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1. UvOD

Provedena istrazivanja dokazala su da onecis¢ivac¢i okoliSa mogu uzrokovati poremecaje
endokrinog sustava ljudi i zivotinja. Pojam ,,endocrine disruption® uveden je na prvoj World
Wildlife Federation Winspread konferenciji 1991. godine, koja je odrzana zbog brojnih
izvjesca o Stetnim utjecajima raznih kemikalija, (pesticidi, industrijske kemikalije i lijekovi)
na odredene hormonski regulirane funkcije kod raznih skupina kraljeSnjaka i ljudi (Zou,
2010). Ove tvari se nazivaju endokrini disruptori i definirani su kao kemikalije egzogenog
porijekla koje uzrokuju poremecaje kod zdravih organizama ili njihovog potomstva, dovode¢i
do promjena koje direktno utjecu na funkciju endokrinog sustava ili funkcije endokrinih
zlijezda, njihovih hormona i receptora (Carr i O'Harris, 2006). Glavna osnova u definiciji jest
da zagadivac utjece na specificnu komponentu endokrinog sustava u koncentracijama koje ne

utjeCu na funkcioniranje ne-endokrinog tkiva u zivotinji (Hester 1 Harrison, 1999).

Endokrini disruptori (EDC) razli¢ite su kemijske tvari: pesticidi, sinteticki hormoni, biljne
tvari, kemikalije koriStene pri proizvodnji 1 obradi plastike 1 otpad iz razli¢itih grana industrije
kao npr. perklorati (Carr i O'Harris, 2006). Tijekom zadnjih godina znacajno se povecao broj
potvrdenih 1 mogucih tvari koje uzrokuju poremecaje endokrinog sustava ukljucujuci i
industrijske preradevine kao S$to su 4-nonilfenol, bisfenol-A, ftalat ester plastifikator, ali i
klasi¢na zagadivala poput policikli¢kih aromatskih ugljikovodika, poliklorirani bifenila,

dioksina, nekih pesticida i nekoliko elemenata u tragovima (Pait i sur., 2002).

Stetnost odredenog EDC na jedinku ili cijelu populaciju ovisi o vise ¢imbenika kao $to su:
koncentracija i duljina izlaganja, vrsta i zivotni stadij ali i 0 okolisnim ¢imbenicima:
godisnjem dobu, temperaturi, salinitetu te prisutnosti ostalih tvari i zagadivala (Evans i sur.,
2014).

Pri odredivanju Stetnosti odredenog EDC u akvaticnom okoliSu ribe se Cesto koriste kao
modelni organizmi. Neke od prednosti ovog pristupa su: sli¢nost endokrinog sustava riba s
endokrinim sustavom visih kralje$njaka, laboratorijski i in vivo dokazana osjetljivost na EDC,
lakoca obavljanja eksperimenata i rukovanja s ribom i zbog toga $to populacije riba iz prirode,
prikupljenih na razli¢itim lokacijama, pokazuju simptome za koje se smatra da se mogu

povezati s izlaganjem EDC (Pait i sur., 2002).

lako su prvenstveno istrazivane samo reproduktivne funkcije, pokazalo se da mnoge tvari
ometaju funkcije i ostalih zlijezda, kao §to su Stitnjaca i nadbubrezna zlijezda, §to izmedu

ostalog ometa normalan rast, razvoj i odgovor na stres. Osim odgovora na stres i neometanog



rasta i razvoja organizma, funkcije ovih zlijezda bitne su i za uspje$no razmnozavanje tako da

njihove disfunkcije neposredno utjecu i na spolni sustav (Carr i O'Norris, 2006).
1.1. Mehanizam djelovanja endokrinih disruptora

Smatra se da endokrini disruptori djeluju:

1) oponasanjem djelovanja hormona u organizmu, kao §to su estrogeni i androgeni

2) antagoniziranjem utjecaja hormona u organizmu

3) mijenjanjem obrazaca sinteze i metabolizma hormona

4) modificiranjem razina hormonskih receptora.

Najcesce, endokrini disruptori djeluju kao estrogen i vezu se na njegove receptore (Evans i
sur., 2014). Kemikalije mogu imati razli¢iti afinitet vezivanja na receptor estrogena, a
intenzitet djelovanja ne mora nuzno odgovarati afinitetu. Neke se slabije vezu za receptor, ali
svejedno poticu odgovor, dok druge imaju visok afinitet, a induciraju slab odgovor ili sluze
samo kao blokada vezanja endogenog estrogena (Hester i Harrison, 1999). Iv vivo
istrazivanjima otkriveni su mnogi mehanizme koje bi mogli biti ukljuceni u ometanje
endokrinog sustava aktivacijom receptora Sto dovodi do genomske nestabilnosti 1 promjenama
u regulaciji hormona mehanizmom povratne sprege. EDC koji oponasaju svojstva hormona
mogu se vezati na ligande Sto dovodi do konformacijskih promjena i razlika u funkcionalnim i
regulatornim aktivnostima ekspresije gena. Odredene vrste modificiraju transkripcijske
signale tako Sto inhibiraju ili sintetiziraju nove proteine, oponasaju urodene steroidne
hormone 1 uzrokuju negenomski podrazaj vezanjem na receptore plazma membrane i tako
zajednickim djelovanjem sa signalnom molekulom dovode do promjena u stanicnoj
mobilnosti, procesima signalizacije i brze sinteze hormona (Akefe i sur., 2017). S ubrajanjem
receptora za ostale hormone, pojam endokrini disruptori obuhvaca kemikalije koje mogu
stupiti u interakciju s bilo kojim hormonskim receptorom, najcesée androgenima, hormonima

StitnjaCe 1 receptorom za progesteron (Hester 1 Harrison, 1999).



2. ENDOKRINI SUSTAV

Endokrini sustav je regulacijski sustav u tijelu koji djeluje putem hormona, kemijskih glasnika
koji upravljaju svakim aspektom u zivotu kraljesnjaka, pocevsi jo§ od razdoblja ranog
embrionalnog razvoja i diferencijacije tkiva do kasnijeg zivota i razmnozavanja. Hormoni su
odgovorni za odrzavanje homeostaze - Stabilnog ekvilibrija fizioloskih procesa neovisno o

okolisnim procesima (Carr i O'Norris, 2006).

Sredisnje komponente endokrinog sustava su hipotalamus i hipofiza, koji potaknuti zivéanim
signalima 1z mozga sintetiziraju odredene hormone aktivne u ostalim Zlijezdama, poput
gonada, stitnjace ili nadbubrezne zlijezde (interrenalnih i kromafinih stanica) (Hester i
Harrison, 1999).

Hipotalamus, koji se nalazi u ventralnom dijelu diencefalona, bitna je dodirna tocka izmedu
zivéanog i endokrinog sustava (Borella i sur., 2020). Odgovoran je za regulaciju endokrinog
sustava, ali i za sintezu odredenih hormona koji djeluju stimulativno ili inhibitivno na
anteriorni dio hipofize, tj. na lucenje hormona iz tog dijela. Endokrinim funkcijama
hipotalamusa upravljaju visi kortikalni centri u mozgu, ali i utjecaj mehanizma povratne

sprege s nekoliko razina endokrinog sustava (Kumar i sur., 2018).

