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1. UvOD

Endokrini hormoni su jedan poseban sustav kemijskih glasnika, koje Zzlijezde ili
specijalizirane stanice otpustaju u krv, a utjeu na stani¢nu funkciju na nekom drugom mjestu
u tijelu. Mogu djelovati generalizirano na cijeli organizam ili specijalizirano samo na tkiva
koja posjeduju njihove receptore. Razli¢iti hormonski sustavi imaju klju¢nu ulogu u regulaciji
gotovo svih tjelesnih funkcija, kao Sto su metabolizam, rast i razvoj, ravnoteza vode i
elektrolita, razmnozavanje i ponaSanje. Prema gradi se dijele na polipeptide-bjelancevine,
derivate tirozina te steroide (Guyton i Hall, 2006.).

Pod nazivom prirodni spolni hormoni podrazumijevaju se tvari steroidne grade koje
primarno sintetiziraju spolne zlijezde. Ove tvari ukljucene su u endokrinu regulaciju rasta te
razvoj primarnih i sekundarnih spolnih karakteristika u zivotinja i ljudi. Odavno je poznato da
se spolni hormoni mogu izlucivati i iz drugih tkiva, osim spolnih Zlijezda te da osim
reproduktivnih imaju i brojne druge u¢inke u organizmu (SamardZija i sur., 2015.).

Egzogena primjena prirodnih spolnih hormona kao §to su: estradiol, progesteron i
testosteron tijekom prehrane Zivotinja, kao i kod endogenih hormona, rezultira fizioloSkom
aktivno$¢u u organizmu te ima stimuliraju¢i u€inak na rast miSi¢nog i razgradnju masnog
tkiva. Zbog brojnih toksi¢nih ucinaka potrosac¢a uslijed konzumacije kontaminiranih
proizvoda te moguce zlouporabe u anaboli¢ke svrhe, nameée se potreba za provodenjem
sustavnog nadzora i kontrole ovih toksikanata hrane Zivotinjskog podrijetla, odredivanjem
njihovih ostataka, odnosno rezidua, u bioloskom materijalu zivotinja tijekom tova i na
klaonici te u krajnjim proizvodima. Jedan od ciljeva ovog rada je istraziti postupke i
materijale kontrole ilegalne primjene prirodnih spolnih hormona u stocarskoj industriji
odnosno proizvodnji hrane zivotinjskog podrijetla. Ovaj rad daje i pregled svojstava
najzastupljenijih i najvaznijih prirodnih spolnih hormona: 17B-estradiola, progesterona i
testosterona, njihovih fizioloskih razina u razlicitih farmskih Zivotinja, uporabe u terapeutske
svrhe te zlouporabe kao tvari s anaboli¢kim uc¢inkom u cilju poboljSanja rasta, odnosno
ostvarenja vecih prinosa 1 profita u stoc¢arskoj proizvodnji. U novije se vrijeme sve viSe paznje
posvecuje utjecaju tvari s hormonskim djelovanjem na ljudsko zdravlje, Sto je potaknuto i
brojnim slucajevima vezanim za zlouporabu tvari s anabolickim u¢inkom na farmske zivotinje
(Hartmann i sur., 1998., Pleadin i sur., 2009., Pleadin i sur., 2011.a).

U stocarskoj proizvodnji upotrebljavaju se velike koli¢ine tvari s bioloSkom aktivnoscu

kod Zivotinja, kao Sto su: vitamini, aditivi 1 elementi u tragovima, razliciti lijekovi za



prevenciju i suzbijanje bolesti, a ovdje naravno spadaju i tvari koje imaju anaboli¢ki u¢inak.
Anabolici su organsko kemijske tvari koje stimuliraju rast tkiva svojim utjecajem na
metabolicke procese ukljucene u sintezu bjelancevina, Sto je posebno izrazeno u stanicama
skeletne muskulature. Anabolici imaju utjecaj i na druge metabolicke procese u organizmu,
pa tako stimuliraju lipoliticke procese i smanjuju koli¢inu masnog tkiva u organizmu, a
ujedno i poboljSavaju konverziju i iskoristivost hrane (Meyer i Karg, 1989., Lone 1997.).

Zbog navedenih pozitivnih u¢inaka, anabolici su se poceli masovno koristiti u stocarskoj
industriji jo§ polovicom 20. stolje¢a. Medu prvima su se poceli koristiti stilbeni, odnosno
njihovi derivati, soli i esteri, ¢ija je upotreba ubrzo napustena i zakonom zabranjena nakon $to
se uvidjelo da imaju teratogeno, mutageno i kancerogeno djelovanje (Martin i sur., 1978.,
Robboy i sur., 1982.).

Nakon toga u mesnoj industriji pocele su se Koristiti antitireoidne tvari, laktoni rezorcilne
kiseline, beta-agonisti te prirodni i sintetski spolni hormoni koji imaju anaboli¢ki uc¢inak i

¢ijom upotrebom se moze veoma unaprijediti rast Zivotinja, ¢ak i do 20% (Meyer, 2001.).



2. PODJELA | SVOJSTVA PRIRODNIH SPOLNIH HORMONA

Spolni hormoni 17B-estradiol, progesteron i testosteron su kemijske tvari steroidne
strukture koje se prirodno sintetiziraju u zivotinjskom i ljudskom organizmu te imaju niz
vaznih funkcija u organizmu. Sintetiziraju se ponajvise u spolnim Zzlijezdama te djeluju
aktivacijom specificnih gena. Osim utjecaja na razvoj primarnih i sekundarnih spolnih
obiljeZja i reprodukciju, spolni hormoni djeluju i na pojacani rast (Griffin i Wilson, 1998.,
Meyer, 2001.).

Prirodni spolni hormoni se uobicajeno klasificiraju u Cetiri grupe s obzirom na njihovu
kemijsku strukturu, a donekle i njihovu fiziolosku aktivnost: androgeni, estrogeni,

progestini i relaksini (Dukes, 1975.).

2.1. 178-ESTRADIOL

Najvazniji estrogen je hormon 178-estradiol, a poznati su jo$ estron, estriol i epiestriol.
Svi spadaju u skupinu steroidnih hormona i sintetiziraju se iz kolesterola i acetata.
Najvjerojatnije je da se estron i 17B3-estradiol mogu pretvarati jedan u drugoga, s tim da je
CeSc¢a pretvorba 176-estradiola u estron (Slika 1.). Jajnik izluuje oba hormona, dok je
estriol najvjerojatnije metabolicki produkt ova dva hormona ¢ija se sinteza odvija u jetri.
Poznato je da samo jajnici (stanice granuloze i thecae internae folikula te u intersticiju)
izluCuju vece koliCine estrogenth hormona, a tek neznatne koli¢ine kora nuzbubrezne
zlijezde. Za vrijeme gravidnosti posteljica izlucuje i do 300 puta viSe estrogena od jajnika
u vrijeme normalnog spolnog ciklusa. Ako se uzme u obzir ukupni estrogeni ucinak, tada
je ucinak 17B-estradiola oko tri puta ja¢i od ucinka estrona. IzluCuje se u manjim
koli¢inama u razdoblju prije spolne zrelosti, da bi se tijekom spolne zrelosti koli¢ina
povecala oko 20 puta (Tomaskovic i sur., 2007.).

17B-estradiol predstavlja najvazniji hormon u razvoju sekundarnih Zenskih spolnih
obiljezja. IzluCuju ga uglavnom jajnici i zuto tijelo, ali u manjoj koli¢ini i testisi te
nuzbubreZna Zlijezda. Povecane koli¢ine ovog hormona mogu uzrokovati feminizaciju
muskaraca, ginekomastiju i tumore, a u nekim sluc¢ajevima poviSene razine utvrdene su i
kod ciroze jetre. 17B-estradiol ima indirektan i direktan utjecaj na pojaano zadrzavanje

dusika i povecanu sintezu proteina (Van der Wal 1 Berende, 1983.).



2.2. PROGESTERON

Progesteron je steroidni zenski spolni hormon koji se sintetizira u jajnicima (theca
interna i granuloza folikula, Zuto tijelo), placenti te u manjoj koli¢ini u nuzbubreznoj
zlijezdi. Najvazniji je spolni hormon s progestinskom aktivnos¢u. Steroidni hormoni, kao
Sto je progesteron, nalaze se u vrlo visokoj koncentraciji u krvi i u njoj se njihova
koncentracija moze odrediti.

