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Inledning

”Den frdaga det ror sig om dr huruvida en civilisation kan fora ett skoningslést krig
mot livet sjélvt, utan att samtidigt forstéra sig sjilv och utan att forlora ritten till
att kalla sig civiliserad” (Carson, 1962)

Ett stindigt lika aktuellt &mne for diskussion dr manniskans férorening av miljon.
1962 kom den forsta upplagan av Rachel Carsons bok ”Tyst var”, dar hon hojer ett
varnande finger for de virldsvida miljoeffekter som &astadkoms av de gifter
ménniskan mer eller mindre medvetet sprider i naturen. I hennes fotspar har nu
mingder av forskare studerat effekterna av globala fororeningar orsakade av
ménniskan.

Kemikalier och gifter sprids och paverkar savil naturen som djur och méanniskor.
Nagot som diskuterats livligt under senare ar &r hur dessa fororeningar kan
paverka djur och ménniskors formaga att reproducera sig. Det ar ként att somliga
kemikalier kan interferera med, blockera, eller till och med hidrma, olika steroider
och deras verkan, och diarmed utéva endokrina effekter. Dessa substanser kallas
allmént endokrinstérande &mnen (Endocrine Disrupting Chemicals, EDCs). Manga
substanser 1 miljon kan utdova Ostrogen effekt, tex. naturligt forekommande
substanser sisom fytodstrogener och mykodstrogener. Aven kemikalier som ar
tillverkade av ménniskan (syntetiska) och som ingér i mjukgorare, pesticider,
lakemedel och detergenter kan vara Ostrogenlika och kan ge effekter pa séavil
déggdjur och fagel som fisk (Sumpter & Jobling 1995, Routledge et al., 1998).

Bakgrund

Ostrogena effekter pa fisk orsakade av endokrinstérande dmnen

I Storbritannien har undersdkningar visat att en varierande andel av den vilt
levande morten (Rutilus rutilus) uppvisar dubbelkonighet, dvs. forekomst av
honliga dggceller i1 de hanliga gonaderna. Sarskilt hog frekvens av dubbelkonighet
har iakttagits i recipienter i anslutning till kommunala reningsverk. Man har funnit
att avloppsvatten med séavil kommunalt som industriellt ursprung innehaller &mnen
med Ostrogenliknande egenskaper vilka kan antas bidra till femininisering av vilda
morthanar (Trevor et al., 2001). Man har ocksa visat att experimentell exponering
av fisk for avloppsvatten fran reningsverk uppvisar bestdende rubbningar i
gonadutvecklingen (Purdom et al., 1994, Jobling et al., 1998).

Endokrinliknande substansers potens kan vara mycket varierande. Studier har
gjorts av 17-a-etinylestradiol, som hérror fran farmaceutisk anvéndning (p-piller).
Man har funnit att det dr en substans med extremt hog 6strogen potens och att den i
mycket hogre grad inducerar vitellogenes (se nedan) dn det endogena 17-B-
Ostradiolet. (Purdom et al., 1994) Sumpter & Jobling (1995) visade att en rad
substanser av industriellt ursprung sasom nonylfenol och octylfenol



(nedbrytningsprodukter av detergenter), o,p-DDT, aroclor 1221 (PCB-blandning)
samt bisfenol A (ingér i plaster) alla hade svag Ostrogen effekt (Sumpter &
Jobling, 1995). 1 avloppsvattenrecipienter exponeras fisk for en cocktail
innehéllande bade naturliga och syntetiska 0strogener. Detta innebér att det dr svéart
att identifiera vilka kemikalier som ligger bakom fordndringarna. (Sumpter, 1998).

Vitellogenin som biomarkor

Vitellogenin &r ett lipoglykofosfoprotein som syntetiseras i levern hos dgglédggande
hondjur, vilket visat sig leda till ett oOkat leversomatiskt index (LSI,
levervikt/kropssvikt). Syntesen induceras normalt genom stimulering av
Ostrogenreceptorn frdn endogent 17-B-0stradiol. Proteinet frisdtts i blodet och tas
upp av oocyter via endocytos (Shimizu et al., 2002). Normalt syntetiseras inte
vitellogenin hos hanar eller juvenil fisk men eftersom de har genen for bildning
kan man darfér anvidnda detta protein som en biomarkor for att se om de
exponerats for Ostrogena substanser (Sumpter & Jobling, 1995). Purdom et al.,
(1994) visade att fisk som levde i avloppsvattenrecipienter hade onormalt hoga
halter av proteinet vitellogenin i blodplasma. (Purdom et al., 1994)
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Forhojda halter av vitellogenin &r en accepterad biomarkdr for beddmning av
Ostrogenexponering (Sumpter & Jobling, 1995). Vitellogeninkoncentrationer i
blodplasma hos juvenil fisk och hanar i storleksordningen mg/ml har konstaterats i
samband med exponering for endokrinstorande &mnen. Vid dessa halter ansamlas
vitellogenin i foretrddelsevis njure och kan ddrmed orsaka skador, sisom nekros
och andra degenerativa forindringar i tubuli och interstitiell vivnad. Aven
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eosinofila, amorfa inlagringar i hepatocyter har noterats. (Herman & Kincaid,
1988).