Jedan od glavnih hormona koje hipotalamus sintetizira 1 otpusta je gonadotropin -
oslobadaju¢i hormon (GnRH), koji potice otpustanje folikulostimuliraju¢eg (FSH) i
luteiniziraju¢eg hormona (LH) iz gonadotropnih stanica u hipofizi. Kod Zzivotinja se mogu
pronaci sveukupno 23 varijante ovog hormona, od ¢ega Su tri tipa prisutna kod kralje$njaka:
GnRH-l1 odgovoran za regulaciju hipotalamus-hipofizna-gonade osi i otpustanje
gonadotropina, GnRH-I11 za kojeg se smatra da djeluje kao neuromodulator i GnRH-II1 koji se
moze pronac¢i samo kod nekih vrsta riba. GnRH-I je jedina varijanta ovog hormona za koju je
dokazano da se moze vezati na hipofizne receptore i stimulirati lu¢enje hipofiznih hormona
FSH 1 LH (Petra¢, 2015). Lucenje GnRH je pod utjecajem nekoliko okolisnih ¢imbenika
poput: fotoperioda, temperature, koli¢ine padalina, feromona i dostupnosti hrane (Borella i
sur., 2020).

2.1. Endokrine Zlijezde i tkiva
2.1.1. Hipofiza

Hipofiza je mala endokrina Zlijezda koja se nalazi pri bazi diencefalona, pri¢vri¢ena s tankom

drskom. Ventralni dio hipofize se nalazi u udubini klinaste kosti koja se naziva tursko



sedlo,,sela turcica®. Sastoji se od dva dijela: adenohipofize, u kojoj se nalaze stanice
odgovorne za sintezu razli¢itih hormona, i neurohipofize, koja se sastoji ve¢inom od ziv¢anih
vlakana bez mijelina. Ova vlakna, koja polaze od neurosekretornih neurona u mozgu
(hipotalamusu), prenose tvari koje mogu djelovati stimulirajuce ili inhibirajuée na sekreciju

hormona iz adenohipofize, kao npr. ranije spomenuti GnRH (Borella i sur., 2020).

Adenohipofiza kod kostunjaca se moze podijeliti na dva dijela: pars distalis i pars intermedia.
Pars distalis se dalje dijeli na dva poddijela: rostral pars distalis i proximal pars distalis.
Ovakva podjela se zasniva na rasporedu, tj. prisutnosti, odredenih sekretornih stanica u
pojedinom dijelu. Rostral pars distalis koStunjaca sadrzi stanice odgovorne za luenje
hormona prolaktina i adrenokortikotropnog hormona, ali kod nekih vrsta se mogu nadéi i
stanice za otpustanje tireotropina. Proximal pars distalis je odgovoran za otpustanje hormona
rasta, gonadotropnih hormona i najceS¢e (kod veéine vrsta) tireotropina. U dijelu pars
intermedia se nalaze stanice koje lu¢e melanotropin i somatolaktin, hormon prisutan samo
kod riba. Distribucija sekretornih stanica po regijama adenohipofize je stalna (Slika 1), tj.
specifi¢ne stanice se nalaze uvijek u istim regijama, ali zabiljeZene su 1 manje varijacije kod

nekih vrsta, povezane s napredovanjem reproduktivnog ciklusa (Borella i sur., 2020).




Slika 1. Prikaz grade hipofize koStunjaca s rasporedom stanica odgovornih za otpuStanje
odredenih hormona. PRL - prolaktin; ACTH - adrenokortikotropni hormon; GH —
hormon rasta; TSH - tireotropin; FSH — folikostimuliraju¢i hormon; LH -
luteiniziraju¢i hormon; SL - somatolaktin; MSH - melanotropni hormon; NH —

ziv¢ana vlakna neurohipofize (lzvor: Borella i sur., 2020)

Neurohipofiza nastaje kao izbocina dna diencefalona (infundibulum) koji raste prema dolje
poput drske povezane s mozgom. Sastoji od nemijeliziranih ziv¢éanih vlakana iz
neurosekretornih neurona u mozgu, naroc¢ito onih u hipotalamusu. Obuhvac¢a proksimalni dio
drska hipofize i ziv¢ana vlakna koja ¢ine pars nervosa, rasprostranjena kroz adenohipofizu.

Posebno intezivno se granaju u pars intermedia (Borella i sur., 2020).
2.1.2. Stitnjaca

Tkivo Stitnjace se kod vecine vrsta koStunja¢a moze pronaci rasprSeno U basibranhijalnom
predjelu. Organizirano je, kao i kod ostalih kraljeSnjaka, u obliku folikula koji se sastoje od
jednog sloja epitelnih stanica i okruzuju ekstracelularni lumen pun proteinskog koloida.
Hormoni $titnjace su odgovorni za regulaciju rasta, razvoj u ranoj dobi, metamorfozu i za

neke od aspekata razmnozavanja (Brown 1 sur., 2004).
2.1.3. Ultimobranhijalna zlijezda

Ultimobranhijalna Zlijezda je endokrini organ koji lu¢i hormon kalcitonin, bitan za
mineralizaciju kostiju i homeostazu kalcija, pa stoga svi celjustousti kraljeSnjaci imaju
ultimobranhijalnu zlijezdu ili stanice porijeklom iz ove Zlijezde. Kod vecine koStunjaca se
nalazi kao neparni organ neposredno iza srca, ali kod nekih, kao npr. lososa, Salmo salar, se

javlja bilateralno (Shinohara i Sasayama, 1998).
2.1.4. Interrenalne i kromafine stanice

Istrazivanjima je ustanovljeno da kosStunjate nemaju definiranu nadbubreznu Zlijezdu.
Umjesto kompaktnog organa, funkcije nadbubrezne Zlijezde obavljaju specijalizirane stanice
u bubregu koje se nazivaju interrenalne stanice. Sintetiziraju adrenokortikalne hormone Koji
djeluju prilikom odgovora na stres, a smatraju se za funkcionalni ekvivalent nadbubrezne
Zlijezde sisavaca. Glavni od ovih hormona je kortizol, ¢ije se poviSene razine mogu primjetiti
kod vec¢ine koStunjaca tijekom i nakon stresnih situaciju, poput kontakta s predatorom,

izlaganja zraku, ili izolaciji (Gorelick i Habenicht, 2020).



