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1.UuvOD

Brojna istrazivanja dillem svijeta izvijestila su o raSirenoj pojavi abnormalnog
seksualnog razvoja slatkovodnih i morskih riba (GROSS-SOROKIN i sur., 2004.).
Kod riba su utvrdene poviSene koncentracije vitelogenina u krvnoj plazmi muzjaka, te
nalaz oocita u testikularnom tkivu kao znak feminizacije reproduktivhog sustava
(JOBLING i sur., 1998.; VAN AERLE i sur., 2001.; KIRBY i sur., 2004.). Vitelogenin u
riba je protein koji se sintetizira u jetri zrelih Zenki, kao odgovor na endogenu
stimulaciju estrogena. Putem krvi dospijeva u jajnike gdje se tijekom razvoja jajne
stanice nakuplja u obliku Zumanjéanih granula (KOZARIC, 2001.). Zbog izostanka
estrogenizacije u riba nalaz vitelogenina nije fizioloSki kod muzjaka i mladi. Medutim,
izloZenost estrogenima moze dovesti do produkcije vitelogenina i kod takvih Zivotinja
(PURDOM i sur., 1994.).

Oneciscene vode glavni su izvor tvari koje u riba dovode do estrogenizacije muzjaka.
Glavni zagadivaci su uglavnom teSki metali, endokrini modulatori i zagadivadi
organskog podrijetla (TYLER i ROUTLEDGE, 1998.; KWON i sur., 2006.; JU i sur.,
2009.; LEE i sur., 2009.).

Studije iz drzava c¢lanica Europske unije i Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava jasno su
identificirale prirodne steroide (estron i 17(3-estradiol) i sinteti¢ki (17a-etinilestradiol)
steroid kao glavne aktivne tvari prisutne u otpadnim vodama kucanstva (GROSS-
SOROKIN i sur., 2004.).

U brojnim zemljama u svrhu pracenja promjena provodi se biomonitoring, pri ¢emu
se najceSce izraduju histoloSki preparati gonada, te se u testisima utvrduje broj
oocita. Stoga je cilj ovog rada kroz primjere iz dosadasnjih istraZivanja ukazati na
potrebu da se i u Republici Hrvatskoj zapocne s provodenjem biomonitoringa na

odredenim vrstama riba.
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2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA
2.1. Spolni sustav riba

Spolni sustav riba vrlo je raznolik pri ¢emu su razvijeni razli€iti reprodukcijski
mehanizmi. Kod vecine riba spolovi su odvojeni i oplodnja je vanjska (oviparne ribe),
no kod nekih riba oplodnja je unutrasnja pa takve ribe lezu Zive mlade (viviparne

ribe). Kod nekih riba uo€ena je pojavnost dvospolnosti (Sparidae, Serranidae).

Reproduktivni sustav riba €ine gonade i odvodni sustav. Gonade su parni organi koje
nalazimo u tjelesnoj Supljini na duplikaturi peritoneuma koji kod zenki nazivamo
mezoovarij, te kod muzjaka mezoorhij. U pocCetku se sastoje od zametnih stanica,
diferencijacijom kojih kasnije nastaju oogonije u jajnicima, odnosno spermatogonije u
testisima (KOZARIC, 2001.).

2.1.1. Jajnici riba

Jajnici riba parni su organi smjesteni uz bubreg. Kod hrskavi¢nja¢a oni su smjesteni
ispred bubrega, u kecige se jajnici nalaze u ravnini bubrega, dok se kod kostunjaca
nalaze duz cijelog bubrega. Ovarijalna Supljina nastavlja se na jajovode, a oni se sa
svake strane otvaraju samostalno ili zajedno u kloaku ili anus. Takav tip jajnika
nazivamo cisti¢ni. Kod nekih vrsta riba kao $to su salmonidi jajnici se otvaraju u
trbusnu Supljinu. Takav tip jajnika nazivamo policistiCni. Najjednostavniju gradu
jajnika ima jegulja u koje se jajnik sastoji od jednostavnog nabora koji visi u tjelesnoj
Supljini, te otpusta zrele jajne stanice koje preko genitalnog otvora izlaze van. Takav

tip jajnika nazivamo gimnoovarij (KOZARIC, 2001.).
2.1.2. Oogeneza

Oogeneza zapocinje proliferacijom oogonija u naborima jajnika, nakon ¢ijeg dijeljenja
nastaju primarne oocite. U jezgrama oocita deSava se niz promjena koje zavrSavaju
nastankom zametnog mjehurica. Oocita se vremenom povecCava, te u njenoj
citoplazmi dolazi do nakupljanja Zumanjka ili vitelusa. Osnovni sastojak Zumanjka je
protein vitelogenin, a osim njega nalazimo i uljne kapljice. ZavrSetkom vitelogeneze
mejotiCka dioba. Slijedi ju druga mejotiCka dioba koja se prekida u metafazi nakon
&ega nastupa ovulacija (KOZARIC,2001.).