Progesteron nastaje iz acetata koji sadrzi samo dva atoma ugljika iz kojega,
djelovanjem enzima preko meduspojeva nastaje kolesterol, a iz njega pregnenalon, koji je
prekursor za sve steroidne hormone jajnika (Slika 1.). Njegova molekularna tezina se
bitno ne razlikuje od molekularne tezine drugih steroidnih hormona (estrogena,
testosterona i kortikosteroida) pa su im neke funkcije bliske. PoviSenje koncentracije
kortizola u cirkulaciji najvazniji je Cinitelj koji utjee na steroidogenezu u placenti.
Sekrecija progesterona odrzava gravidnost kroz cijelo vrijeme njezina trajanja od
koncepcije pa sve do porodaja (Samardzija i sur., 2010.).

U manjim ga koncentracijama ima i u muskaraca. Progesteron inducira prelazak
endometrija u fazu izluéivanja, povecava viskoznost cervikalne sluznice, bazalnu
temperaturu tijela i djeluje na razvoj mlije¢nih Zlijezda u grudima. Klju¢an je za pravilan
spolni ciklus krava i junica, ali i ostalih vrsta Zivotinja te ljudi. Isto tako smanjuje
izluCivanje GnRH 1 time spjeCava ovulaciju tijekom lutealne faze spolnog ciklusa
mehanizmom negativne povratne sprege, a priprema i endometrij za prihvat (nidaciju)
zametaka u razvoju te sprjecava nekontrolirane kontrakcije muskulature maternice. Ubraja
se u prirodne gestagene zajedno sa 17a-hidroksi progesteronom, 20a-hidroksi

progesteronom i 20B-dihidroksi progesteronom (Tomaskovi¢ i sur., 2007.).

2.3. TESTOSTERON

Testosteron je najvazniji prirodni androgen, uz androsteron i dihidroandrosteron (Slika
1.). Inace se pod pojmom androgeni hormoni podrazumijevaju svi steroidni hormoni koji
imaju maskulinizirajuéi ucinak, a tu osim prije navedenih spadaju jo§ i hormoni
sintetizirani drugdje u tijelu osim u testisima. Na primjer, nuzbubrezne zlijezde izlucuju

barem pet androgena, no iako je njihov ucinak prilicno neznatan kod pojave adrenalnih



tumora stanica koje izluCuju androgene, mogucée je enormno povecanje koncentracije
androgena te ¢ak i njihov maskuliniziraju¢i uc¢inak u zenki (Guyton i Hall, 2006.).

Testosteron je prije svega muski spolni hormon kojeg izlu¢uju Leydigove stanice
testisa, no u malim koli¢inama ima ga i u Zenki gdje ga izlu¢uju granuloza stanice jajnika,
te nuzbubrezne Zlijezde kod oba spola. Izlu¢uje se pod utjecajem luteinizirajuc¢eg (LH)
hormona. U krvi se nalazi oko 2% slobodnog testosterona, dok je ostatak vezan na
bjelancevine albumin i globulin (SHBG-sex hormone binding globuline). Njegova glavna
uloga je stimulacija i razvoj muskih spolnih Zlijezda i spolnih karakteristika, povecava
libido i sintezu proteina, samim time podupire rast kostiju i misica te utjeCe na ponaSanje
(Griffin i Wilson, 1998., Cergolj i Samardzija, 2006.).

Sli¢no androgeno djelovanje kao i testosteron ima androsteron, hormon nuzbubrezne
zlijezde. Androgeni kore nuzbubrezne Zlijezde usko su povezani s funkcijom spolnih
zlijezda, iako prema nekim autorima taj odnos do danas nije u potpunosti razjasnjen.
Smatra se da zbog Cinjenice $to nuzbubreg neprekidno izluuje znatnu koli¢inu
androgenih tvari, one mogu biti preteca iz kojih testis sintetizira testosteron (Cergolj i

SamardZzija, 2006.).
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Slika 1. Glavni metaboliti estradiola, progesterona i testosterona (www.inchem.org).



3. PRISUTNOST I NACIN DJELOVANJA SPOLNIH HORMONA TE
NJIHOVI FIZIOLOSKI UCINCI U LJUDSKOM I ZIVOTINJSKOM
ORGANIZMU

3.1. 17B8-ESTRADIOL

Utjecaj 17B-estradiola na rast zivotinja ostvaruje se neposrednom stimulacijom
poveéanja misi¢ne mase preko estrogenih receptora. To je direktan ucinak, ali utjeCe |
indirektno stimulirajuci sekreciju hormona rasta i povecavajuci broj njegovih receptora u
jetri te koncentraciju inzulinu sli¢nog faktora rasta | (IGF-1) u krvi (Meyer i Rapp, 1985.,
Meyer, 2001.).

Estrogeni sprje¢avaju i smanjuju aktivnost osteoklasta u kostima te na taj nacin
smanjuju resorpciju i poticu njihov rast. U vrijeme puberteta, kad Zena ulazi u
reprodukcijsku dob, njezin je rast tijekom nekoliko godina ubrzan. No, estrogeni imaju jo$
jedan ucinak na snazan rast kostiju, budu¢i da uzrokuju spajanje epifiza i dijafiza na
zonama rasta dugih kostiju. Taj je ucinak estrogena u zena mnogo jaci od sli¢nog ucinka
testosterona u muskaraca, a slicno je i kod domacih zivotinja. Zbog toga rast u Zena
obi¢no prestaje nekoliko godina prije nego u muskaraca. U zena, kod kojih nedostaju
estrogeni, epifize se s dijafizama ne spajaju u normalno predvideno vrijeme pa je visina
takvih Zena obi¢no desetak centimetara veca od standardne uobicajene visine (Guyton i
Hall, 2006.). Najvazniji ekstragenitalni efekt estrogena ustanovljen je u vezi s
metabolizmom Kkosti. Aplikacija velikih doza estradiola moze kod sisavaca izazvati
odlaganje kosti u medularnoj Supljini sve do inhibicije hematopoeze i pojave anemije.
Uvrijezeno je miSljenje da estrogeni ubrzavaju osifikaciju epifiznih plo¢a dugih kostiju
skeleta pa na taj nacin ograni¢avaju rast skeleta u Sirinu (Dukes, 1975.).

Estrogeni imaju brojne metabolicke ucinke. Djeluju na epitel buraga i crijeva te
povecavaju konverziju i iskoristivost hrane. Poti¢u apoptozu osteoklasta i antagoniziraju
osteoklastogene 1 proosteoklasti¢ne ucinke paratireoidnog hormona (PTH) i interleukina-6
(IL-6), sto sve dovodi do smanjenja resorpcije kostiju. Vaginalne infekcije u djevojéica
cesto se mogu izlijeciti davanjem estrogena jer se time povecava otpornost epitela rodnice.
Kontinuirano izlaganje egzogenom estrogenu dovodi do cisti¢ne hiperplazije endometrija
maternice. Estrogeni takoder povecavaju koagulabilnost krvi, najvjerojatnije putem
djelovanja na jetru kada rastu razine faktora Il, VII, IX i plazminogena, a padaju razine

antitrombina Il te se smanjuje adhezivnost trombocita. Kod dugoro¢ne primjene

-7-



estrogena smanjuju se razine plazmatskog renina, angiotenzin konvertiraju¢eg enzima i
endotelina-1. Zamijecena je i smanjena ekspresija AT-1 receptora za angiotenzin II.
Pokazalo se da estrogeni imaju zastitni ufinak na razvoj ateroskleroze krvnih zila, jer
interferiraju s inicijalnim koracima. Uzrokuju i manje povecanje ukupnih proteina, $to je
vidljivo u blago pozitivnom du$i¢nom balansu. To je ponajviSe rezultat utjecaja na rast
spolnih organa, kosti i nekih drugih tkiva i nikako se ne moze mjeriti s utjecajem
testosterona na anaboli¢ke procese u metabolizmu proteina, iako Meyer (2001.) navodi da
U goveda i ovaca estrogeni imaju ja¢i anaboli¢ki uéinak zbog veéeg broja estrogenih
receptora. Vidljiv je i utjecaj na pojacano odlaganje masti u potkozju pod utjecajem
estrogena, stoga zene imaju znatno vecu koli¢inu masti u odnosu na muskarce. Osim
gomilanja masti u potkozju, za zene je karakteristicno i nakupljanje masti na bedrima i
straznjici. Imaju utjecaj i na debljinu koZe koja je u Zena tanja, meksa i prokrvljenija, a
primjecen je 1 neznatan utjecaj na retenciju vode i elektrolita u distalnim tubulima bubrega
(Guyton i Hall, 2006.).