Osim kortizola, za uspjesnu prilagodbu na akutni stres su potrebni i katekolamini, adrenalin i
noradrenalin, koji se otpustaju iz kromafinih stanica. Porast razine ovih hormona u krvotoku
izaziva niz kompenzacijskih procesa s ciljem ublazavanja utjecaja stresa na fizioloske
funkcije. Neki od utjecaja povisenih katekolamina su: poboljSana izmjena i transport kisika
zbog utjecaja na kardiovaskularne i disne funkcije i funkcije crvenih krvnih zrnaca i slezene.
Kod kostunjaca, veéina kromafinih stanica se nalazi unutar stijenki posteriorne kardinalne

vene, ali su takoder prisutne i u tkivu prednjeg bubrega (Perry i sur., 2003).
2.1.5. Epifiza

Epifiza je endokrina zlijezda koja se moze na¢i u mozgu vecine kraljeSnjaka. Sintetizira
melatonin, hormon male molekularne tezine koji sinkronizira dnevni bioloski ritam, kao §to je
npr. ciklus spavanja i budenja (Gorelick i Habenicht 2020). Istrazivanjima je potvrdena ulogu
ove Zzlijezde u smoltifikaciji, razmnoZavanju i prilagodbi na promjene duljine dana 1 noc¢i

(Esteban i sur., 2006).
2.1.6. Gusteraca

Gusteraca se kod kostunjaca, kao i kod sisavaca, sastoji od egzokrinog i endokrinog dijela.
Endokrini dio je organiziran u obliku Langerhansovih otocic¢a, jednog glavnog i nekoliko
manjih, nepravilno oblikovanih, ¢iji broj varira o vrsti. Langerhansovi oto¢ic¢i sadrze a-stanice
koje proizvode glukagon, pB-stanice koje sintetiziraju inzulin i &-stanice odgovorne za
otpustanje somatostatina. Kod odraslih jedinki, u gusteraci se jo§ mogu nacéi i y-stanice, koje
luc¢e pankreasne polipeptide. Inzulin i glukagon reguliraju koli¢inu glukoze u krvi tako §to
upravljaju s dva nasuprotna dijela metabolizma glukoze, glikogenezom odnosno
glikogenolizom, a somatostatin inhibira njihovo otpustanje iz a, odnosno B-stanica. Osim
toga, inzulin sudjeluje u metabolizmu mnogih drugih biomolekula koje skladiSte energiju, Sto
takoder utjeCe na, tj. spusta, razinu glukoze u krvi (Gorelick i Habenicht, 2020, Kumar i sur.,
2018).

2.1.7. Stanijusova tjeleSca

Stanijusova tjeleSca su jedinstvena za kostunjace i nisu zabiljezena kod visih kralje$njaka.
Nalaze se u potpunosti ili djelomi¢no ugradena u bubreg, a broj im varira ovisno o vrsti.
Odgovorna su za lucenje hipokalcina, homodimerskog glikoproteinskog hormona, Kkoji

upravlja ravnotezom izmedu kalcija i fosfata putem Skrga, crijeva i bubrega. Djelovanjem



ovog hormona moze se smanjiti stopa absorpcije kalcija iz okolne vode kroz $krge ili crijevo
(Karkit i sur., 2019).

2.1.8. Riblje crijevo

Jedno od najvecih endokrinih tkiva kod je riblje crijevo. Endokrine stanice ribljeg crijeva
otpustaju peptidne hormone gastrin i kolecistokin, koji poti¢u otpustanje zelucane kiseline |

enzima gusterace (Evans i sur., 2014).
2.1.9. Urofiza

Urofiza izlucuje urotenzine za koje se smatra da, izmedu ostalog, sudjeluju u regulaciji
krvnog tlaka i osmoregulacije, ali opseg njihovog djelovanja i dalje nije u potpunosti istrazen
(Evans i sur., 2014).



3. ENDOKRINE OSI

Endokrinim sustavom upravljaju sredis$nje osi koje se sastoje od tri komponente: mozdane
komponente - hipotalamusa, anteriornog dijela hipofize i jedne od endokrinih zlijezda kao
npr. Stitnjace ili spolnih zlijezda. Svaka o0s je regulirana mehanizmom povratne sprege
(Kumar i sur., 2018)

3.1. Hipotalamus — hipofiza — gonade os

Hipotalamus, posteriorni dio hipofize i gonade (testisi ili jajnici) ¢ine hipotalamus — hipofiza -
gonade os, koja upravlja reproduktivnim funkcijama (Kumar i sur., 2018). Glavni regulator
ove osi, GnRH, se otpusta u hipotalumusu (Slika 2). Djeluje vezanjem za membranske
receptore adenohipofize, Sto potice lucenje gonadotropnih hormona, folikostimulirajueg i

luteiniziraju¢eg hormona (Corradi i sur., 2016).

Hipotalamus
(GnRH)

*

Hipofiza
(FSHi LH)

Gonade

!

Steroidni
homoni

Slika 2. Grada i regulacija hipotalamus — hipofiza - gonade osi. GnRH - gonadotropin -
oslobadaju¢i hormon, FSH - folikulostimuliraju¢i hormon, LH — luteinizirajuci

hormon (lIzvor: Kumar i sur., 2018)
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Gonadotropini su glavni regulativni hormoni reproduktivnih funkcija. To su glikoproteinski
hormoni ¢ije se molekule sastoji od dvije podjedinice, a i b. Podjedinica a je iste grade kod
gonadotropina i tireotropina, a podjedinica b je varijabilna ovisno o hormonu. (Borella i sur.,
2020).

Kod zenki, FSH je aktivan tijekom rasta oocita i sinteze i inkorporacije vitelogenina, a LH
izaziva lucenje steroidnog hormona indukcije zavr$nog sazrijevanja gameta, koji potice
odvijanje (daljnjih faza) mejoze. Kod muzjaka, FSH, uz pomo¢ androgena 11-
ketotestosterona, potice dijeljenje spermatogonija tijekom ranijih stadija spermatogeneze, a
LH povecava stope sinteze steroidnog hormona indukcije zavr$nog sazrijevanja gameta, koji
regulira kasnije stadije spermatogeneze i odgovoran je za aktivaciju spermatozoida (Borella i
sur., 2020).

Dodatna funkcija gonadotropina je stimuliranje lu¢enja steroidnih hormona u gonadama. Kod
riba, glavni estrogen je 17B-estradiol, koji se ve¢im dijelom otpusta u folikularnim stanicama
u jajnicima, iako moze nastati i u perifernim tkivima aromatizacijom testosterona putem
enzima aromataze. Od androgena, glavni hormoni su testosteron i 11-ketotestosteron (11-KT)
ali se smatra da je 11-KT bioloski aktivniji. lako se androgeni uobicajeno povezuju s
muzjacima, a estrogeni s zenkama, nedavna istrazivanja pokazuju da se i jedan i drugi hormon

mogu pronaci kod oba spola (Evans i sur., 2014).
3.2. Hipotalamus — hipofiza — tireoidna os

Hipotalamus — hipofiza - tireodina o0s je srediS$nji regulacijski mehanizam stani¢nog
metabolizma proteina i ugljikohidrata, kao i katabolizma lipida. Osim toga, sudjeluje u

procesima diferencijacije i dijeljenja stanica i morfogeneze (Zmijewski i sur., 2012).