2.1.3. Sjemenici riba

Sjemenici (testisi) kod riba parni su organi. S obzirom na duzinu sjemenih kanala i
njihov odnos prema sjemenovodu uglavhom dolaze dva tipa testisa. Prvi tip je
reznjevite grade s kratkim sjemenovodom. Za vrijeme spermatogeneze dolazi do
pucanja vezivnotkivnih pregrada medu reznjicima i njihovog spajanja Sto rezultira
otvaranjem sjemenovoda. Kod drugog tipa testisa iz sjemenih kanali¢a izlaze odvodni
kanalici koji se spajaju u mrezastu strukturu iz koje izlazi sjemenovod
(KOZARIC,2001.).

2.1.4. Spermatogeneza

Primarne spermatocite nastaju dijeljenjem spermatogonija, a nakon prve mejotiCke
diobe iz njih se razviju sekundarne spermatocite. Iz njih se pak razvijaju spermatide,
nakon kojih nastaju spermiji. Spermiji riba sastoje se od glave, vrata i repa. Sam
proces spermatogeneze odvija se uz Sertolijeve stanice Cija je uloga nutritivna i
potporna. Osim njih u testisima pronalazimo i Leydigove intersticijske stanice koje

imaju endokrinu funkciju, te luée steroidne hormone (KOZARIC, 2001.).
2.1.5. Reproduktivni ciklus riba

Ribe svoju spolnu zrelost doseZu u razliito vrijeme. Reproduktivni ciklus u riba
sezonska je pojava i zapocinje nekoliko mjeseci prije mrije$éenja. Zenke spolnu
zrelost obiéno dosezu kasnije od muzjaka, te su velitéinom tijela veée (KOZARIC,
2001.). Kao i kod svih kraljeznjaka, reprodukcija u riba kostunjaca odvija se pod
mehanizmom hipotalamus-hipofiza-gonade. Vanjski ¢imbenici, kao $to su svjetlo i/ili
temperatura vode, utje€u na sezonu mrijesta. Ovisno o dobivenom podrazaju
hipotalamus izluCuje gonadotropin otpustaju¢i hormon koji potiCe luCenje
gonadotropina (luteiniziraju¢eg hormona [LH] i folikulo-stimuliraju¢eg hormona [FSH])
iz hipofize. Gonadotropini kontroliraju produkciju i sekreciju steroidnih hormona u
gonadama. Upravo ovi hormoni (17-R estradiol i testosteron kod Zenki, te testosteron
i dominantni 11-ketotestosteron kod muzjaka) €ine razliku medu spolovima (SCHULZ
i GOOS 1999.).



2.2. ENDOKRINI MODULATORI

Znanstvenici iz podrucCja ekologije, epidemiologije, toksikologije i endokrinologije
nedavno su zapoceli pridavati paznju estrogenu slicnim tvarima, te antiandrogenim
kemikalijama (CRISP i sur., 1998.). Te tvari su prirodni i sintetiCki spojevi koji utjeCu
antagonisticki ili agonistiCki na endokrini sustav organizma i nazivaju se endokrini
modulatori (eng. endocrine-disrupting chemicals [EDC]) (KERKEZ, 2016.). Spojevi
koji posjeduju takva svojstva mogu se pronaci u brojnim proizvodima kao Sto su
plastika (bifenol A [BPA]), lijekovi, protupoZarna sredstva, pesticidi, fungicidi i
kozmetika (ftalati).

Prirodne kemikalije prisutne u ljudskoj i zivotinjskoj hrani (npr. fitoestrogeni) takoder
mogu djelovati kao endokrini modulatori (KERKEZ, 2016.; DIAMANTI-KANDARAKIS
i sur., 2009.).

Endokrini modulatori ukljuCuju prirodne estrogene, 17R-estradiol (E2) i estron, te
sintetiCki 17a etinilestradiol (EE2), koji se ispustaju u otpadne vode iz kanalizacije
(HARRIES i sur., 1999.). Vjeruje se da i ostale kemikalije koje nisu endokrini
modulatori mogu djelovati Stetno na bioloski sustav (GERALD, 2009.).