Uc¢inak 17B-estradiola na rast zivotinja ovisi o vrsti zivotinje, dobi, spolu i
primijenjenoj dozi te o unesenoj koli¢ini u odnosu na fiziolosku razinu, a ukoliko se
primjenjuje na zivotinjama u propisanoj terapeutskoj dozi njegovi ostatci u mesu su niski i

ne predstavljaju opasnost po zdravlje potrosaca (Pleadin i sur., 2013.).

3.2. PROGESTERON

Najbitniji progestin je progesteron. U negravidnih Zenki izluCuje ga Zuto tijelo i
njegova glavna uloga je da djeluje kao antagonist estrogenim hormonima, uzrokuje
zatvaranje cervikalnog kanala pri kraju estrusa, potpomaze sekrecijsku fazu endometrija i
jajovoda te smanjuje spontani motilitet miometrija. Progesteron poti¢e razvoj mlije¢nih
zlijezdi na nacin da povecava broj i veli¢inu alveola te ih stimulira na sekreciju. Doduse
do sekrecije dolazi pod utjecajem prolaktina, ali samo kod ve¢ unaprijed pripremljenih
mlije¢nih zlijezda za $to je neophodan progesteron (Guyton i Hall, 2006.).

Progesteron djeluje i na sekreciju hipofiznih gonadotropnih hormona (FSH i LH) na
principu negativne povratne sprege, tako da kod gravidnih Zenki sprje€ava ponovni estrus,
odnosno ovulaciju. Progesteron svojim bioloskim djelovanjem priprema spolne organe za
pocetak i tijek gravidnosti. Nadalje, ima vaznu ulogu prilikom ovulacije, razvoja

alveolarnog sustava mlije¢ne zlijezde te pojave majcinskog instinkta. Ve¢ nekoliko minuta
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nakon sekrecije u jetri se metabolizira u druge steroide koji nemaju progestinski uc¢inak

(Samardzija i sur., 2010.).

3.3. TESTOSTERON

Testosteron sintetiziraju Leydigove stanice koje se nalaze u intersticiju testisa izmedu
tubuli seminiferi i tvore oko 20% mase adultnog testisa. Leydigovih stanica gotovo uopée
nema kod mladih zivotinja sve do spolne zrelosti, a izrazito su aktivne kod novorodencadi
I nakon nastupa spolne zrelosti. Smatra se da se pocinje izluivati ve¢ u sedmom tjednu
embrionalnog razvoja, a u to vrijeme izluCuje ga genitalni greben koji isto tako kod
zenskih Zivotinja izluCuje estrogene. Aplikacija visoke doze testosterona na gravidnim
zivotinjama rezultira razvojem muskih spolnih organa iako je fetus zenskog roda.
Takoder, ukoliko se odstrane testisi u mladog fetusa, razvijaju se zenski spolni organi.
Dakle, testosteron je bitan za razvoj muskih spolnih organa, skrotuma i penisa, prostate i
drugih akcesornih spolnih zlijezda te genitalnih kanala, a istovremeno vrSi supresiju
razvoja zenskih spolnih karakteristika. Njegovo izludivanje je pod utjecajem
gonadotropnih hormona hipofize. Jedan od njegovih bitnijih ucinaka je utjecaj na
maskulinizaciju tijela, odnosno povecanje misi¢ne tjelesne mase ¢ak 1 do 50% u odnosu
na zenke. Taj ucinak se dogada zbog anabolickog ucinka na metabolizam proteina.

Na stani¢noj razini, testosteron ulazi u ciljne stanice ve¢ nekoliko minuta nakon
izlu¢ivanja, gdje se naj¢eS¢e metabolizira pod utjecajem enzima 5a-reduktaze u
dihidrotestosteron koji se zatim veze za citoplazmatski receptor protein. Tako povezani
zatim putuju do jezgre stanice gdje se vezu za nuklearni proteinski receptor i poticu DNK-
RNK ' transkripciju. Unutar 30 minuta RNK polimeraza postaje aktivna i u ciljnim
stanicama pocinje gomilanje RNK, §to je popra¢eno progresivnim povecanjem stani¢nih
bjelancevina. Nakon nekoliko dana povecava se 1 kolicina DNK, a posljedica toga je
povecanje broja stanica u ciljnom tkivu. Gotovo na identi¢an nacin djeluju i estrogeni 1
progestini.

Testosteron utjece i na razvoj kostiju, kosti postaju vece i deblje te pohranjuju vise
kalcijevih soli, ali zato brze dolazi do sraStavanja epifiznih linija pa se time sprjecava
pretjerani rast u visinu. Utjece 1 na povecanje bazalnog metabolizma prilikom ¢ega vec¢ i
fizioloske koncentracije testosterona povecavaju bazalni metabolizam za 5-10%, dok

poviSene koncentracije povecavaju metabolizam i do 15%. Navedeno je najvjerojatnije
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posljedica utjecaja na anabolicke procese, povecanje koncentracije odredenih enzima te
pojacani rad svih stanica. Indirektna posljedica toga je i utjecaj na eritropoezu pa tako
muzjaci imaju znatno visi broj eritrocita od zenki. Testosteron ist0 tako povecava
resorpciju elektrolita u distalnim tubulima bubrega za 5-10%. Ujedno, ima sposobnost
stimulacije sinteze proteina u gotovo svim organima u tijelu, no ipak je taj utjecaj najveci
u ciljnim tkivima koja su zasluzna za razvoj primarnih i sekundarnih muskih spolnih
karakteristika. Njegovo izlu¢ivanje pod direktnim je utjecajem hipotalamusa, odnosno
GnRH koji utjeée na hipofizu i njezino izluc¢ivanje FSH i LH. LH je primarni stimulans za
izlu¢ivanje testosterona u testisima, dok FSH stimulira spermatogenezu.

Njihovo izlu¢ivanje funkcionira na sistemu negativne povratne sprege. Dakle visoke
koncentracije testosterona inhibiraju izlu¢ivanje GnRH, dok niske koncentracije
testosterona poti¢u izlucivanje GnRH. Unato¢ tome, brojni psiholoski faktori mogu
utjecati na izlu¢ivanje GnRH u hipotalamusu pa tako mogu posredno imati utjecaj na
brojne seksualne i reproduktivne funkcije bilo kod muzjaka ili u zenki. Na primjer, smatra
se da transport muZjaka u loS§im uvjetima smanjuje njegovu plodnost (Guyton i Hall,
2006.). Testosteron stimulira razvoj muskih spolnih karakteristika i muskih spolnih
zlijezda, povecava libido i sintezu proteina te utjeCe na ponasanje (Griffin i Wilson,
1998.).
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Slika 2. Anabolicko djelovanje spolnih hormona u Zivotinja (Meyer, 2001., SamardZija i sur.,

2015.).
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4. TERAPEUTSKA PRIMJENA PRIRODNIH SPOLNIH HORMONA U
FARMSKIH ZIVOTINJA

Primjena steroidnih hormona s estrogenim, gestagenim i androgenim u¢inkom dopustena
je u veterinarskoj medicini jedino u terapeutske svrhe i to samo u slu¢ajevima poremecaja
oplodnje ili tijeka graviditeta. Takva stroga pravila odredena su zbog njihovog nepovoljnog
ucinka na zdravlje ljudi kada se navedeni hormoni koriste u anabolicke svrhe, §to je strogo
zabranjeno Direktivom Vijeca 88/146/EEC (Anoyomous., 1988.).

