes xenoostrogener skulle fa samhilleliga och
globala konsekvenser (Wise et al. 2011).

Avslutningsvis ska det bli intressant att f6lja den fortsatta forskningen kring hur syntetiska
hormoner paverkar reproduktionen hos fiskar. Syntetiskt progestin ingar ofta tillsammans
med EE; 1 preventivmedel for att kontrollera menstruation och graviditet (Liu et al. 2012).
Just syntetiskt progestin och effekterna frén utsldpp av dmnet tror jag dr ndgot som kommer
studeras 1 hogre utstrackning 1 framtiden. Det finns studier som har visat att zebrafiskar som
utsatts for syntetiskt progestin har padverkat konsutvecklingen (Liang et al. 2015) men att
syntetiska progestiners paverkan pa fiskar dr langt ifran lika vélstuderat som xenodstrogener
ar (Han et al. 2014).
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Hur paverkar utslapp av det syntetiska hormonet 17a-etinylostradiol

(EE_) reproduktionen hos fiskar?: etikbilaga
Alexander Valén Fransson
Sjélvstiandigt arbete 1 biologi 2016

Samhallets hantering

Eftersom det 4r vi ménniskor som star for utsldppen av EE; till naturen tycker jag att det ar
viktigt att vi ocksa tar ansvar for att se till att de negativa konsekvenserna av vért handlade
blir s& smd som mojligt. Majoriteten av mina referenser har anvint sig av antingen fiskar eller
fiskembryon som forsoksdjur. Ofta anger forskarna att de foljer géllande lagar for forsoksdjur
och att de forsoker utfora sa fa test som mojligt for djurens bista. Jag tycker fragan om det ar
etiskt rdtt att utfora forsok pa djur ar generellt véldigt svarbesvarad. I det hér fallet har de
flesta studierna syftet att undersoka hur fiskpopulationer i naturen paverkas fran utsldppen av
EE,. Fordelarna med laborativa studier dr att det i en kontrollerad miljo gér att vélja vilka
faktorer som ska undersokas. Detta kan 6ka forstaelsen for hur &mnen som exempelvis EE,
paverkar fiskar i naturen. Samtidigt kan det ses som nackdelarna med laborativa studier, att
det ar svért att sdga hur olika faktorer samverkar och paverkar fiskar under naturliga
forhallanden. Med detta sagt tycker jag att det dr okej att utfora forsok pa fiskar i de fall
forskarna vél har motiverat varfor studien ska utforas och att de kan forvéntas fa fram resultat
som bidrar till att 6ka forstielsen for hur fiskar 1 naturen paverkas och hur effekterna frén EE,
kan minskas.

Eftersom utsldppen av EE, ofta kommer fran preventivmedel kan det diskuteras ifall man
genom lagar eller regler ska paverka anvdndandet av dessa. Generellt tycker jag att tillgangen
till preventivmedel &r varje individs rittighet och 1 de flesta fall handlar det om kvinnors rétt
till att vélj nér och om de vill bli gravida. Visserligen tror jag att det kan vara bra att upplysa
ménniskor om vad utsldppen av EE, far for konsekvenser i naturen men att det inte ar rétt vig
att ga for att fa bukt med problemen. Jag tror istéllet att losningen kan vara att fokusera
forskning och resurser kring hur man kan 6ka reningsverkens effektivitet for att ta bort en sa
stor midngd EE, som mgjligt innan det nar naturen.

Forskningsetik

Mitt arbete baseras huvudsakligen pa originalartiklar dir forskarna har utfort egna
undersokningar och som har anvént sig av relevanta metoder dér de har kontrollgrupper de
kan jamfOra resultaten mot. Genom att anvinda mig av géllande formalia for killhdnvisning
har jag tydliggjort varifran informationen dr himtad och vem som tycker vad. Jag har inte
inkluderat egna sikter 1 arbetet, forutom 1 diskussionsdelen dér det tydligt framgar att det &r
just mina asikter. Slutligen har jag forsokt att ge en réttvis och nyanserad bild av det valda
dmnet. Noterbart dr att resultaten fran den information jag har funnit 1 véldigt stor
utstrackning pekat 4t samma hall.
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