2.2.1. Mehanizam djelovanja

Mehanizam djelovanja endokrinih modulatora zasniva se na oponaSanju hormona, te
izmjeni normalne funkcije imunosnog, Ziv€anog i endokrinog sustava. U prvom redu
pokazalo se da oni utjeCu na normalnu funkciju hormonalnog sustava na nekoliko
razliCitih razina ukljuujucCi oponasanje hormona vezivanjem na njihove receptore,
blokirajuéi vezanje na receptore kao i poremecaj sinteze metabolizma i aktivnosti
hormona (GOLDEN i sur. 1998.). U organizam riba endokrini modulatori ulaze preko

oneciséenih voda (Slika 1.).

Otpad iz kuc¢anstva

é) " Prirodni izvor vode
Pesticidi _;. SREEIN

Industrijski
otpad i plastika

Slika 1. Onecisc¢enje vode endokrinim modulatorima



Cilino tkivo pri ekspoziciji polikloriranim bifenilima (PCB) kod veéine kraljezaka i
koStunjata je Stitna Zlijezda. U brancina koji su bili eksponirani organskim
polutantima uoCene su promijenjene koncentracije tireoidnih hormona u cirkulaciji te
morfoloSke promjene u samoj stitnoj Zlijezdi (SCHNITZLER i sur. 2008.). Kod pastrva
koje su bile izlozene vodama kontaminiranim 3', 4, 4', 5 — pentaklorobifenilom
opazeno je smanjenje koncentracija plazme 17R-estradiola (E2) i tireoidnih hormona
usporedno s kontrolnom grupom (BROWN i sur. 2004.). U obi¢nog tuljana nadenog
u vodama zagadenim endokrinim modulatorima nadene su histoloske lezije u Stitnoj
Zlijezdi (SYLVAIN i sur. 1995.). KEYMER i sur. (1988.) utvrdili su da je hiperplazija
nadbubrezne Zlijezde vidre u Baltickom moru povezana sa visokim koncentracijama

organoklorinskih zagadivaca.

Pretpostavlja se da je razaranje imunosnog sustava akvatiCnih organizama drugi
mehanizam kojim endokrini modulatori ispoljavaju svoj toksi¢ni ucinak. Postoje brojni
dokazi koji ukazuju da halogeni spojevi imaju Stetne ucinke na imunosni sustav riba
i/ili Skoljki. Ovi spojevi mijenjaju funkciju i stanicnog i humoralnog dijela imunosnog
sustava (ZHOU i sur. 2009.). Nije iznenadujuc¢a Cinjenica da endokrini modulatori
induciraju imunosupresiju na pokusnim zivotinjama, $to u konacnici rezultira njihovom
povecanom osjetljivoS¢u na razne mikroorganizme kao Sto su bakterije, protozoe i
virusi. Nedavno su brojna istrazivanja potvrdila povezanost humoralne i stani¢ne
imunosupresije sa ksenobioticima kao i smanjenje otpornosti na bakterijske i virusne
infekcije (JORN i sur. 2007.).

lzrazitu pozornost =zasluzuje toksicnho djelovanje endokrinih modulatora na
reproduktivni sustav. NajceSCe zabiljezeni ucinak je poremecaj u metabolizmu
androgenih steroida, $to moze dovesti do promjene spola ili «interseksualnosti» koja
se javlja kao posljedica njihovog uplitanja u diferencijaciju spolova ili djelovanja na
sekundarne spolne karakteristike (HILL i sur. 2003.).



2.2.2. Tributilkositar (TBT)

Poremecaj endokrinog sustava jedna je od najbitnijih promjena koja dovodi do
fenomena «interseksualnosti». Brojnim istraZivanjima uoCena je prisutnost
organokositarskih spojeva u brojnih morskih biljaka i Zivotinja kao S§to su morske
trave (Zostera marina i Fucus vesiculosus), plave dagnje (Mytilus edulis), ribe listovi
(Platichthys flesus), bakalari (Gadus morrhua), haringe (Clupea harengus) i ribe od
kamena (Myoxocephalus scorpius) (STRAND i sur., 2005.).

Tributilkositar se navodi kao jedan od najvaznijih predstavnika endokrinih modulatora
(IGUCHI i sur. 2008.). To je organokositarski, toksican kemijski spoj koji se
upotrebljava u razli€itim svrhama u industriji. Vrlo €esto se primjenjuje kao sredstvo
protiv obrastanja brodskog dna kao i za dezinfekciju industrijskih voda. Kao takav vrlo
Osloboden iz premaza za zastitu drva brzo se apsorbira u organske materijale i
ugraduje u tkiva zooplanktona, beskraljeZznjaka i riba, te kao najtoksicniji
organokositarski spoj izaziva Citav niz bioloskih promjena (BERGE i sur., 2004.; OHJI
i sur., 2007.).