Spolni se hormoni mogu Kkoristiti u lijeCenju zivotinja. U proslosti su se primjenjivali, a i
danas se u nekim drzavama koriste u stocarskoj industriji kao pospjesivaci rasta, odnosno
tvari s anabolickim ucinkom (Arts i sur., 1991.). Njihovom uporabom na farmskim
zivotinjama dobiva se meso Koje je boljih organoleptickih svojstava s ve¢im udjelom
misi¢nog tkiva i manjim udjelom masnog tkiva (Lone, 1997., Desphande, 2002., Stephany,
2010.) uz ostvarenje povecanog rasta i prinosa u proizvodnji mesa te bolju konverziju hrane
(Meyer, 2001.).

Istrazivanja pokazuju da ukoliko se spolni hormoni primjenjuju na zivotinjama u
propisanoj terapeutskoj dozi, njihovi ostatci u mesu su niski i ne predstavljaju opasnost za
zdravlje potrosaca (FAO/WHO, 2000., Pleadin i sur., 2011.a, Pleadin i sur., 2013.). Njihov
utjecaj na fizioloSke procese u organizmu ovisi o unesenoj koli¢ini u odnosu na prirodnu

razinu (Andersson i Skakkebaek, 1999.).

4.1. TESTOSTERON

Testosteron se najée$¢e primjenjivao u kombinaciji sa 17B-estradiolom. Koristio se u
stocarskoj proizvodnji u obliku subkutanih usnih implantata da bi se povecao rast zivotinja i
iskoristivost hrane. Razlog parenteralne primjene je Cinjenica da nakon peroralne primjene
zbog brze konjugacije i metaboli¢ke transformacije u jetri ima slabu bioiskoristivost, slicno
kao i progesteron i 17B-estradiol te ga se primjenjuje u obliku supkutanih implantata.
Testosteron se kod farmskih zivotinja jako rijetko koristi u terapijske svrhe, a opisani su samo
pojedini slucajevi lijeCenja kod misi¢ne slabosti, slabog apetita i nedostatka natjecateljskog
duha kod kastriranih konja te kod deficijencije testosterona kod kastrata. Poznata je uporaba i

u kobila koje se precesto tjeraju (Samardzija i sur., 2015.).
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4.2. PROGESTERON

Progesteron se u anabolicke svrhe primjenjivao s istom svrhom i1 na isti nacin kao i
testosteron. KoriStenjem gestagena imitira se djelovanje zutog tijela, odnosno lutealna faza
spolnog ciklusa. Gestageni su terapijski najkoristeniji steroidni spolni hormoni, jer se koriste
uglavnom za sinkronizaciju skupine krava i junica za pripremu umjetnog osjemenjivanja i
prilikom problema s otkrivanjem estrusa, mogu se koristiti u krava i junica koje imaju aktivne
jajnike, ali i onih u anestriji. Plodnost u prvom estrusu nakon njihovog koristenja nije
zadovoljavajuca. Razlog tome je najvjerojatnije otezan transport spermija zbog hormonalne
neravnoteze nakon vadenja gestagena iz plotkinja. Koriste se sljede¢i gestageni: implantati,
injekcije, PRID (progesterone releasing intravaginal device) i CIDR (controlled internal drug
release device) spirale. Najcesce su u uporabi intravaginalne spuzvice, tzv. PRID i CIDR
spirale koje u sebi sadrze progesteron i estradiol benzoat, a vrlo Cesto se koriste u
kombinacijama s drugim hormonima (eCG, PGF,,). Implantati se ¢eSc¢e koriste u krava i
junica u obliku supkutanih us$nih implantata u kombinaciji s estradiolom (Samardzija i sur.,

2010.).

4.3. 17B-ESTRADIOL

17B-estradiol najées¢e se upotrebljava u kombinaciji s progesteronom, a njegovo
koristenje dopusteno je samo u mesnih pasmina krava i junica ¢ije se mlijeko ne koristi za
konzumaciju ljudi te za junice mlije¢nih pasmina. Uloga aplikacije estradiola je dvojaka:
antiluteotropna 1 blago luteoliticka jer skrac¢uje Zivotni vijek Zutog tijela, a druga uloga je da
utjece na folikularnu dinamiku jer inducira supresiju dominantnog folikula i pojavu novog
dominantnog vala. Postupak je uc¢inkovit bez obzira na fazu razvoja dominantnog folikula (u

rastu, dominaciji ili regresiji) (Tomaskovi¢ i sur., 2007.).
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5. ZLOUPORABA SPOLNIH HORMONA U ANABOLICKE SVRHE
KAO POSPJESIVACA RASTA U INTENZIVNOJ STOCARSKOJ
INDUSTRIJI

Egzogeni spolni hormoni koriste se u svijetu ve¢ viSe od pola stoljea zbog
poboljsanog prirasta i iskoristivosti hrane kod farmskih Zivotinja. Osim prirodnih spolnih
hormona, tri sinteticke kemijske supstance s estrogenim (zeranol), gestagenim
(melengestrol acetat) i androgenim (trenbolon acetat) djelovanjem ¢esto su se
primjenjivale u poticanju rasta stoke. Koristenjem prirodnih spolnih hormona tijekom
uzgoja farmskih Zivotinja dobiva se meso boljih organoleptickih svojstava, s manjom
koli¢inom masnog tkiva i ve¢im udjelom misi¢nog tkiva (Samardzija i sur., 2015.).

Anabolicki se ucinak ostvaruje direktnim 1 indirektnim mehanizmom djelovanja 1
pritom rezultiraju¢i smanjenom ekskrecijom, odnosno poja¢anom retencijom dusi¢nih
spojeva te posljedicnom poja¢anom sintezom proteina (Van Der Wal i Berende, 1983,
Meyer, 2001.). Upravo je takav ucinak ovih tvari u proslosti bio izazov za njihovu
nelegalnu primjenu. Uc¢inkovitost ovisi o vrsti, pasmini, starosti i reproduktivnom statusu
Zivotinje te nacinu primjene hormona (Michael 1 Baulieu, 1980.), a rast moze biti povecan
i do 20% (Meyer, 2001.).

Da bi se ustvrdila nelegalna primjena prirodnih ili sintetickih hormonskih pripravaka u
farmskih Zzivotinja potrebno je poznavati fizioloske koncentracije spolnih hormona u
zivotinja. Medutim, budu¢i da se spolni hormoni fizioloski nalaze u organizmu, a njihova
koli¢ina varira u ovisnosti o brojnim parametrima, prisutnost u teku¢inama, tkivima i
organima ne upucuje automatski na nelegalnu primjenu u farmskih Zivotinja. Zato se u
cilju valjane prosudbe provode brojna istraZivanja o fizioloSkim razinama hormona u
razli¢itih Zivotinjskih vrsta 1 u ovisnosti o brojnim ¢imbenicima (Pleadin i sur., 2011.b).
Od 1988. godine u Europskoj uniji Direktivom Vijeca 88/146/EEC (Anonymous., 1988.)
zabranjeno je koriStenje svih tvari koje imaju hormonski ucinak u smislu njihova
anabolickog djelovanja u domacih Zivotinja (Heitzman, 1993.). S obzirom na stalni razvoj
novih sintetskih tvari i mogucu zlouporabu tzv. "koktela" s niskim udjelima aktivnih tvari
iz ove skupine, potreban je kontinuirani nadzor njihove primjene tijekom tova zivotinja i
na klaonici, s kona¢nim ciljem proizvodnje zdravstveno ispravne hrane zivotinjskog

podrijetla i zastite zdravlja potroSaca (Pleadin i Bogdanovi¢, 2017).
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5.1. 178-ESTRADIOL

Estrogeni u obliku 176-estradiola ili estradiol benzoat-a su bili najvise koristeni, a
progesteron, testosteron i pojedini sintetski hormoni opcenito koristeni u kombinaciji s
estrogenima, najviSe u obliku tableta 1 implantata (Andersson i1 Skakkebaek, 1999.).
Oralna ili parenteralna primjena 17B-estradiola, u ovisnosti o dozi i trajanju izlozenosti,
moze uzrokovati poveéanu pojavnost tumora u tkivima pokusnih zivotinja s velikom
koncentracijom specificnih hormonskih receptora (maternica, rodnica, vrat maternice,
mlije¢ne Zlijezde), ukljucujuéi tumore hipofize, kostiju i jetre (Zimmerman, 1998.). S
vremenom se uspjelo proizvesti steroidne hormone pa tako sinteti¢ki estradiol gotovo iste
strukture, dietilstilbestrol (DES) ima jednak bioloski u¢inak, a kemijski je potpuno razli¢it
od prirodnih estrogena. DES je za primjenu u veterinarskoj medicini ve¢ godinama
zabranjen zbog kancerogenog djelovanja (Samardzija i sur., 2010.).