Dubbelkonighet hos fisk

Fiskars konstillhorighet 4r dynamisk och styrs sévil genetiskt som av
omgivningsfaktorer, tex. pH, temperatur och kemikalier. De flesta fiskarters kon &r
forutbestdmt, men i vissa fiskfamiljer dr dubbelkonighet och konsbyte frekvent.
Morten anses hora till den stora majoriteten, med stabilt kon utan dubbelkonighet
eller konsbyte, dvs. vara gonochoristiska (Nolan et al., 2001) med en tidig
gonaddifferentiering till testis eller ovarier.

Exponering for endokrinstdrande dmnen kan orsaka dubbelkdnighet hos fisk.
Jobling et al., (2002) visade att dubbelkdonade morthanar hade reducerad forméga
till reproduktion, d& dessa hanar hade sdmre spermiemotilitet och didrmed
forsimrade mojligheter till befruktning av dggceller. Fenomenet miljéinducerad
dubbelkonighet anses inte vara artspecifikt for mort. Forekomst av dggceller i
annars normal testikelvdvnad har hittats hos sandkrypare (Gobio gobio), frén
avloppsvattenrecipienter. Dessa individer har dven forhdjda nivéer av vitellogenin,
nagot som dirmed indikerar att fisken exponerats for Ostrogena substanser (van
Aerle et al., 2001). I floden Po, Italien, har dubbelkonighet pavistats hos barb
(Barbus plebejus) (Vigano et al., 2001), i Missisippifloden hos stor
(Scaphirhychnus platyorynchus) (Harshbarger, Coffey & Young, 2000), i
nordostra Tyskland hos tanglake (Zoarces viviparus), storspigg (Gasterosteus
aculeatus), samt abborre (Perca fluviatilis) (Gercken & Sordyl, 2002). I
Seinebukten har det pavisats hos skrubbskéddda (Platichtys flesus) (Minier et al.,
2000), for att nimna négra exempel.

Gonadhistologi hos mort

Mort har parvisa, transversalt trianguléra testiklar forbundna till kroppsvidggen av
mesorchium. De har lobuldr struktur, utan efferenta géngar. Spermatogonier
utvecklas i cystor i lobuli frén primordiala konsceller under de tidiga stadierna av
spermatogenesen. Primédra spermatogonier (spermatogonier A) har en stor cirkulér
kirna och ér cirka 12-16 ym i diameter (Nolan et al., 2000, Jafri, 1990). De skiljer
sig fran senare mognadsstadier genom storre storlek och 14gt kdrncytoplasmatiskt
forhallande. Sekundéra spermatogonier (spermatogonier B) dr 6-10 ym, och har ett
flertal centrala nukleoler. Spermatogonierna undergar en serie mitoser och
utvecklas vidare till spermatocyter som ar 3-10 ym. Dessa delar sig meiotiskt och
overgar till spermatider som ar klart mindre; cirka 2 ym, sfdriska celler med en
distinkt rund kérna. Spermatiden utvecklar en flagell och kallas dérefter
spermatozo. Strax innan lekperioden bryts den lobuldra strukturen i
testikelvdvnaden ned, och spermatozoerna frisitts till lumen (Nolan ef al., 2000,
Jafri, 1990).

Ovarierna &r pariga, transversalt hjartformade. De &r forbundna till kroppsviaggen
via tvd mesovarier. Ovarierna omsluts apikalt av glatt muskulatur. Ovarievéggens
tjocklek varierar under aret, och &r som tjockast, och mer veckad, under



lekperioden, dvs. under véaren. Oogonier &r det forsta stadiet av honliga
konsceller. Dessa ar cirka 15-20 ym i diameter med en cirkuldr kérna omgiven av
ett vdldefinierat membran. De undergér meios och utvecklas till oocyter vars
senare stadier har vél definierade kromosomer. Oocyterna &r realtivt stora; strax
innan ovulation dr de 500-700 ym och bestar da i huvudsak av fett, protein och
kolhydrater (Nolan et al., 2000, Jafri 1990).