Republika Hrvatska jedna je od zemalja koja je zabranila primjenu organokositarskih
spojeva koji imaju ulogu biocida, a od 1.sije€nja 2008. godine sredstva protiv
obrastanja brodskog dna moraju biti uklonjena s brodova. Posto su takvi spojevi jos
uvijek prisutni u sedimentu njihove se koncentracije moraju redovito pratiti (KRNIC,
2014.).

Na temelju spoznaja da je tributilkositar toksiCan kemijski spoj provedena su brojna
istrazivanja o njegovu utjecaju. Znanstvenici su naj¢e$¢e kao model Koristili zebraste
ribice koje su se pokazale pogodnima za istrazivanja zbog vanjske oplodnje jajasaca,
brzog razvoja, lako uodljivih razvojnih faza embrija kao i niske cijene uzgoja ribica.
(STERNBERG i sur., 2012.; CIMA i BALLARIN, 2012.; CINAROGLU i sur., 2011.;
MCGINNIS i sur., 2011.; CHEN i sur., 2012.). U tim istraZivanjima kod ribica su
uoCeni endokrini poremecaji, smanjenje plodnosti i oste¢enje sperme (MCALLISTER
i sur., 2003.; SANTOS i sur., 2006.; THRESHER i sur., 2011.). No sam mehanizam
djelovanja tributilkositra jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjen (PAGLIARANI i sur.,
2012.; SNOEIJ i sur., 1987.).



2.2.3. Ftalati i njihov utjecaj na zdravlje ljudi

Ftalati su spojevi sintetickog podrijetla koji se naj¢eS¢e koriste kao dodatci razli€itim
plasticnim masama kako bi se poboljSala njihova mehaniCka svojstva posebice
mekoca, savitljivost i rastezljivost. Kao aditivi za plastificiranje prisutni su u raznim
otapalima i insekticidima, tehnoloSkim procesima prehrambene industrije i sliénim
industrijama te u brojnim proizvodima opée uporabe poput djecjih igracaka i
kozmetike (ATDSR, 2001.; ATDSR 2002.; HEUDORF i sur., 2007.). Nisu vezani
kemijskom vezom za plasti¢ni materijal pa se lako ispiru, brzo isparavaju u zrak i
naj¢esc¢e iz ambalaznog materijala lako migriraju u hranu, pi¢a i vodu za pi¢e (ANON,
2008.; ANON, 2001.; BALAFAS i sur., 1999.; JURICA, 2008.; CHOU i WRIGHT,
2006.).

Najvece koncentracije ftalata nadene su u masnoj hrani kao §to su mlijeko i mlijecni
proizvodi, riba i meso, radi izrazite lipofilnosti (DAVID i sur. 2003.). Osim ucinka na
ljudsko zdravlje izvjeSc¢a su potvrdila da ftalati i ostali endokrini modulatori djeluju na
mnoge vrste riba i divljih Zivotinja kao npr. sisavce, ptice i gmazove (CRISP i sur.
1998.).

Sinteza vitelogenina i proteina zone radiate u riba primarno je pod kontrolom
estrogena. Ona je u Zenki stimulirana tijekom sezone mrijesta i pod normalnim
okolnostima ne javlja se u znacajnoj mjeri kod muzjaka. Znakovi ekspozicije ftalatima
su poviSena koncentracija vitelogenina i proteina zone radiate naroCito u muzjaka
(ARUKWE i sur. 1997.; SUMPTER i JOBLING, 1995.). Promjene Cesto uoCene u
humanoj medicini kod Zzena su rak dojke i endometritis, a kod muskaraca rak testisa i
prostate, abnormalni seksualni razvoj, smanjena plodnost, promjene u hipofizi i
stitnjaci kao i imunosna supresija te promjene u ziv€anom sustavu. Isto se moze

primijeniti i za ribe.



2.3. POJAVA FEMINIZACIJE U RIBA

«Interseksualnost» je istovremena prisutnost muskih i Zenskih gonada kod individua
(TYLER i JOBLING, 2008.). Njena najCeSce zabiljezena pojava je ona kod odraslih
muzjaka u Cijem su testikularnom tkivu prisutne jedna ili viSe oocita. Takoder, Cesto
se mogu pronaci i spermatoocite unutar jajnika, kao i oocite unutar sjemenovoda
(NOLAN i sur., 2001.), a ovisno o pojavi kod akvati¢nih organizama razlikujemo
proces feminizacije (Slika 2.) (NOLAN i sur., 2001.) i maskulinizacije (HINCK i sur.,
2007.).