17B-estradiol ima indirektan 1 direktan utjecaj na pojaano zadrzavanje dusSika,
povecanje sinteze proteina, povecanje iskoriStavanja hrane, a time i povecéani rast Zivotinja
u stocarskoj industriji za oko 5-15% (Meyer, 2001.). Utjecaj ovog hormona s anabolickim
djelovanjem na rast Zivotinja ovisi o vrsti 1 pasmini Zivotinje, dobi, spolu i primjenjenoj
dozi, a ostvaruje se neposrednom stimulacijom poveéanja miSicne mase preko estrogenih
receptora. Uobicajeno se davao u kombinaciji s drugim spojevima androgenog i

gestagenog djelovanja (Meyer i Rapp, 1985.).

5.2. TESTOSTERON

Po pitanju testosterona, istrazivanja su pokazala da pojava tumora i drugih promjena u
zivotinja koje su bile tretirane testosteronom ima isklju¢ivu vezu s njegovim hormonskim
djelovanjem. U kombinaciji sa 178-estradiolom ima kancerogeno djelovanje i moze

uzrokovati mutacije gena u teladi (Toffolatti i sur., 2006.).
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5.3. PROGESTERON

Primjena progesterona kao anabolika u veterinarskoj medicini je gotovo identi¢na
primjeni testosterona. Nakon peroralne primjene uglavnom je nedjelotvoran, jer ima slabu
bioiskoristivost. Koristio se u stocarskoj proizvodnji u obliku supkutanih u$nih
implantanata. Toksi¢ni u€inci kao S§to su: tumori jajnika, mlijeCne Zzlijezde, rodnice i

maternice pojavljaju se zbog dugotrajne primjene ovog hormona (Carr, 1998.).

5.4. PRIMJER KORISTENJA PRIRODNIH HORMONA U ANABOLICKE
SVRHE

Prema nekada$njim protokolima uporaba hormona kod teladi zapocinjala je pri
tjelesnoj tezini od oko 65 kg. Implantati od 20 mg 178-estradiola i 200 mg progesterona u
muske teladi te 20 mg 178B-estradiola i 200 mg testosterona u zenske teladi, rezultirali su s
veéim zadrzavanjem dusika od 21% i veéem dnevnom prirastu od 20%. Zadrzavanje
dusika povecano je za oko 70% u mlade teladi te se postepeno smanjuje na ispod 40% u
dobi od oko 15 tjedana. U dobi od 10-15 tjedana prosjecna konverzija hrane u
bjelanc¢evine mesa je oko 40%, a hormonskim tretmanom konverzija se moze povecati do

oko 60% (Meyer, 2001.).
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6. FIZIOLOSKE RAZINE SPOLNIH HORMONA I PROSUDBA O
ZLOUPORABI

Fizioloske koncentracije spolnih hormona u domacih Zivotinja variraju ovisno o brojnim
Cimbenicima, kao §to su: vrsta, pasmina, dob i spol, spolna zrelost (ranozrelost ili
kasnozrelost), ali i 0 uvjetima uzgoja (Heitzman, 1994., Schilt i sur., 1996.). Na razinu spolnih
hormona mogu utjecati i razli¢ite biljne vrste, odnosno njihovi metaboliti, koje se nalaze na
pasnjacima ili u stoénim krmivima i koncentratima te se koriste u hranidbi farmskih Zivotinja,
poput: izoflavona, laktona rezorcilne Kiseline, kumestana, zearelenona koji je doduse
mikotoksin plijesni iz porodice Fusarium, itd. (Barnes, 2010.).

Uzimajuci u obzir sve navedene faktore, jako je teSko utvrditi standardne fizioloske razine
ovih hormona. Steroidni hormoni su dobro topivi u lipidima te lako prolaze stani¢ne
membrane pa tako jednostavno prelaze iz krvi u mlijeko, a razina prijenosa ovisi i 0 brojnim
faktorima, kao $to je: vrsta Zivotinje I hormona, koncentracija hormona u krvi, molekularna
masa, relativna topljivost u vodi i lipidnoj fazi u tkivu i tjelesnim teku¢inama te 0 nekim
drugim ¢imbenicima. Stoga se kod primjene na farmskim zivotinjama svakako u obzir treba
uzeti fizioloska razina hormona i njihovih metabolita za tu vrstu i kategoriju Zivotinja, kao i
¢injenica da koncentracije uvelike variraju (Samardzija i sur., 2015.).

U koza, progesteron se metabolizira u mlije¢nim zlijezdama, a nastali metaboliti se
uklanjaju putem venske cirkulacije vimena, a ne putem mlijeka. Za razliku od koza, mlije¢ne
Zlijezde krava ne sintetiziraju niti metaboliziraju progesteron, a progesteron koji se izlucuje
putem mlijeka ¢ini manje od 3% ukupne proizvodnje u organizmu koza i krava. Unato¢ tome
razina progesterona je dva do Cetiri puta manja u plazmi nego u mlijeku, §to se moze objasniti
njegovom relativno ve¢om topljivoséu u mastima u odnosu na vodeni medij u usporedbi s
estrogenima i kortizolom. Koncentracija u mlijeku prelazi koncentraciju u krvi 4-5 dana prije
teljenja. Koli¢ine progesterona koje se izluCuju prije porodaja u prosjeku su 31 pg/dan u
mlijeku 1 22 pg/dan u kolostrumu te 14 pg/dan tijekom rane laktacije (Erb 1 sur., 1977.).

Dostupni literaturni podatci pokazuju da kod krava razine 178-estradiola variraju ovisno o
fazi spolnog ciklusa te o stadiju gravidnosti. Podatci za junice koje jos nisu gravidne pokazuju
vrijednosti u plazmi od 0,3-2,2 ng/L (Nakada i sur., 2000.). Signifikatno vece razine utvrdene
su u gravidnih krava u rasponu od 52-277 ng/L, uz variranje po danima prije teljenja
(Heitzman i sur., 1979.). U istrazivanju Shafie i sur. (1982.) odredena je koncentracija 1783-

estradiola u plazmi s maksimalnom vrijednosti od 20 ng/L tijekom folikularne faze ciklusa te
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znaCajna povezanost razine 17B-estradiola s godi$njim dobima. Jedino u plazmi gravidnih
krava ili plazmi ilegalno tretiranih Zivotinja utvrdene su razine 176-estradiola ve¢e od 100
ng/L (Hoffmann i Evers, 1986.).

Koncentracije progesterona u plazmi krava kre¢u se u rasponu od 0,2-8 ng/mL, a tijekom
gravidnosti u rasponu od 8-12 ng/mL (EMEA, 1999.). U Zenske teladi dopustena
koncentracija progesterona je 0,4 ng/mL, a u muske teladi 0,1 ng/mL. Koncentracija
testosterona karakteristicna je ovisno o dobi zivotinje i1 kre¢e se u muske i zenske junadi do
0,1 ng/mL, a u bikova do 20 ng/mL, dok bi koncentracije hormona vise od navedenih

upucivale na zlouporabu ovih tvari u anaboli¢ke svrhe (Hoffmann i Evers, 1986.).
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7. KUMULACIJA HORMONA U ZIVOTINJSKIM TKIVIMA I OSTATCI
(REZIDUE) U HRANI ZIVOTINJSKOG PODRIJETLA

Budu¢i da prirodni spolni hormoni predstavljaju endogene hormone, mogu se smatrati
normalnim prirodnim sastojkom hrane zivotinjskog podrijetla kao $to su: mlijeko, mlije¢ni
proizvodi i jestiva tkiva. Medutim, povisene se koncentracije ovih tvari mogu pronaéi u
proizvodima dobivenim od farmskih zivotinja koje su bile ilegalno tretirane sa steroidnim
hormonima kao promotorima rasta, odnosno anabolicima. Istrazivanja pokazuju da uporaba
prirodnih spolnih hormona tijekom hranidbe Zivotinja moZe uzrokovati hormonsku aktivnost
U organizmu gotovo identicnu fizioloSkoj aktivnosti te imati stimuliraju¢i ucinak na rast
misi¢nog i razgradnju masnog tkiva, ali i uzrokovati brojne toksi¢ne uc¢inke kod potrosaca
kontaminirane hrane zivotinjskog podrijetla kao Sto je mlijeko, meso i jaja (Pleadin i sur.,
2009., Pleadin i sur., 2011.a).