Regulacija ove osi takoder polazi od hipotalamusa, koji otpusta tireotropin - oslobadajuci
hormon (Slika 3). Ovaj hormon djeluje na hipofizu i stimulira otpustanje tireotropina iz
adenohipofize. Tireotropin je glavni regulator razvoja i funkcija $titnjace i potice lucenje
hormona $titnjace, tiroksina i trijodtironina, bitnih za pravilan rast i razvoj veéine organizama
(Ortiga i sur., 2016). Osim hormonske regulacije, na razine hormona §titnjate mogu utjecati i
hranidbeni ¢imbenici, poput dostupnosti joda, ali i utjecaji iz okolisa poput radijacije,

izlaganja kemikalijama, lijekovima i temperaturi (Kumar i sur., 2018).



Hipotalamus
(TRH)

*]
Hipofiza
(tireotropin)

Hormoni Stitnjace
(T31T4)

Slika 3. Regulacija hipotalamus — hipofiza - tireodne osi. TRH - tireotropin - oslobadajuéi

hormon, T3 - trijodtironin, T4 - tiroksin (Izvor: Kumar i sur., 2018)

Hormone Stitnjace, kao i steroidne hormone, obi¢no krvotokom prenose transportni proteini, a
manje od 1% sveukupne koli¢ine se mogu nac¢i u slobodnom obliku. Od ova dva hormona,
tiroksin se moze nac¢i u puno veé¢im koncentracijama u krvotoku, ali se za trijodtironin smatra
da je aktivni oblik (Evans i sur., 2014).

Ksenobiotici kao, npr. diklor-difenil-trikloroetan, utjecu na Stitnjacu tako §to ometaju sintezu

ili lu¢enje hormona na jednom od nekoliko koraka:

1. inhibicija mehanizama za hvatanje joda (iodine trapping)(tijocijanat ili perklorat)

2. blokada vezivanja joda i spajanja jodotironina koji ¢ini tiroksin ili trijodtironin
(sulfonske kiseline, tiourea, tiamazol (metimazole), aminotiazol)

3. inhibicija luc¢enja jednog od hormona pokretanjem proteolize aktivnih hormona u

koloidnim disperznim sustavima (Carr i O'Harris, 2006).
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3.3. Hipotalamus - hipofiza — interrenalna os

Odgovor na stres kod riba, ali i kod ostalih kraljesnjaka, regulira hipotalamus — hipofiza -
interrenalna os (Slika 4). Hipotalamus, potaknut razli¢itim stresorima, otpusta kortikotropin -
oslobadaju¢i hormon, koji djeluje na hipofizu i stimulira lucenje adrenokortikotropnog
hormona. Ovaj hormon dalje djeluje na prednji bubreg i potic¢e otpustanje kortizola. Kortizol,
u kombinaciji s katekolaminima, omogucava prilagodbu na stres tako §to izaziva nekoliko
fizioloskih promjena, poput ubrzanja rada srca, metabolizma masti i mobilizacije glukoze i

promjena u osmoregulaciji (Srivastava i Reddy, 2020).

Stres

Hipotalamus

(CRF)

Hipofiza
(ACTH)

Kromafine
stanice
(CA)

nterrenalne
stanice
Kortizol

Slika 4. Dijelovanje hipotalamus — hipofiza - interrenalne osi uslijed stresora. CRF -
kortikotropin - oslobadaju¢i hormon, ACTH - adrenokortikotropni hormon, CA -

katekolamini (Izvor: Kime, 1998)

Odgovor na stres kod riba moze se podijeliti u tri faze: primarna, sekundarna i tercijarna.
Primarna faza podrazumijeva neuroendokrini odgovor, tj. otpustanje katekolamina (epinefrina
i norepinefrina) iz kromafinih i kortizola iz interrenalnih stanica. Porast razine ovih hormona
potice sekundarni, fizioloski 1 metaboli¢ki, odgovor tijekom kojeg dolazi do promjena poput

hiperglikemije, vazodilatacije stijenki arterija, povecanja otkucaja srca i smanjene imunoloske
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funkcije. Za prve dvije faze se smatra da omogucuju ribi uspjesnu prilagodbu na stresore i
odrzavanje homeostaze. Ukoliko se organizam ne uspije uspjesno prilagoditi na stres, dolazi
do tre¢e faze, tijekom koje se javljaju promjene funkcioniranja metabolizma nepovoljne po
zdravlje jedinke (Srivastava i Reddy, 2020).
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4. POREMECAJI ENDOKRINOG SUSTAVA BESKRALJESNJAKA

Beskraljesnjaci ¢ine veliku veéinu svih poznatih zivotinjskih vrsta. Ve¢ nekoliko godina su
tema sve veéeg broja istrazivanja i veéina dokaza upucuje na to da okolisne kemikalije mogu
utjecati na signalne procese sli¢éne endokrinima kod ove skupine organizama. Znanje 0
endokrinologiji beskraljesnjaka je najcesc¢e nepotpuno ili ¢ak u nekim slucajevima skoro
nepostojece, Sto otezava definiranje Stetnih utjecaja kemikalija iz okolisa na hormonsku

regulaciju rasta, razvoja, metamorfoze i razmnozavanja (Zou, 2010).

Hormonska regulacija kod ove skupine se prvenstveno odvija putem neuropeptida,
sintetiziranih u specijaliziranim neurosekretornim stanicama, kao npr. racji hiperglikemijski
hormon, koji sintetizira i izlu¢uje X-organ u oc¢noj stapci. Steroidni hormoni su takoder
opisani u tkivu mnogih vrsta, ali njihova uloga i dalje nije u potpunosti jasna. U slucaju
bodljikasa, mekuSaca i rakova, zabiljezena je i in situ sinteza testosterona i nekoliko
steroidnih hormona, a smatra se da sudjeluju u procesima razmnozavanja i rasta (Hester i
Harrison, 1999).

Od ostalih  hormona, kukci, rakovi, plosnjaci, nematodi i aneleidi koriste
,,homosesquiterpenoid epoxides* (,,juvenile hormon*) i ekdisteroide (ekdison, 20 -
hidroksiekdison) za regulaciju reproduktivnih procesa, presvlacenja, hranjenja i ponaSanja.
Rakovi jo$ koriste i metil farnezoat, neoksidirani prekursor , juvenile hormona®, Koji
kontrolira ekdisis. Nijedan od ovih specijaliziranih steroidnih hormona ne postoji kod

kraljesnjaka (Hester i Harrison, 1999).

4.1. Rotiferi

Tijekom Zivotnog ciklusa rotifera dolazi do izmjene izmedu spolnog i partenogenetskog
naCina razmnozavanja. Neoplodena jaja spolne generacije daju muzjake, a oplodena Zenke.
Na pocetku dijela godine u kojem se odvija rast diploidne zenke se izlegnu iz jaja prijasnje

generacije (Zou, 2010).