Gonade kod riba

Nezreli oblici - u ovom

| R~
‘ ¢ stadiju razvoja gonade
izgledaju poput tracaka

Gonade zrelih muzjaka -
gonade su velike,
mlijeéno bijele boje

Gonade muzjaka u
kombinaciji s gonadama
Zenki (feminizacija)

Gonade zrelih Zenki - gonade
su velike i sadrZzavaju mnogo
jajasaca, kako se priblizava
vrijeme mrijescenja jajasca
su sve veca i vidljivija

Slika 2. Makroskopski prikaz gonada riba



U Tablici 1. prikazan je popis vrsta riba i drzava u kojima su provedena istrazivanja te

utvrdena pojavnost «interseksualnosti».

Tablica 1. IstraZivanja kod kojih je utvrdena pojavnost «interseksualnosti» kod
razligitih vrsta riba, prilagodeno iz VRECL i JENCIC (2016.).

VRSTA DRZAVA LITERATURA

Crvenooka, zutooka ili
bodorka (Rutilus rutilus)

Ujedinjeno Kraljevstvo Jobling i sur, 1998..; Nolan i
sur., 2001.; Gross-Sorkin i sur.,

2006.; Beresford i sur., 2004.

Iverak (Platichthys flesus)

Ujedinjeno Kraljevstvo

Allen i sur., 1999.

Krkusa (Gobio gobio)

Ujedinjeno Kraljevstvo

Van Aarle i sur., 2001.

Iverak (Platichthys flesus),
Zivorodac (Zoarces

Ujedinjeno Kraljevstvo

Stentiford i sur., 2003.

viviparus)

Limanda (Limanda Ujedinjeno Kraljevstvo Stentiford i Feist, 2005.
limanda)

Poto¢na pastrva (Salmo Irska Kelly i sur., 2010.
trutta)

Crvenooka, zutooka ili Danska Bjerregaard i sur., 2006b
bodorka (Rutilus rutilus)

Potocna pastrva (Salmo Danska Bjerregaard i sur., 2006a
trutta)

Velika ozimica Svicarska Bernet i sur., 2008.
(Coregonus lavaretus

Spp.)

Zivorodac (Zoarces Njemacka Gercken i Sordyl, 2002.
viviparus), koljuska

(Gasterosteus aculeatus),

grgec (Perca fluviatilis)

Saran (Cyprinus carpio) Nizozemska Gimeno i sur., 1996.
Sarani (Cyprinidae) Italija Vigano i sur., 2001.
Saran (Cyprinus carpio) Spanjolska Lavado i sur., 2004.
Trlja blatarica (Mullus Mediteran Martin-Skilton i sur., 2006.

barbatus)

Sjevernoafricki som
(Clarias gariepinus)

Juzna Afrika

Barnhoorn i sur., 2004.

Monzambicka tilapija
(Oreochromis
mossambicus)

Juzna Afrika

Barnhoorn i sur, 2010.

Crni grge€ s uskim ustima
(Micropterus dolomieu)

Sjedinjene Americke Drzave

Blazer i sur., 2007.

Sturgeon
(Scaphirhynchus
platorynchus)

Sjedinjene Americke Drzave

Harshbarger i sur., 2000.

Saran (Cyprinus carpio),
zlatna ribica (Carassius
auratus)

Kanada

Kavanagh i sur., 2004.
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2.3.1. Metode odredivanja feminizacije u riba

Jedna od metoda za odredivanje feminizacije u riba je ELISA &iji su nain provodenja
detaljno opisali KATSIADAKI i sur.(2002., 2004.). PCR metodu opisali su GRIFFITHS
i sur., (2000.). DENSLOW i sur. (1999.) mjerili su koncentracije vitelogenina u plazmi
koristeCi imunoenzimni test. Provedena su razna istrazivanja u kojima su se mijerile
koncentracije 173-estradiola i 11-ketotestosterona (HINCK i sur., 2008.) kao i mnoga
toksikoloSka ispitivanja. Radi same jednostavnosti i jeftinog nacina izvodenja najvise

autora opisivalo je histoloSku metodu.
2.3.2. Histoloska izrada preparata i mikroskopska pretraga testisa u riba