Zbog cinjenice da kontinuirana primjena steroidnih spolnih hormona na farmskim
zivotinjama moze dovesti do kumulacije rezidua u proizvodima zivotinjskog podrijetla te
opasnih posljedica za zdravlje ljudi (Lone, 1997., FAO/WHO, 2000.), njihova primjena, kao i
primjena ostalih tvari s anabolickim uc¢inkom, u Europskoj uniji je zabranjena. Terapeutska
uporaba ovih tvari ograni¢ena je U farmskih zivotinja uglavnom na primjenu kod poremecaja
u reprodukciji i tijekom gravidnosti (El-Zarkouny i Stevenson, 2004., Alnimer i Huseina,
2007., Colazo i sur., 2007.).

7.1. NADZOR REZIDUA

U Hrvatskoj je nadzor zlouporabe tvari s anabolickim djelovanjem tijekom tova zivotinja i
na klaonici reguliran preko DrZzavnog programa monitoringa rezidua (DPMR) koji je propisan
od strane Ministarstva poljoprivrede. Analize tvari s anabolickim ucinkom provode se
sukladno odredbama Pravilnika o provodenju analitickih metoda i tumacenju rezultata (NN
02/2005), a rezultati analiza se u ovisnosti o ispitivanom parametru usporeduju s najve¢om
dopustenom koli¢inom (NDK) ili najmanjom zahtijevanom granicom ucinkovitosti izvedbe
metoda (MRPL-minimum required performance limit), a u slucaju prirodnih hormona u
odnosu na fiziolosku razinu (Pleadin i sur., 2009.).

Buduc¢i da su spolni hormoni dio endokrinog sustava i nalaze se u bioloSkom materijalu

zivotinja u fizioloskim razinama, njihov nalaz u Zivotinjskim tkivima i teku¢inama nije
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pouzdan dokaz ilegalnog koriStenja kao promotora rasta, a variranje koncentracija s obzirom
na brojne Cimbenike otezava identifikaciju zlouporabe ovih tvari u anabolicke svrhe i
odredivanje granica kod kojih se poduzimaju mjere od strane nadleznih tijela (Le Bizec i sur.,
2009.). Da bi se moglo sa sigurno$¢u procijeniti radi li se o fizioloskoj koncentraciji hormona
ili o njihovoj poviSenoj koncentraciji zbog zlouporabe, uz podatke o razinama u bioloSkom
materijalu, nuzno je uzeti u obzir i podatke o Zivotinji, kao i anamnesticke podatke (Pleadin i

sur., 2011.a, Pleadin i sur., 2011.b).

7.2.  TOKSICNOST REZIDUA

Najveci broj istrazivanja toksic¢nosti prirodnih steroidnih hormona govori o 1783-estradiolu
I povezano je s njegovim hormonskim djelovanjem, vjerojatno zato jer je on od svih prirodnih
spolnih hormona bio najvise primjenjivan i zloupotrebljavan. Njegovi mutageni, kancerogeni
i teratogeni ucinci dokazani su u brojnih Zivotinjskih vrsta. Oralna, a osobito parenteralna
primjena 178-estradiola, ovisno o dozi i trajanju izloZenosti, moze prouzro€iti povecanu
pojavnost tumora kod tretiranih Zivotinja i to u tkivima s visokom koncentracijom specifi¢nih
hormonskih receptora (uterus, vagina, cerviks, dojka), ukljucujuéi tumore hipofize, kostiju i
jetre (Zimmerman, 1998.). Rast mlije¢nih Zlijezda, oroZnjavanje vaginalnog epitela i sli¢ni
toksi¢ni uéinci jasni su pokazatelji morfoloskih promjena. Biokemijske promjene uzrokovane
178-estradiolom (promjene u genskoj ekspresiji, prijenos signala i regulacija stani¢nog
ciklusa) mnogo su suptilnije i samim time manje primjetljive od morfoloskih promjena, iako
su zasigurno jednako vazne. 17B-estradiol, kao i ostali steroidni hormoni, u mlije¢nim
zlijezdama prolaze barijeru krv-mlijeko, a podatci pokazuju da je dnevni unos ovog hormona
putem konzumacije mlijeka i mlije¢nih proizvoda u ljudski organizam oko 60-70% od
ukupnog unosa, a konzumacijom mesa, ribe i jaja oko 15-20% (Hartmann i sur., 1998.).

Suprotno tome, istrazivanja pokazuju da je u vecini slucajeva kod unosa mesa lijeCenih
zivotinja u ljudski organizam, kada se ove tvari pravilno koriste u terapeutske svrhe,
beznacajan njihov ucinak u usporedbi s fizioloSkom endogenom produkcijom hormona u
Covjeka. Istrazivanja spolnih hormona u tkivima Zivotinja nepotpuna su i nedostatna za mnoge
zivotinjske vrste i pasmine te su u ovisnosti o brojnim ¢imbenicima. Da bismo dobili
utemeljenije procjene zlouporabe potrebna su daljnja istrazivanja ovih tvari i njihovih
metabolita, buduc¢i da i metaboliti u organizmu imaju biolosku aktivnost (Andresson i
Skakkebaek, 1999.).
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7.3.  KONCENTRACIJE SPOLNIH HORMONA U TKIVIMA

Koncentracije spolnih hormona odredene u jestivim tkivima farmskih zivotinja prikazane
su u Tablici 1. Najvece koli¢ine estrogena u mlijeku odnose se na bioloski neaktivan 17a-
estradiol (oko 160 ng/L), zatim estron (oko 30 ng/L), a najmanje na 17(3-estradiol (oko 10
ng/L) (Erb i sur., 1977.). Podatci govore o koncentracijama 17p-estradiola od 10-20 ng/kg u
govedem mesu (Kushinsky, 1983.) te u rasponu od 10-60 ng/L u nepreradenom mlijeku (Erb i
sur., 1977., Hoffmann i Rattenberger, 1977.). S obzirom da je 17p-estradiol lipofilni hormon,
njegova koncentracija u mlijeku ovisi o koli¢ini, odnosno postotku masti. Osim toga,
procesiranje namirnica zivotinjskog podrijetla nije ukazalo na znacajan utjecaj tih procesa na
razine 17B-estradiola (Hartmann i sur., 1998.). Pleadin i sur. (2013.) odredili su vrlo niske
koncentracije 17f-estradiola u mesu i mlijeku te zakljucili da je hranom zivotinjskog
podrijetla mogu¢ vrlo niski dnevni unos ovog hormona u ljudski organizam, kao $to su
pokazala i1 ranije provedena istrazivanja (Hartmann i sur., 1998.). Koncentracije 17p-
estradiola u mesu bile su u rasponu od 10-21 ng/kg (13 £ 5 ng/kg), a u mlijeku od 10-35 ng/L
(19 £ 13 ng/L).

Statistickom obradom rezultata nisu utvrdene statistiCki znacajne razlike izmedu
analiziranih skupina uzoraka (Pleadin i sur., 2013.). Najveéa prosjecna fizioloska
koncentracija progesterona odredena je u masnom tkivu, s utvrdenim vrijednostima od 2,5
pg/kg u bikova, 5,8 ng/kg u teladi, 16,7 pg/kg u junica i 239-360,2 pg/kg u gravidnih krava.
Manje koncentracije ovog hormona odredene su u jetri, bubrezima i mi$i¢nom tkivu (0,12-
0,46 ug/kg u teladi i junadi te 3,4-1,01 ug/kg u gravidnih krava). U mlijeku i mlije¢nim
proizvodima razina progesterona bila je proporcionalna s postotkom mlije¢ne masti te ovisi o
fazi ciklusa u mlije¢nih krava, s minimalnim koncentracijama u estrusu (manjim od 0,2-0,92
pug/L), a najveéim razinama tijekom lutealne faze (0,2-30 pg/L) i gravidnosti (20-35,7 ug/L).
Rezultati istrazivanja pokazuju da nakon intravenoznog, intramuskularnog ili intravaginalnog
lijeCenja goveda progesteronom, koncentracija ovog hormona u mlijeku visoko korelira s
koncentracijama u plazmi te da su koncentracije progesterona u mlijeku povisene samo u
prvih nekoliko muznji nakon lijeCenja, ali ipak nisu puno veée od vrijednosti odredenih u
fizioloskim uvjetima (EMEA, 1999.).