Istrazivanjima su proucavani utjecaji okolisnih kemikalija na funkcije razmnozavanja kod
rotatorija, Brachionus plicatilis. Rezultati su pokazali da izlaganje jedinki ove vrste razli¢itim
hormonima i neurotransmiterima izaziva promjene u razmnoZavanju. Moze doéi do
usporavanja ili ubrzavanja rasta brojnosti populacije, ovisno o tome djeluje li odredena tvar
inhibitivno (hormon rasta, ljudski korionski gonadotropin, 5 — hidroksitriptamin) il

stimulirajuc¢e (17p-estradiol) na partenogenetsko rezmnozavanje. U slucaju spolnog
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razmnozavanja, uoceno je stimulativno djelovanje pesticida diazinon, fenitrotiona i S -
metoprena na stvaranje trajnih jaja, ali i nize stope izvaljivanja iz ovih jaja. Dodatnim
istrazivanjem s vrstom Brachnionus cayciflorus, takoder o utjecaju pesticida, zabiljeZeni su
negativni utjecaji pentaklorofenola i klorpirosa na efikasnost spolnog razmnozavanja. lako su
to¢ni mehanizmi ometanja kemijske signalizacije i dalje nejasni, iz dobivenih rezultata se
moze pretpostaviti da se radi o ometanju regulacije funkcija razmnozavanja ksenobioticima
(Zou, 2010).

4.2. Mekusci

Endokrini mehanizmi razli¢itih skupina mekusaca su jako razli¢iti, zbog toga §to postoje
velike morfoloske 1 evolucijske razlike unutar ovog koljena. Kod puzeva 1 SkoljkaSa se
neurosekretorna srediSta nalaze u srediSnjem Ziv€anom sustavu, koji je organiziran u cetiri
ganglija: cerebralni, pleuralni, pedalni i abdominalni. Neuropeptidi koje luce bitni su za

regulaciju rasta i razmnozavanja (Zou, 2010).

Jedan od najcesce opisanih primjera utjecaja endokrinih disruptora kod ove skupine je pojava
imposexa ili intersexa kod (morskih) puzeva nakon izlaganja protu-obrastajnim bojama koje
sadrzavaju tributilkositar. Pojam imposex, prvi put je upotrijebljen tijekom ranih 1980-tih,
opisuje nametanje muskih spolnih karakteristika Zzenkama. Izlozene Zenke razviju strukturu
slicnu penisu, vas deferens i zamrSeni gonodukt (Hester i Harrison, 1999). Ova anomalija
spolnog sustava zabiljezena je kod vise od 140 vrsta iz reda Neogastropoda diljem svijeta
(Zou, 2010).

Kod nekih vrsta, poput Tritia obsoleta i Nassarius reticulatus, razvoj muskih spolnih organa
ne uzrokuje reproduktivne smetnje kod Zenki, dok kod drugih vrsti kao npr. Nucella lapillus i
Ocenebra erinaceus izaziva sterilnost, koja nastupa kao posljedica blokiranja genitalne pore
zaplitanjem vas deferensa. Nestajanje puZzeva u podru¢jima intenzivnog pomorskog prometa

se povezuje s pojavom imposexa (Zou, 2010).

Postoje tri teorije koje objasnjavaju okolisnu etiologiju ove abnormalnosti, svaka sa svojim

eksperimentalnim dokazima.

= Prva teorija, jo§ poznata kao testosteron teorija, povezuje maskulinizaciju Zenskih
puzeva nakon izlaganja organokositru s povecanjem razina testosterona u organizmu
(Zou, 2010). Dokazano je da izlaganje zenki mekusaca tributilkositru izaziva porast

razine testosterona u hemolimfi. Ve¢ina dobivenih dokaza upucuje na kompetitivnu
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inhibiciju citokrom P450 aromataze, koja je odgovorna za pretvorbu testosterona u
17p-estradiol, $to vodi do povecanja razine testosterona (Hester i Harrison, 1999).

»= Druga teorija, neuropeptid teorija, se temelji na zapazanjima dobivenim nakon
injektiranja neuropetida APGWamida zenkama, kod kojih zatim dolazi do pojave
imposexa. Prema ovoj teoriji, organokositar izaziva otpustanje neuobicajeno velikih
koli¢ina APGWamida iz neurosekretornih stanica, $to poti¢e razvoj muskih spolnih
organa, koji zatim sintetiziraju androgene potrebne za daljni razvoj i pokretanje
spermatogeneze (Zou, 2010).

= Treca teorija 0 porijeklu imposexa je RXR teorija. Prema ovoj teoriji, nuklearni
retinoid - X receptor (RXR) posreduje u signalizaciji koja vodi do razvoja muskih
spolnih organa. Jedan od novijih dokaza za ovu teoriju je istrazivanje s vrstom Thais
clavigera, u kojemu je kod jedinki izlozenih 9 - cis retinoi¢noj kiselini, prirodnom

ligandu RXR-a, doslo do indukcije imposexa (Zou, 2010).

Dodatnim istrazivanjima na puzevima ustanovljeno je da, osim poremecaja u endokrinoj
signalizaciji, tvari na bazi organokositra uzrokuju i poremecaje u komunikaciji feromonima.
Koriste¢i jedinke prikupljene s mjesta zagadenog organokositrom, a ujedno i sa visokom
ucestalosti pojave imposexa, Straw i Rittschof (2004.) su ustanovili da zahvacene, ali i
nezahvacene Zenke slabije razlikuju muske od Zenskih feromona u vodi, iz ¢ega autori
zakljucuju da izlaganje organokositru moze ugroziti i komunikaciju putem feromona. Osim
poremecaja u komunikaciji, zabiljezili su izostanak reproduktivnih aktivnosti i polaganja jaja

kod morfoloski normalnih puzeva.

Zabiljezeni su i utjecaji endokrinih disruptora na Skoljkase. U jednom istrazivanju, jedinke
plave dagnje, Mytilus edulis, izlozene su povisenim razinama 17p-estradiola tijekom perioda
odvijanja ranijih stadija gametogeneze. Rezultati su pokazali da izlaganje koli¢inama veéim
od 50ng/l izaziva povecanje Koli¢ine sinteziranog vitelogenina, a najvec¢i porast zabiljezen je
kod muzjaka. Medutim, izlaganje jedinki koli¢inama 200ng/l ili ve¢im nije rezultiralo

povecanjem koli¢ine ovog proteina. (Ciocan i sur., 2010).

U dodatnom istrazivanju s vrstom Ruditapes philippinarum dobiveni su sli¢ni rezultati. Kod
jedinki izlozenih nonilfenolu, razine proteina sli¢nih vitelogeninu su takoder bile povisene.
Koli¢ine proteina u hemolimfi su bile oko 1,5 puta, a u probavnoj zlijezdi 4 puta veée nego
kod muzjaka iz kontrolne skupine. Za vrstu Elliptio complanata je takoder zabiljezen porast

razina vitelogenina, ali u ovom slu¢aju doslo je i do promjene udjela spolova, tj. povecanja
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broja Zenki u populacijama u blizini mjesta ispustanja komunalnih voda (Matozzo i Marin,

2005).
4.3. Rakovi
4.3.1. Razmnozavanje

Rakovi se razmnozavaju na dva na¢ina. Primitivni rakovi, kao oni iz skupina Cladocera,
Artemiina, Notostraca i vecina iz razreda Ostracoda, se razmnozavaju partegonetenski i
spolno, a vecina vrsta iz skupine Copepoda i svi pripadnici podrazreda Cirripedia i razreda
Malacostraca samo spolno (Zou i sur., 2010).