Uzorci testisa riba namijenjeni prou€avanju mikroskopske grade fiksiraju se u 10%
formalinu, poslije ¢ega se materijal uklapa u parafinske blokove te se izreze uz
pomoc¢ mikrotoma na 5 um tanke rezove. Nakon deparafiniranja u ksilolu i padajuéim
koncentracijama etanola, rezovi se boje s hematoksilinom i eozinom (HE) (ROMEIS,
1968.). U histoloskim preparatima testisa pretrazuje se prisutnost oocita (Slika 3.)

kako bi se odredila uCestalost pojave te stupanj «interseksualnosti» (Tablica 2.).
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Slika 3. Mikroskopski prikaz nalaza testisa koji sadrzava jednu oocitu (a), te
nakupine oocita (b) kod malousnog pastrvskog grgeca (Micropterus dolomieu)
(prilagodeno iz BLAZER i sur., 2007.).
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Tablica 2. Stupanj feminizacije prema broju oocita po histoloSkom rezu, (VRECL i
JENCIC, 2016., modificirano po JOBLING i sur., 1998.)

Stupanj 0 normalan testis muzjaka
Stupanj 1 < dvije oocite po histoloSkom
rezu
Stupanj 2 3-10 oocita po histoloSkom rezu
Stupanj 3 11-20 oocita po histoloskom rezu
Stupanj 4 21-30 oocita po histoloSkom rezu
Stupanj 5 » 30 oocita po histoloSkom
rezu




3. RASPRAVA

Polazna toCka za pracenje promjena u okoliSu i onecCiS¢enja vodenih resursa je
organiziran skup analiza pod nazivom biomonitoring. Kad je rije€ o ribama on se
provodi s ciliem S§to ranijeg otkrivanja endokrinih modulatora i njihovog Stetnog
djelovanja. Metoda se temelji na biomarkerima i vrlo je vazna u procjeni zagadenja
okoliSa. U vecini slu€ajeva biomarkeri se smatraju kao znakovi odgovara na Stetne
toksi¢ne ucinke. Pojedini autori smatraju da ova definicija ima ograniCeno znacenje iz
razloga Sto Stetni uc€inci mogu biti posljedica djelovanja brojnih faktora ukljucujuci
hranidbene navike, metabolizam i samu fiziologiju (ZHOU i sur., 2009.). Stoga bi se
nalaz ucCinaka na molekularnoj razini u akvatinih organizama eksponiranih
kemikalijama ili uzetih iz zagadenog okolisa trebao protumacditi kao znak upozorenja,
a ne dokaz ucinka toksi¢nih tvari (LARSSON i KARLSSON, 2005.).

Po pitanju opée priznatih biomarkera kao najzastupljeniji kod riba podvrgnutih
istrazivanjima navodi se citokrom P450 (ANDERS, 2006.). To je enzim Kkoji vrSi
biotransformaciju ksenobiotika, tvari stranih organizmu. Zbog fiziologije i nacina
Zivota riba takve tvari ulaze u njihov organizam i to najCeSc¢e prilikom hranjenja
(ESTABROOK, 2003.). Osim toga, ima znacajnu ulogu i u metabolizmu spojeva kao
8to su hormoni i masne kiseline (MORCILLO, 1997.). Nadalje, izrazito bitnim
biomarkerom pokazao se vitelogenin pronaden u svih istrazivanih vrsta riba, te
aromataza P450. Opce priznati biomarkeri ne moraju kod svih riba djelovati na isti
nacin (BENNINGHOFT, 2007.; ZHU, 2003.; SANTOS, 2002.).

Za biomonitoring vrlo je vazan odabir idealnog uzorka. Idealan uzorak mora
sadrzavati osobine reprezentativne za vecinu organizama, pod uvjetom da udovolji
odredenim kriterijima (CARVAN i sur., 2000.). Prikladne vrste za istrazivanje moraju
biti jeftine, lake za uzorkovanje, mnogobrojne, sposobne akumulirati zagadivace,
moraju pokazivati jasno definirane posljedice ekspozicije zagadivatima i ne smiju
spadati u zakonom zasticene vrste. Prema tome postoji nekoliko desetaka vrsta riba
koje se koriste kao uzorak za toksikoloSka istrazivanja od kojih su neke zebrasta

ribica (Danio rerio), pastrva (Salmo trutta) i jegulja (Anguilla anguilla).

Koristenje riba kao uzorka u vodenoj ekotoksikologiji ima brojne prednosti. Naime,
ribe su kraljeznjaci koji imaju blisku evolucijsku vezu sa sisavcima, a zbog

mehanizama koje posjeduju veca je vjerojatnost da ¢e biti relevantni onima kod ljudi.
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U riba, kod vecine Zenki vitelogenin i protein opne jaja sintetiziraju se u jetri pod
utjecajem estrogena. |z hepatocita dospijevaju u cirkulaciju odakle odlaze u rastuce
oocite (HAHN i sur., 2006.).