Istrazivanja pokazuju da i brojne druge namirnice sadrze hormonalno aktivne tvari u
razinama znacajno ve¢im u odnosu na meso i mlijeko te da se jaci i nepovoljniji utjecaj na
zdravlje ljudi moZe ocekivati unosom fitoestrogena koji se pojavljuje u biljkama u velikim

koli¢inama ili izlaganjem nekim okoli$nim tvarima s hormonskim djelovanjem. Znanstvene
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spoznaje o uc¢inku mnogih tvari se svakodnevno mijenjaju i1 otkrivaju se njihovi moguci

nezeljeni ucinci te je osim spolnih hormona kod pojedinih vrsta Zivotinja vazno pratiti i

sudbinu drugih neistrazenih tvari koje isto tako mogu imati anaboli¢ki u¢inak (Pleadin i sur.,

2013.).

Tablica 1. Koncentracije spolnih hormona u jestivim tkivima farmskih zivotinja (Hoffmann

Rattenberger, 1977., Henricks i Torrence 1977., Hoffmann 1980., Samardzija i sur., 2015.).

Zivotinje/tkiva | estron (pg/mL) | 17B-estradiol testosteron progesteron
(pg/mL) (pg/g) (pa/g)

TELE

misi¢ <100 70

jetra <100 47

bubreg <100 685

mast <100 340 6
BIK

misi¢ 335

jetra 749

bubreg 2783

mast 10950

JUNICA

misi¢ 12-13 92

jetra 38-71 193

bubreg 20-40 40-71 595 16
mast 6 250

KRAVA
GRAVIDNA

misi¢ 370-860

mast 3870 2500-5500 336
VOL

misi¢ 6 14

jetra 20 14

mast 23 10
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8. ZAKONODAVSTVO U KONTROLI ANABOLICKE PRIMJENE
PRIRODNIH HORMONA

U cijeloj Europskoj uniji pa tako i u Hrvatskoj, radi moguéeg Stetnog utjecaja na zdravlje
ljudi zabranjeno je koriStenje svih tvari koje imaju hormonski u¢inak da bi se postiglo
anabolicko djelovanje u farmskih Zivotinja, a uporaba prirodnih steroidnih spolnih hormona u
terapeutske svrhe je ograni¢ena na slucajeve poremecaja u reprodukciji, odnosno poremetnje
tijekom gravidnosti (Direktiva 1996/22/EC, Direktiva 2003/74/EC).

Da bi se sprijecila zlouporaba koriStenja spolnih hormona kao promotora rasta neophodno
je provodenje sustavnog monitoringa i kontrole ostataka u bioloSkom materijalu farmskih
zivotinja, uzorkovanom za vrijeme tova zivotinja te na liniji klanja, a regulirano je putem
godisnje propisanih Drzavnih programa monitoringa rezidua. U cijeloj Europskoj uniji pa
tako i u Republici Hrvatskoj, koristenje spolnih hormona u veterinarskoj medicini dopusteno
je isklju¢ivo u terapeutske svrhe, uz ispravno dokumentiranje njihove primjene te je
Naredbom o zabrani primjene odredenih tvari hormonskog ili tireostatskog ucinka i beta-
agonista na farmskim Zzivotinjama (NN 51/2013) izri¢ito zabranjena njihova uporaba u
anabolicke svrhe.

Kemijske analize tvari s anaboli¢kim ucinkom provode se u skladu s odredbama o
provodenju analitickih metoda i tumacenju rezultata (NN 02/2005) te se rezultati analiza u
ovisnosti o testiranom parametru usporeduju s obzirom na njihove utvrdene fizioloske razine
(Pleadin i sur., 2009.).

Vrlo bitnu ulogu u nadzoru ovih tvari, osim nadleznih tijela, imaju i veterinarske sluzbe
koje svakako trebaju prikladno uzeti uzorak za analizu te evidentirati sve potrebne podatke o
farmskim zivotinjama. Jako vaznu ulogu imaju i Kontrolni laboratoriji koji provode analiti¢ko
odredivanje ovih tvari primjenom prikladnih analitickih metoda te temeljem vjerodostojnih
podataka i utvrdenih fizioloSkih razina utvrduju sukladnost s odrednicama propisanim

zakonodavstvom (Samardzija i sur., 2015.).

8.1. ANALITICKE METODE

Detekcija i kvantifikacija steroidnih prirodnih hormona provodi se koristenjem screening i
potvrdnih metoda, uz kvalitativnu i kvantitativou primjenu. Bez obzira koja se analiticka
metoda koristi, prethodno treba biti provjerena odredivanjem validacijskih parametara, mora

davati to¢ne i precizne podatke te biti dovoljno specificna za odredivanje vrlo niskih
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koncentracija spolnih hormona, odnosno imati niske limite detekcije (Pleadin i sur., 2009.).
Od screening metoda najviSe se koristi imunoenzimska metoda (ELISA - enzyme-linked
immunosorbent assay) te radioimunoenzimska metoda (RIA — radioimmunoassay). ELISA
metoda znatno ubrzava broj analiziranih uzoraka, a prihvatljiva je i ekoloski buduéi da
smanjuje uporabu organskih otapala, a i gospodarski, jer snizava cijenu koriStenja. Prethodna
istrazivanja pokazuju da se pri koristenju komercijalno dostupnih kitova za imunoenzimsku
metodu u kvantitativnim analizama spolnih hormona postizu vrlo niski limiti detekcije,
odnosno visoka osjetljivost metode, ali ujedno i nedovoljna specificnost, buduci da dolazi do
cross- reakcija s konjugiranim metabolitima i stereoizomerima. Rezultati isto tako pokazuju
da kvaliteta ELISA kitova varira od proizvodaca do proizvodaca, a postoje i1 razlike i u
razli¢itim serijama kitova istog proizvodaca.

S obzirom da screening metode mogu rezultirati ,,Jazno pozitivnim* rezultatima, potrebno
je na uzorcima na kojima je screening metodom dobiven poviSen rezultat, ve¢i od utvrdenih
fizioloskih razina (sumnja na zlouporabu u anabolicke svrhe), provesti potvrdnu metodu koja
¢e omoguciti selektivno odredivanje ovih tvari. Nerijetko se potvrdne metode u analizama
prirodnih hormona primjenjuje kao prvi i jedini analiticki postupak bez prethodne primjene
screening metoda. Kao prikladne potvrdne metode, koje udovoljavaju zadanim kriterijima i
omogucavaju selektivno odredivanje, mogu se koristiti teku¢inska kromatografija (LC) ili
plinska kromatografija (GC) uz dokazivanje prisutnosti hormona s anaboli¢kim uéinkom
spektrometrijom masa (MS) te LC ili GC wuz dokazivanje infracrvenom (IR)
spektrometrijskom detekcijom. LC/MS/MS tehnika ima opcéenito najznacajniju primjenu u
analizama ostataka tvari s anabolickim ufinkom 1 ima prednost u odnosu na plinsku

kromatografiju jer ne zahtijeva derivatizacijski korak prije analize (Pleadin i sur., 2011.a).

8.2. DOPUSTENE KONCENTRACIJE

Propisane razine 178-estradiola za poduzimanje mjera zbog sumnje na zlouporabu
definirane su Direktivom Vije¢a 1996/22/EC i1 odnose se na plazmu goveda, a podijeljene su
po dobi 1 spolu Zivotinja. Kako bi se isklju¢ila moguénost dobivanja velikog broja lazno
pozitivnih rezultata, granica pri kojoj se poduzimaju mjere za 178-estradiol u plazmi, za oba
spola i sve dobne skupine goveda, postavljena je na neSto vecu razinu u odnosu na prosjecne
fizioloske razine i to do najviSe 40 ng/L za negravidna i 4000 ng/L za gravidna goveda

(Heitzman, 1994.). Kod koncentracija ovog hormona u plazmi goveda vecih od navedenih,
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sve upucuje na zlouporabu u anaboli¢ke svrhe. Podatci pokazuju da je plazma najpouzdaniji
matriks u detekciji razine hormona, ujedno i njihove terapeutske primjene ili zlouporabe u
anabolicke svrhe, s vrlo niskim limitima detekcije hormona te stoga i predstavlja uobicajeni
matriks nadzora (Scippo i sur., 1994., Pleadin i sur., 2011.b).