Lakvattenproblematiken

I Sverige har man kunnat iaktta effekter pé fisk i lakvattenrecipienter i anslutning
till avfallsanldggningar. Det mest dokumenterade exemplet &r sjon Molnbyggen i
Dalarna som tar emot lakvatten fran avfallsanldggningen i Lindbodarna. Férutom
ett flertal patologiska fynd, tex. hud- och fenskador, har man noterat endokrina
storningar speciellt hos abborre. Dessa yttrar sig som kraftiga sdnkningar av
gonadosomatiskt index (GSI, gonadvikt/kroppsvikt) speciellt hos honor, och
ofullstdndig utveckling av dggceller (Noaksson et al., 2001).

Sedan dessa observationer gjordes har det riktats allt storre intresse for
avfallsanldggningar och deras eventuella effekter i recipienterna. 1999 gjordes en
mindre studie pd mort fran Funbosjon i Uppland. Vid studien fann man att en stor
andel av de undersokta individerna vara dubbelkdnade (Andersen et al., 2002).
Funbosjon tar emot avloppsvatten fran avfallsanldggningen Hovgarden.
Avloppsvattnet nar sjon via Lissadn som mynnar i den nordvéstra delen. Sjon &r
4,5 kilometer lang, och pa sitt bredaste stélle 500 meter. Som djupast &r den cirka
4,7 meter. Den har rik vegetation ldngs strénderna, mestadels vass och nickrosor.
Sjon ar artrik med avseende pa fiskar (egna undersokningar 2002).

Syfte

Syftet med detta projekt var att bedoma frekvensen av dubbelkénighet hos mort i
Funbosjon under varen och hoésten 2002, och att jamfora denna med tidigare
observationer och med mdrtar som under léng tid vistats under kontrollbetingelser
i laboratoriemil}o.

Material och metoder

Hovgardens avfallsanliggning

Avfallsanldggningen &r organiserad under Uppsala kommuns tekniska
bestillarndimnd. Ragn-Sells skoter driften av anldggningen med hjélp av
underentreprendrer pd  tekniska  kontorets  avfallsavdelnings  uppdrag.
Anlédggningen som ligger cirka 12 kilometer nordost om Uppsala har drivits sedan
1971 och avfall fran hela Uppsala kommun deponeras ddr. Den bestir av en
deponiyta, tva slamceller, en atervinningscentral for hushallsavfall, ett reningsverk
for lakvatten samt fem hardgjorda ytor dér avfall sorteras och komposteras
(Uppsala kommuns tekniska kontor, 2002).



Under 2001 hanterades foljande mangder avfall, angivet i ton:

Deponering:
Forbranningsaskor 48.762
Annat avfall 39.424

Kompostering:

Hushallsavfall 7.253
Park- och tradgardsavfall 5.374
Sortering:

Grov- bygg- och industriavfall 20.816

Mellanlagring:
Spillolja 408

Lakvattnet avbdrdas frin drineringsledningar i botten pi deponin. Aven vatten
frin en kondensatcell, de ytor som avsatts for kompostering samt frén
sorteringsplattan leds via ledningar och ytvattendiken till draneringen. Efter att ha
passerat reningsverket, med mekanisk och kemisk rening, leds vattnet ut i
Hovgérdsbdcken/Lissadn som mynnar i den nordvidstra delen av Funbosjon.
Lakvattnet som avbordas till backen innehaller forhojda halter av organiskt
material, kvéve, klorid, sulfat och vissa metaller. D4 vattnet ndr Funbosjon uppger
Uppsala kommuns tekniska kontor att halterna i de flesta fall &r i samma
storleksordning som uppstroms deponin (Uppsala kommuns tekniska kontor,
2002).

Fiske och provtagning

Fisket i Funbosjon bedrevs med tre metoder; mete, mjérde och nédt. Det fiske som
genofordes under varen (n=59, april/maj) gjordes i huvudsak med mete och
mjérde. Den fisk som dé fangades var forhéllandevis stor, och utgjordes till storsta
delen av honor. For att fA mindre fiskar ddr andelen hanar antogs vara storre,
bedrevs hostfisket (n=118, september/oktober) till storsta delen med nit,
maskstorlek 13 mm. Morten frén Funbosjon jamfordes med mortar (n=71) fangade
i Ekoln (en del av Malaren) vid Skarholmens Batklubb 1997 och 1998 och som
darefter gatt i rent vatten vid EBCs vattenavdelning, Uppsala Universitet fram till
provtagning.