Dodson i Hanazoato (1995.) su nakon primije¢enog pada broja muzjaka proveli istrazivanja 0
utjecajima estrogenih kemikalija na diferencijaciju muskog reproduktivnog sustava i
omjerima spolova u populacijama vrsta iz roda Daphnia. Rezultati su pokazali da mnogi
endokrini disruptori, poput endosulfana, prirodnog estrogena, tributilkositra, diklor-difenil-
trikloroetana ili metoksiklora, nemaju uc¢inka na muzjake, a nonilfenol ima ¢ak i stimulirajuéi
efekt na spolnu diferencijaciju. S obzirom na ove rezultata autori su iznjeli zakljucak da se
pad broja muzjaka moze pripisati ometanju signalizacije hormona metil farnezoata od strane

jos neodredene tvari, a ne estrogenih kemikalija.

Octken 1 sur. (2004) su istrazivali koje utjecaje na veliku vodenbuhu, Daphnia magna, ima
izlaganje antiandrogenu ciproteron acetatu. Rezultati su pokazali da izloZene jedinke imaju
nizi fekunditet i smanjene stope rasta. Zbog toga, autori zakljuuju da tvari koje se vezu za

androgene receptore kraljesnjaka mogu biti toksi¢ne i za rakove.

Dodatno istrazivanje se bavilo utjecajem endokrinih disruptora kod dekapodnih rakova iz
podreda Brachyura, vrste Uca pugilator. Morfoloski normalne jedinki ove vrste imaju
izraZzen spolni dimorfizam. Karakteristike tipicne za muzjake su asimetri¢na klijesta i uzak
abdomen, a za zenke mala klijesta i Sirok abdomen. Zabiljezena su Cetira razli¢ita oblika
devijacije od ovog obrasca. U jednom od oblika, jedinke imaju $irok abdomen, pleopode
zenskog tipa i asimetri¢na klijesta, u drugom simetri¢na i poveéana klijesta, a abdomen i
pleopode karakteristicne za zenke. U tre¢em slucaju, radi se o jedinkama blago asimetri¢nih
klijesta, s prijelaznim izgledom abdomena, pleopodijima kod muzjaka i gonoporama
(gonopores) kao kod zenki. U zadnjem, tj. Cetvrtom, sluc¢aju opisane jedinke imaju nepravilna
1 blago asimetri¢na klijesta, s prijelaznim oblikom abdomena i pleopode muSkog i Zenskog

tipa. To¢ni uzroci nastanka ove pojave su i dalje nepoznati (Zou, 2010).
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Poremecaji spolne diferencijacije su opisani i kod gonohoristickih vrsta iz roda
Harpacticoida. Jedinke s obiljezjima oba spola, tj interseksualne, su zabiljezene u blizini
mjesta ulijevanja komunalnih voda. Trenutno nema dokaza koji upucuju na to da su ove

promjene rezultat djelovanja estrogenih tvari (Zou, 2010).

Dodatni primjer nepravilne spolne diferencijacije zabiljezen je kod vrste Geothelphusa
dehaani. Zahvacene jedinke iskazuju morfoloske znacajke muzjaka, ali s spolnim otvorima
zenki. Ucestalost pojavljivanja ove nepravilnosti je bila izmedu 8 i 32%, a za uzrok se smatra
dugoroc¢na izlozenost zasad neodredenoj okolisnoj kemikaliji. Pretpostavlja se da do razvoja
abnormalnih spolnih znacajki ne dolazi tijekom ranijih razvojnih stadija nego tek nakon

nastupanja spolne zrelosti (Zou, 2010).

Dodatno istrazivanje se bavilo negativnim promjenama kod vrste Carcinus maenas. Jedinke s
nekoliko promatranih lokacija iskazuju morfometrijske abnormalnosti kao §to su promjena
duljine pleopoda ili prosirenje abdomena. Zabiljezene su i fizioloske promjene poput
prisutnosti proteina sli¢nih vitelogeninu u hepatopankreasu muzjaka ili povecanja razina
ekdisteroida. Toc¢ni uzroci ovih morfometrijskih i fizioloskih promjena su nepoznati, ali
pretpostavlja se da nisu povezane s prisutnos¢u estrogenih tvari u okolnoj vodi jer ranije
provedena istrazivanja upucuju na to da hormoni kraljeSnjaka ne utje¢u na reproduktivne
funkcije rakova. Do feminizacije muzjaka najvjerojatnije dolazi zbog indirektnih utjecaja
trenutno nepoznatih tvari na signalizaciju hormona metil farnezoata i hormona androgene
zlijezde (androgen gland hormone). U sklopu istog istrazivanja promatrani SU jo$ i ucinci na
signalizaciju putem feromona, za koje se smatra da posreduju pri privla¢enju muzjaka i zenki.
Muzjaci s odredenim stupnjem morfoloSke i/ili fizioloske feminizacije su iskazivali slabiji

odgovor na podrazaj spolnim feromonima nego oni s kontrolne lokacije (Zou, 2010).

Provedeno je i istrazivanje o utjecajima endokrinih disruptora na omjer muzjaka i zenki kod
obi¢nog rakuSca, Gammarus pulex. Populacije koje obitavaju u blizini mjesta otpustanja
komunalnih voda iskazuju promijenjen omjer muzjaka/zenki, s puno ve¢im udjelom muzjaka.
Kod Zenki s ove lokacije je uocen nepravilan razvoj oocita i nepravilna distribucija zumanjka,
a kod muzjaka su zabiljeZzene alometrijske promjene odnosa duljine tijela i gnatopoda i/ili
duljine tijela i genitalne papile. Smatra se da je uzrok promjena u morfologiji muZjaka
ometanje signalizacije androgenim hormonima, a narusavanje tijeka oogeneze kod Zenki
vjerojatno nastupa uslijed djelovanja tvari koje oponasaju steroidne hormone i mogu stupiti u

interakciju s signalizacijom ekdisteroidima (Zou, 2010).
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4.3.2. Presvlacenje

Da bi ostvarili normalan rast, rakovi moraju periodi¢no presvlaciti svoj egzoskelet. Proces
presvlacenja reguliran je multihormonalnim sustavom. Kod vrsta iz razreda Malacostraca,
ekdisteroidni hormoni sintetizirani iz Y-zlijezde, djeluju stimuliraju¢e, a hormon inhibicije
presvlacenja, peptid porijeklom iz X-organa, inhibirajuce. S obzirom na vaznost presvlacenja
za normalan razvoj rakova, sve viSe istrazivanja se bavi mogucnosti utjecaja endokrinih
disruptora na ovaj proces. Veéina dosada promatranih tvari djeluje inhibiraju¢e, a samo

nekoliko stimuliraju¢e (Zou, 2020).