Istrazivanja anabolickog ucinka te nadzor zlouporabe spolnih hormona u vecini europskih
zemalja najznacajnija su za 17B-estradiol i to zbog utvrdene najizraZenije anabolicke
aktivnosti ovog hormona, narocito u goveda i ovaca. Granica pri kojoj se poduzimaju mjere sa
sumnjom na anabolicku primjenu 178-estradiola u krvnoj plazmi je 0,04 ng/mL u muske i
zenske teladi (Heitzman, 1994.). Samo u plazmi gravidnih krava ili plazmi iliegalno tretiranih
zivotinja koncentracija 178-estradiola moze se kretati od 0,1-1 ng/mL. Prilikom procjene
analiti¢kih rezultata koji se odnose na koncentracije spolnih hormona vazno je uzeti u obzir i
sve poznate ¢imbenike koji bi mogli utjecati na interpretaciju dobivenih rezultata te bi u
slu¢aju sumnjivo pozitivnih uzoraka trebalo primjeniti neku od potvrdnih analitickih metoda

(Samardzija i sur., 2015.).
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9. ZAKLJUCCI

Prirodni steroidni spolni hormoni (estrogeni, progestini, androgeni) imaju veliki
anabolicki potencijal, ali su nazalost nuspojave njihova interferiranja s hormonima koji se
nalaze u fizioloskim koncentracijama u organizmu zivotinja prili¢no nepozeljne. To mozda i
ne bi bilo toliko problemati¢no s aspekta tovnih zivotinja koje imaju relativno kratki zivotni
vijek pa se vecina nuspojava ne stigne manifestirati, ali je problemati¢no s gledista zivotinja
koje sluze za dugotrajniju proizvodnju, npr. mlijeka, jer tada nuspojave pocinju dolaziti do
izrazaja 1 stvarati probleme, odnosno uzrokovati patofizioloske poremecaje i djelovati
toksi¢no kod takvih zivotinja. No, glavni i najbitniji razlog zabrane koristenja tih tvari kao
anabolika je pojava njihove kumulacije u tkivima proizvodnih Zivotinja te eliminacije preko
tjelesnih tekuéina Sto moze rezultirati prisutno$¢u rezidua navedenih hormona i njihovih
metabolita u hrani Zivotinjskog podrijetla (mlijeko, meso, iznutrice, jaja). Rezidue ovih tvari i
njihovih metabolita potrosaci preko hrane mogu unijeti u organizam, a poznato je da imaju
mutageno, teratogeno i karcinogeno djelovanje te uzrokuju hormonalni disbalans, sto moze
ugroziti zdravlje ljudi. Stoga je opravdana zabrana njihova koristenja kao promotora rasta u
farmskih zivotinja.

Kod terapijske primjene najées¢e ne postoji alternativa pa se moraju primjeniti navedeni
hormoni no veoma je bitno da se aplicira propisana terapijska doza, jer je utvrdeno da tada
nema znatnijih odstupanja od fizioloskih koncentracija u namirnicama zivotinjskog podrijetla.
U buduc¢nosti ¢e se sigurno pronaci i neka alternativna sredstva za terapiju, a i sustavi kontrole
¢e sigurno biti jo§ ucinkovitiji te ¢e manipulacija i zlouporaba biti manje. Bitno je provoditi
daljnja istrazivanja i utvrditi fizioloSke razine hormona za nepoznate vrste i kategorije
Zivotinja, a od posebnog znacenja ¢e biti utvrdivanje koncentracija metabolita tih hormona 1
istrazivanje njihova utjecaja na organizam, jer se o tim tvarima jako malo zna, a moguce je da

je njihov ucinak jos i bitniji od u¢inka samih hormona.
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10. SAZETAK

17B-estradiol, progesteron i testosteron su najbitniji predstavnici triju skupina prirodnih
steroidnih spolnih hormona koji su se upotrebljavali kao promotori rasta u intenzivnoj
stocarskoj industriji. Njihov uc¢inak na prirast i poboljSanje organoleptickih svojstava je
veoma pozitivan pa su se stoga i primjenjivali dugi niz godina u tovu zivotinja, sve dok se
nisu otkrile nuspojave njihova djelovanja. Naime, dugotrajno koristenje ovih tvari ima
toksi¢ne, mutagene, teratogene i karcinogene ucinke Kkod zivotinja, a kao posljedica
anabolicke primjene ovih tvari kumuliraju se rezidue u zivotinjskim tkivima te se eliminiraju
tjelesnim teku¢inama, a ujedno i putem mlijeka. PotroSaci time mogu biti izloZeni ovim
tvarima konzumirajuéi namirnice zivotinjskog podrijetla (mlijeko, meso, jaja), uzrokuju¢i kod
ljudi jos veci broj nuspojava i Stetnih posljedica nego kod zivotinja. Iz navedenih razloga jos$
1988. godine zabranjena je uporaba steroidnih spolnih hormona kao anabolika u cijeloj EU te
je njihova primjena ograni¢ena samo u terapijske svrhe za lijeCenje poremecaja reprodukcije i
gravidnosti. Kod odredivanja koncentracija hormona u hrani Zivotinjskog podrijetla vrlo je
bitno znati fizioloSke koncentracije navednih hormona kako bi mogli odrediti je li doslo do
zlouporabe ili se radi o fizioloskim referentnim vrijednostima. FizioloSke koncentracije
veoma variraju i ovise o0 mnogo ¢imbenika pa kod razmatranja rezultata treba uzeti u obzir i
anamnesticke podatke te podatke o hranidbi i drzanju Zivotinja. Danas$nji sustavi kontrole su
sve detaljniji, a dijagnosticki testovi sve precizniji pa su i rezultati pretraga puno pouzdaniji, a
hrana zivotinjskog podrijetla sigurnija za konzumaciju potrosaca. S obzirom na stalni razvoj
novih sintetskih tvari i mogucu zlouporabu tzv. "koktela" s niskim udjelima aktivnih tvari S
anaboli¢kim ucinkom, potreban je kontinuirani nadzor njihove primjene tijekom tova

zivotinja 1 na klaonici.
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11. SUMMARY

Control of illegal use of natural sex hormones in farm animals

The most important representatives of the three groups of natural steroid sex hormones that
have been used as growth promoters in the intensive livestock industry are: 17B-estradiol,
progesterone and testosterone. Their effects on growth and improvement of the organoleptic
properties are very positive, because that they have been applied in farm animals for a long
time before their side effects were revealed. Long-term use of these substances has toxic,
mutagenic, teratogenic and cancerous effects on animals. As a result of anabolic application,
accumulation of residues occurs in animal tissues and the elimination of the substances is
performed through the bodily fluids, including milk. Consumers could be exposed to these
substances by consuming food products of animal origin (milk, meat, eggs), causing even
more severe side effects and harmful repercussions in humans than in animals. Because of the
mentioned reasons, anabolic use of steroid sex hormones was banned by law in 1988 in the
whole EU. Their application is limited only to therapeutic purposes to treat reproductive and
gestation disorders. For determining concentrations of steroid sex hormones in food of animal
origin, it is essential to know physiological concentrations of the mentioned hormones, in
order to know if the results are a consequence of abuse or physiological referent values.
Physiological values can vary and it depends on many factors. So when we discuss the results,
we have to consider anamnestic information and facts about feeding and animal
accommodation. The current control systems are more detailed, the diagnostic tests are more
precise, so the results are more reliable and animal food products are safer for consumers.
Therefore, the constant development of new synthetic substances and possible abuse of so-
called "cocktails” with low levels of active substances with anabolic effects and thus the
continuous monitoring of their use is required during farm animal breeding and in

slaughterhouses.
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