Mortarna fraktades levande till institutionen for patologi, veterindrmedicinska
fakulteten, SLU. Fore undersdkning bedovades fisken genom immersion med MS
222 (syn. Tricaine), vigdes och mittes. For vitellogeninanalys togs blodprov pé
varje fisk med spruta och kanyl frdn kaudalvenen. Blodet centrifugerades, och
plasman frystes ned i flytande kvéve. Fisken avlivades sedan via dekapitering.
Buken &ppnades, lever och gonaderna dissikerades fram och vidgdes varefter LSI
och GSI beriknades. Efter vigning fixerades gonaderna i formalin, preparerades



och snittades i1 sex nivéer. Efter fairgning med Hematoxylin Eosin undersoktes
preparaten ljusmikroskopiskt.

Blodplasma skickades till Zoofysiologiska avdelningen, Goteborgs Universitet for
analys av vitellogeninniva. Resultatet av vitellogeninanalyserna kommer inte att
diskuteras vidare hir dé resurser saknats att analysera proverna i tid.

Statistik

For att statistiskt jamfora LSI och GSI mellan olika grupper anvdndes Mann-
Whitney U-test i StatView 4.5.

Resultat

Vid fisket i Funbosjon fangades 177 mortar. Varfisket resulterade i totalt 59
individer varav 3 var hanar och 56 wvar honor. Den ljusmikroskopiska
undersokningen av hanarna visade varierande testikelmorfologi dir alla
utvecklingsstadier av spermier fanns representerade, fran spermatogonier till
spermatozoer (Fig 1.). De tva individer som fangades i slutet av maj hade bada
genomgétt lek. 1 en av dessa observerades ett mindre antal aggceller i
testikelvdvnaden.

Fig 1. Mort fiskad 020419 i Funbosjon. Hane, testikelvdvnad med
spermatocyter, spermatider och spermatozoer.




Fig 2. Mort fiskad 020419 i Funbosjon. Hona, ovarier innehéllande oocyter i
tidigt utvecklingsstadium..




Fig 3. Mort fiskad 020521 i Funbosjon. Forekomst av dggceller i
testikelvdvnad strax efter lek. P4 bilden syns tva dggceller.

Haéstfisket resulterade i totalt 118 individer varav 36 var hanar och 79 var honor.
Testikelvdvnaden karaktériserades generellt av spermatogonier och spermatocyter.
Tre av fiskarna hade odifferentierade gonader (juvenila). De honliga gonaderna
inneholl allt fran tidiga oocyter, liknande dem frén det tidiga varfisket, till mer
mogna oocyter. Inga dubbelkdnade individer aterfanns.

Den grupp som féngats i Ekoln och sedan dess, dvs. under 4-5 ar, gatt i rent
vatten, uppgick till totalt 71 individer. Av dessa var 45 honor, 19 normala hanar
och 7 individer med bade é&ggceller och testikelvivnad. De dubbelkdnade
individerna uppvisade varierande antal dggceller i testikelvdvnaden, allt ifran
enstaka till multipla samlade i kluster. Bland hanarna fanns bade individer med
omogna testiklar samt sddana med spermatozoer. I denna grupp jaimfordes dven
GSI och LSI statistiskt mellan de hanar som hade normal testikelvdvnad och de
individer som uppvisade dubbelkonighet. Inga statistiskt signifikanta skillnader
kunde dock pévisas.



Fig 4. Mort fran laboratorium, obducerad 021022. Multipla dggceller i
testikelvdvnad.

Diskussion

Resultaten av undersokta morthanar i Funbosjon visade en klart mindre andel av
dubbelkdnighet dn vad som visades i undersdkningen som genomférdes 1999. De
morthanar som undersdktes 1999 fangades i den norra delen av sjon, medan
undersokta mortar 2002 fangades i den sodra delen av sjon. Lakvattnet fran
Hovgarden nér Funbosjon via Lissadn som mynnar i den norra delen. Vattnet i
sjon har ett naturligt sddergdende flode och rinner ut i Funboén som via Fyrisédn
utgdr biflode till Mélaren. Funbosjons vattenvolym ar relativt liten vilket innebar
att utspadningseffekten av lakvattnet dr begrdnsad, en nord-sydlig gradient kan
dock inte uteslutas. Sjons ringa storlek torde medfora att fiskar ror sig i hela
vattenomradet, dvs. mellan de sydliga och nordliga delarna.