U zebraste ribice (Danio rerio) i drugih ciprinida proteini opne jaja sintetiziraju se
samo u zrelim oocitama pa ih nije moguce ustanoviti u cirkulacijii estrogeniziranih
riba. Uzrok toga joS uvijek je nepoznat. No, kod pastrve (Salmo trutta) vitelogenin i
proteini opne jaja predstavljaju korisne biomarkere za detekciju ksenoestrogena
(ZHOU i sur., 2009.).

Nadalje, za biomonitoring je vrlo vazna i sezona mrijeS¢enja. Nedavno je u Kanadi
napravljen izvjesStaj o 60 vrsta riba koje se trenutno koriste u tu svrhu. S obzirom na
veli€inu riba i period mrijeS¢enja preporucuje se standardni uzorak za svih 60 vrsta.
Za sinkronizirana i viSestruka mrijeS¢enja smatra se da je najbolje vrijeme
prikupljanja uzoraka 2-3 tjedna prije sezone mrijesta (BARRETT i MUNKITTRICK,
2010.). Prilikom jednog istrazivanja kod brancina je uofeno da je pojavnost
«interseksualnosti» znatno ve¢a u predmrijesnoj sezoni (proljece) u odnosu na
postmrijesnu sezonu (ljeto). lako je dokazano da pojavnost «interseksualnosti» ovisi

0 sezoni, autori je rijetko uzimaju u obzir (BLAZER i sur., 2007.).

IstraZivanje feminizacije kod riba dobilo je na vaznosti zbog uske povezanosti s
oneciséenjem voda, te utjecaja na zdravlje ljudi. BARNHOORN i sur., (2004.) bavili
su se prou€avanjem pojavnosti «interseksualnosti» kod sjevernoameri¢kog soma
(Clarias gariepinus) prikupljenih iz voda zagadenih estrogenim tvarima u Gutengu
(Juznoafricka Republika). Prikupljeni su uzorci od 100 somova, nasumi¢no
odabranih, iz podru¢ja brane Marais i Rietvlei (prirodni rezervat Rietvlei). Koristeci
vakutajner izvadeni su uzorci krvi iz kaudalne aorte (BARNHOORN, 2001.), koji su
potom hladeni na ledu sve do centrifugiranja. Uzorci seruma, namijenjeni za daljnje
pretage, uskladisteni su na -20°C. Na temelju procjene vanjske papile, uzorci su
klasificirani u sliede¢e spolne kategorije: 1) muzjake, 2) Zenke, 3) nedefiniran spol
(DE GRAAF and JANSSEN, 1996.). Pomocu laparotomije gonade su makroskopski
pregledane te razvrstane u kategorije: 1) muske, 2) Zenske, 3) nedefinirane
(BARNHOORN i sur., 2004.). Nakon uzimanja gonada mjerena je njihova tezina, a
potom su gonade stavljene u 10% formalin, te su dehidrirane u etanolu i fiksirane u

parafinski vosak. Dobiveni parafinski blokovi izrezrani su u mikrotomu na rezove
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debljine 5 pm koji su nakon toga obojeni hematoksilinom i eozinom (HE) (ROMEIS,
1968.). HistoloSkom pretragom kod muzjaka, prikupljenih s obje lokacije utvrden je
normalni razvoj testisa. U tubulima su nadeni samo spermatociti bez naznaka
prisutnosti primarnih oocita. U nekoliko uzoraka pretragom je utvrdena pojava

«interseksualnosti» i to nalazom primarnih oocita unutar testikularnog tkiva.

VRECL i JENCIC, (2016.) proveli su istrazivanje koje se sastojalo od dva dijela. U
prvom dijelu kao uzorci uzete su razliCite vrste riba iz rijeke Ljubljanice, dok se drugi
dio bazirao na kalifornijske (Salmo gairdneri) i poto€ne pastrve (Salmo trutta) uzete iz
30 rijeka i potoka duz Slovenije. Od srpnja do listopada 2008. godine prikupljeno je
56 uzoraka oba spola iz rijeke Ljubljanice. Drugi dio ukljuCivao je samo muzjake
kalifornijske (136) i poto€ne pastrve (107) koji su prikupljeni u razdoblju od sije¢nja do
ozujka 2011. godine. Nakon $to su sve ribe usmrcéene s 2-fenoksietanolom, te su iz
njih uklonjene gonade, izradili su se histoloSki preparati. Na dobivenim histoloSkim
preparatima gonada odredivala se uCestalost pojave i stupnja «interseksualnosti». U
prvom dijelu istrazivanja histoloSkom pretragom nisu pronadeni znakovi
maskulinizacije kod Zzenki, dok je kod jednog muzjaka utvrdena feminizacija. U
drugom dijelu baziranom na muzjacima Kkalifornijske i poto€ne pastrve utvrdeni su
tipi€ni znakovi «interseksualnosti». Na temelju dobivenih rezultata, autori smatraju da
je nalaz «interseksualnosti» u uzro€no-posljedi¢noj vezi sa zagadenjem okoliSa

endokrinim modulatorima.
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4. ZAKLJUCCI