Jedan od mehanizama pomocu kojih ksenobiotici mogu omesti proces presvlacenja je
promjena razina ekdisteroida. Laboratorijskim istrazivanjima s Kineskim rakom, Eriocheir
sinensis, utvrdeno je da izlaganje bakru pri okolisSno znacajnim koncentracijama rezultira
snizenim koncentracijama 20-hidroksiekdisona. U drugom istrazivanju, zabiljezena je
znacajna odgoda presvlacenja kod jedinki vrste Americamysis bahia uzrokovana snizenim
razinama 20-hidroksiekdisona. Sli¢ni rezultati su dobiveni i uslijed djelovanja kepona,
organokloriranog insekticida, kod Macrobrachium rosenbergii. Jedinke izlozene ovoj tvari su
takoder iskazivale smanjene razine 20-hidroksiekdisona i aktivnosti hitinolitiCkog enzima N-

acetilglukozamina (Zou, 2020).

Zabiljezeni su i suprotni rezultati, tj. povecanje razina ekdisteroida uslijed djelovanja
endokrinih disruptora. lIzlaganje vinklozolinu ili bisfenolu-A rezultira pove¢anim razinama
20-hidroksiekdisona kod podrumske babure, Porcellio scaber, ali samo u slu¢aju bisfenola-A
je doslo i do i stimulativnog djelovanja na sam proces presvlacenja, dok vinklozolin djeluje
inhibirajuce (Zou, 2020).

Osim promjene razina ekdisteroida, negativni utjecaji endokrinih disruptora mogu biti i
rezultat ometanja signalizacije ekdisteroidima u epidermisu. Kod jedinki vrste Uca pugilator
uocena je slabija signalizacija ovim hormonima nakon izlaganja endosulfanu i polikloriranim
bifenilima. U dodatnom istrazivanju 0 utjecaju pesticida, ispitivani su utjecaji tebufenozida i
fenoksikarba na ameri¢kog hlapa, Homarus americanus. Rezultati su pokazali da se obe
promatrane tvari mogu vezati za ekdisteroidni receptor ove vrste, tebufenozid s visim, a
fenoksikarb s nizim afinitetom, $to autori ujedno i smatraju uzrokom, ili jednim od uzroka,

odgode presvlacenja (Zou, 2020).
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5. POREMECAJI ENDOKRINOG SUSTAVA RIBA

Djelovanje endokrinih disruptora je najopseznije opisano kod riba (Matthiessen, 2003).
Najbolje su evidentirani negativni utjecaji na reproduktivne sustave poput pada broja gameta,
razvoja hermafroditizma, pada/porasta gonadosomatskog indeksa, ometanja sinteze steroidnih
hormona, feminizacije muzjaka i pada vijabilnosti gameta, tj. snizene pokretljivosti i
fertilnosti spermatozoida kod muzjaka i inhibicija razvoja i/ili sazrijevanja oocita i pojava
apoptotskih ili autofagnih procesa kod Zenki. Osim efekata na reproduktivni sustav, EDC
mogu dovesti i do narusavanja funkcija Stitnjace, imunoloSkog sustava ili djelovati na razini

gena (Srivastava i Reddy, 2020).
5.1. Reproduktivni sustav

Abnormalne funkcije reproduktivnog sustava riba mogu biti rezultat ometanja endokrinih
funkcija hipotalamusa, hipofize i gonada ili promjena aktivnosti enzima odgovornih za

deaktivaciju steroidnih hormona u jetri (Hester i Harrison, 1999).

U slucaju hipotalamusa i hipofize, dobivanje jasnih podataka oteZava njihova mala veli¢ina i
nepristupacnost, ali iz provedenih podataka se moze jasno zakljuciti da neke tvari, poput
teSkih metala, organokloriranih i karbamatnih pesticida, djeluju toksi¢no na ova tkiva.
Toksi¢ni ucinci na hipotalamus izazivaju ostecenje neurona odgovornih za otpustanje GnRH
Sto rezultira reproduktivnim neuspjehom, tj. nepravilnim funkcioniranjem jajnika i testisa.
Mnoge druge tvari, kao Sto su organoklorirani i organofosforni pesticidi, cijanid, policiklicki
aromatski ugljikovodici, poliklorirani bifenili, kadmij i ziva, djeluju negativno na hipofizu i
izazivaju propadanje sekretornih stanica i pad lu¢enja gonadotropnih hormona. Negativni
utjecaji na hipofizu mogu jo$ nastati i reme¢enjem mehanizma povratne sprege, koji regulira

razinu steroidnih hormona u krvnoj plazmi (Hester i Harrison, 1999).
5.1.1. Reproduktivni sustav muzjaka

Jedan od najrasirenijih utjecaja kemikalija iz okoliSa na reproduktivni sustava muzjaka je
indukcija vitelogenina. Ova pojava je odlican biomarker za otkrivanje izlaganja estrogenim
kemikalijama koje djeluju na receptor za estrogen u jetri, a mozZe izazvati i reproduktivne
smetnje kod zahvacenih muzjaka. Osim reproduktivnih poteskoca, moze do¢i i do povecanja
jetre i oSteCenja bubrega, do kojih dolazi zbog sinteze odnosno sekrecije ovog proteina
(Matthiessen, 2003).
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Lye i sur. (1997) su proveli istrazivanje o utjecaju estrogenih tvari na muzjake iverka,
Platichthys flesus, u blizini mjesta ispustanja otpadnih voda. Rezultati su pokazali prisutnost
vitelogenina kod 20% proucavanih jedinki, s najnizim zabiljezenim razinama kod jedinki
ulovljenih najdalje od mjesta ispusStanja otpadnih voda. Daljnjim istrazivanjima s istom
vrstom utvrdena je prisutnost ovog proteina kod jedinki s 13 razlicitih lokacija (estuarija), a

kolicine u krvi iznosile su do 20mg/ml plazme (Matthiessen, 2003).

U slucaju vrste Pleuronectes vetulus, sinteza vitelogenina je zabiljezena kod vise od 50%
muzjaka s podrucja zagadenog organokloriranim spojevima. Sli¢ni rezultati su dobiveni i za

cipola batasa, Mugil cephalus (Matthiessen, 2003).

Prema podatcima za igluna, Xiphias gladius, jedinke iz okolice Sicilije imaju nekoliko puta
vise razine vitelogenina i zona radiata proteina nego one ulovljene u blizini Azorskih otoka.
Istrazivanje se temeljilo na manjem broju jedinki, ali autori zakljucuju da se koli¢ine ovih
proteina povecavaju s staro$¢u zivotinje, do ¢ega vjerojatno dolazi zbog bioakumulacijskih
svojstava lipofilnih estrogenih tvari. Sli¢éno povecanje nije primje¢eno kod ranije spomenutog
Platichthys flesus, kod kojeg i mladi primjerci imaju relativno visoke koli¢ine tvari u odnosu

na starije (Matthiessen, 2003).