De mortar som vistats i laboratoriemiljo sedan 1997 och 1998 visade en hog
frekvens av dubbelkonighet. Fiskarna fangades i ndrheten av en smabatshamn.
Denna typ av miljo har visats vara kontaminerad av sévél olika typer polcykliska
kolvdten med sitt ursprung i petroleumprodukter, som organiska metallféreningar
hirstammande fran batbottenfiarger. Flera av dessa substanser har visats ha
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endokrinstérande egenskaper. Vissa fiskarters fenotypiska konstillhdrighet
bestdms under perioden strax efter klickning. Exponering for dstrogena alternativt
androgena substanser under denna period resulterar i honor respektive hanar.
Dessutom kan dubbelkonighet utvecklas. En tinkbar forklaring till den ovéntat
hoga frekvens av dubbelkdnighet hos laboratoriemdrtarna kan vara en exponering
for endokrinstérande dmnen under tidig fas av livscykeln som resulterat i en
irreversibel fordndring av gonaderna (muntlig information Norrgren, 2003).

Under mortarnas tid i laboratoriemiljé forvarades de i vattenledningsvatten, med
en temperatur pa mellan 7 och 14°C. Under denna period har de utfodrats med tva
typer av cyprinidfoder, vintertid Vitakraft Pond Energy, och sommartid Vitakraft
Guldfisk Sticks. Bada dessa fodetyper ar i hog grad baserade pa véxtproteiner.
Naturliga dmnen med Ostrogenliknande egenskaper, s.k. fytodstrogener
forekommer i en médngd véxter, tex. baljvaxter och klover. (Lundh & Madej, 2002)
Dessa har relativt hog Ostrogen aktivitet och har visats kunna orsaka férsamrad
fertilitet hos daggdjur, tex. genom kloversjuka hos far och getter. Lang tids ensidig
utfodring med artificiellt fiskfoder kan saledes forklara den hdga incidensen av
dubbelkonighet hos laboratoriemdrtarna. En annan faktor for laboratoriemortarna
som bor beaktas ir antalet fiskar per vattenenhet. Aven fisktrigen som ir
tillverkade av PVC-plast kan inte uteslutas paverka fisken genom migration av
mjukgorare fran plast till vatten. Den mest anvinda mjukgoraren, DEHP, har svagt
Ostrogenliknande  egenskaper  vilket  bland  annat  visats = genom
vitellogenininduktion hos sebrafisk och skeva konskvoter hos lax (muntlig
information Norrgren, 2003, Norrgren et al., 1999).

Mortarna i Funbosjon uppvisade endast i enstaka fall tecken pad patologiska
fordndringar, tex. apikala skador sasom fenrdta, hudsar eller missbildningar vilket
indikerar att mortarnas hélsotillstdnd ar gott. Andelen dubbelkénade moértar var
liten, endast en individ fran varprovtagningen. Det bor dock betonas antalet
undersokta fiskar i denna studie &r relativt begrinsat.

Dubbelkdnighet hos mort édr ett komplext fenomen som kan ha sin forklaring i
savil naturlig variation som en rad miljofaktorer. Ytterligare studier maste
genomforas for att forstd betydelsen av dubbelkonighet for den enskilda individen,
men framfor allt vilka eventuella konsekvenser dubbelkonighet kan ha pa
populationsniva.

Summary

A number of chemical agents, and their degradation products, have been
recognized as having estrogenic activity on animals. On fish they interfere with
endogenous estrogen and in many cases mimic its activity, thus increase estrogenic
reponse, with elevated levels of vitellogenin. Hence they are called Endocrine
Disrupting Chemicals, EDCs. Vitellogenin levels is often used as a biomarker of
exposure to estrogenic pollutants. Wastewater from sewage treatment works
contains chemicals known as EDCs, and there are evidence of roach (Rutilus
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rutilus) living in recipients of such wastewater having traits of both gender, i.e.
oocytes in male gonads (intersex) on histological examination.

This study was done on roach living in Lake Funbosjon Uppland, Sweden. The
lake is a recipient of drainage water from a local refuse dumping area. We also
investigated a group of roach that had been kept in laboratory environment for 4-5
years. They were captured in Ekoln, a part of Lake Mélaren.

The results of the study showed only one intersex individual from Lake Funbosjon
out of 39 males. The laboratory roach had a higher incidense of intersex; 7 out of
26 males had oocytes in testis.

The conclusion of the study is that intersexuality on roach is a complex

phenomenon, possibly induced by natural variation and environmental factors. The
material in the study is relatively small, and further investigations need to be done.
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