Zbog prisustva endokrinin modulatora u slatkovodnim i morskim vodama, Cesta je
pojava «interseksualnosti» kod riba i to prvenstveno u obliku feminizacije muzjaka s
nalazom oocita unutar testisa. To upu€uje na oneciScenje voda, Sto Stetno djeluje
kako na zivotinje tako i na ljude. Kako bi se otkrilo zagadenje voda endokrinim
modulatorima i posljedi¢na feminizacija riba, vazna je provedba biomonitoringa. S
obzirom da se u Republici Hrvatskoj jo$ uvijek nisu provela istraZivanja o pojavnosti
feminizacije riba naglasak treba staviti na nuznost njihove provedbe. Na temelju
dosadasnijih literaturnih podataka kao model za istrazivanja najboljim su se pokazali
potoCna pastrva (Salmo trutta), crvenooka (Rutilus rutilus) i som (Silurus glanis) u
slatkovodnim vodama, dok su u morskim vodama istrazivanja najceS¢e vrSena na
brancinu (Dicentrarchus labrax) i listu (Solea vulgaris). Ukoliko bi se odlucili za
provedbu istrazivanja u Republici Hrvatskoj navedene ribe predstavljale bi idealan
model. HistoloSka pretraga gonada muZzjaka i zenki najCeSc¢e je koriStena metoda
dokazivanja feminizacije kod riba. 1z ekonomskih razloga, lakoce izvedbe, te
uCestalosti koriStenja ova metoda pokazala se kao najbolji izbor kod provedbe

istrazivanja.
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6. SAZETAK

Brojna istrazivanja dillem svijeta izvijestila su o raSirenoj pojavi abnormalnog
seksualnog razvoja slatkovodnih i morskih riba. U riba su utvrdene povisene
koncentracije vitelogenina u krvnoj plazmi muZjaka, te nalaz oocita u testikularnom
tkivu kao znak feminizacije reproduktivnog sustava. Ovakva pojava oocita uocena je
u riba kod zagadenja voda endokrinim modulatorima koji na taj naCin utjeCu na
njihovu feminizaciju. Endokrini modulatori su prirodni i sintetiCki spojevi koji utjecu
antagonisticki ili agonistiCki na endokrini sustav organizma, a mogu se pronaci u
brojnim proizvodima, kao Sto su plastika, lijekovi, pesticidi, fungicidi i kozmetika.
NajceSca metoda odredivanja feminizacije u riba je mikroskopska metoda pretrage
histoloSkih preparata testisa. S ciliem da se Sto ranije otkriju endokrini modulatori i
njihovo Stetno djelovanje na ribe provodi se biomonitoring. Takva metoda temelji se

na biomarkerima i vrlo je vaZna u procjeni promjena u okolisu.

Kljuéne rijec€i: ribe, vitelogenin, feminizacija, endokrini modulatori, biomonitoring
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7. SUMMARY
Morphology of fish feminization

Abnormal sexual development in fish has become the topic of interest in scientific
circles. Many studies have shown that intersexual changes are present in population
of wild fish and also in marine fish. An analysis of plasma that was collected from
male adults revealed high concentrations of vitellogenin and also the presence of
oocytes in testicular tissue. Those changes are sign of feminization of the
reproductive system. This phenomenon was found in fish from the area of water
pollution that was caused by endocrine disrupting chemicals (EDCs). Endocrine
disruptors are both natural and synthetic compounds that are present in various
products such as plastic, pesticides, fungicides, medicines and cosmetics. Influence
of EDCs is based on its agonistic and antagonistic effects on the endocrine system.
The most common method that was used to determine fish feminization is
hystological examination of testicles from male adults. Biomonitoring is carried out
with the aim of early detection of the influence of EDCs. The method is based on

biomarkers and is very important in the assessment of environmental change.

Key words: fish, vitellogenin, feminization, endocrine disrupting chemicals (EDCSs),

biomonitoring
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