Pored indukcije vitelogenina, dodatni ucéinak endokrinih disruptora moze biti i
inhibicija/stimulacija otpustanja steroidnih hormona. Do promjena u lucenju hormona dolazi
ometanjem regulacije osi hipotalamus — hipofiza - gonade ili promjenama metabolizma i
eksrecije. Jedan od primjera pada razina testosterona opisan je kod jedinki vrste Fundulus
heteroclitus izlozenim otpadnim vodama tvornice celuloze. Pretpostavlja se da je uzrok
snizenim razinama hormona jedan ili viSe medusobno neovisnih mehanizama poput ometanja
otpustanja gonadotropina, smanjene dostupnosti kolesterola i/ili inhibicija enzima uklju¢enih
u sintezu spolnih hormona. Pad koli¢ine androgena u krvnoj plazmi je zabiljeZen i kod grgeca,
Perca fluviatilis, takoder u blizini tvornice celuloze. Kod ovih jedinki je primjecena i
demaskulinizacija, koja se vjerojatno moze pripisati nizoj razini testosterona (Matthiessen,

2003).

Prilikom istraZivanja s pastrvskim grge¢om, Micropterus salmoides, dobiveni su drugadiji
rezultati. Nakon dvadesetdnevnog izlaganja atrazinu uocene su povisene razine steroidnih
hormona, 11-ketotestosterona kod muzjaka i estrogena kod Zenki. Medutim, ukoliko se uz
atrazin doda jo§ jedna kemikalija, poput klordana, dolazi do smanjenja stope sinteze
testosterona (Carr i O'Harris, 2006).
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Dodatna istrazivanja su se bavila moguénosti utjecaja ksenobiotika na razvoj gonada. U
sluCaju vrsti Zoarces viviparus i Platichthys flesus, zabiljeZzena je prisutnost ovotestisa kod
15-20% muzjaka s nekoliko promatranih lokacija. U ovotestisima su se redovno mogle opaziti
primarne, a ponekad i sekundarne oocite. Kod Pomatoschistus minutus s istih lokacija nije
utvrdena prisutnost ovotestisa niti indukcija vitelogenina, ali kod velikog broja muzjaka, na
nekim lokacijama ¢ak i do 75%, dolazi do nepravilnog razvoja urogenitalne papile. In vitro
eksperimentima s mladi ove vrste dokazano je da izlaganje 17p-estradiolu u trajanju od 32
tjedna, tj. do odrasle dobi, rezultira ovim poremecajem, iz ¢ega se moze pretpostaviti da je
uzrok ove nepravilnosti djelovanje estrogenih kemikalija. S obzirom na dobivene rezultate,
autori zakljuCuju da izostajanje indukcije vitelogenina i ovotestisa, uz istovremeni nepravilni
razvoj urogenitalne papile znaci razli¢iti odgovor ove vrste na estrogene kemikalije. Dodatni
primjeri blazeg oblika indukcije indukcije ovotestisa se mogu pronaci na vise lokacija diljem
svijeta, poput Pseudopleuronectes yokohamae u Japanu ili Xiphias gladius u Mediteranu. U
ovim slucajevima, radi se o prisutnosti manjeg broja primarnih oocita u inace morfoloski

normalnom tkivu testisa (Matthiessen, 2003).

Indukcija ovotestisa je primjer djelomicnog iskazivanje zenskog fenotipa kod genetskih
muzjaka, ali moguce je i da dode do potpune promjene fenotipa, tj. pojave morfoloskih zenki
s genotipom muZjaka (Matthiessen, 2003). Jedan primjer ove pojave je opisan kod
kraljevskog lososa, Oncorhynchus tshawytscha. Kod veceg broja fenotipskih Zenki
prikupljenih iz prirode (do 84%) se mogao primjetiti genetski marker za Y kromosom, Koji
nije bio prisutan kod prisutan kod jedinki iz uzgajalista. Autori zakljuuju da su Zenke s
muskih genotipom pretrpile promjenu spola, Sto bi moglo rezultirati stvaranjem abnormalnog
YY genotipa. Ovaj genotip bi mogao imati isklju¢ivo muSko potomstvo i potencijalno

znacajno promjeniti omjere spolova u populacijama (Nagler i sur., 2001).
5.1.2. Reproduktivni sustav zenki

Ometanje reproduktivnog sustava zenki ksenobioticima nastupa na isti nac¢in kao i kod
muzjaka. Negativne promjene mogu biti uzrokovane narusavanjem funkcija hipotalamusa ili
hipofize, promjenama strukture jajnika ili inhibicijom/stimulacijom sinteze steroidnih
hormona. Osim navedenih nepravilnosti, moze do¢i i do pada sveukupne koli¢ine
sintetiziranog vitelogenina i posljedi¢no nedovoljne koli¢ine zumanjka za oocite (Kime,
1998).
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Jedna od najcesc¢ih promjena uzrokovana djelovanjem endokrinih disruptora je nepravilan
razvoj jajnika, do kojeg dolazi nedostatnom stimulacijom gonadotropinima ili steroidnim
hormonima ili direktnim citotoksi¢nim djelovanjem na oocite. U ovariju se obi¢no moze
primjetiti pad broja jajnih stanica s zumanjkom uz istovremeni porast nezrelih oocita, iz ¢ega
se da naslutiti da je uzrok poremecaja povezan s ometanjem funkcija hipofize. Neke od tvari
¢ije djelovanje izaziva ovu nepravilnost su: teski metali, organoklorirani, organofosforni i
karbamatni pesticidi, policiklicki aromatski uglikovodici i poliklorirani bifenili (Hester i
Harrison, 1999).

Provedeno je nekoliko istrazivanja 0 utjecaju teskih metala na oogenezu. lzlaganje vrste
Trichogaster fasciata arsenu rezultira zastojem oogeneze u drugom stadiju, atrezijom i
povec¢anom koli¢inom unutar folikularnog prostora. Nije utvrdeno je li uzrok zastoja ometanje
funkcija hipofize ili pad razina estrogena koji rezultira nizom stopom sinteze vitelogenina.
Kod vrste Monopterus albus, kadmij takoder izaziva zastoj oogeneze. Osim zastoja oogeneze,
opisana je jo$ i nekroza i fibroza lamelarnih stijenki i propadanje strukture jajnika. Sli¢ni
rezultati dobiveni su i prilikom eksperimenta s Micropogonias undulatus u kojemu je
izlaganje olovu izazvalo slabiji razvoj jajnika. Dodatni primjer je istrazivanje provedeno s
vrstom Channa punctata u kojemu je kod jedinki izloZenih ziva (II)-kloridu doslo do
oStecenja oocita u ranijim stadijima, a atreziju onih u stadiju vitelogeneze ili kasnijem. Za
razliku od kadmija, ziva (I1) Klorid ne utje¢e na proces inkorporacije vitelogenina u jajne
stanice (Kime, 1998).

Dodatna skupina kemikalija s negativnim djelovanjem na proces oogeneze su organoklorirani
pesticidi. Istrazivanjem s mozambickom tilapijom, Oreochromis mossambicus, dokazano je
da diklor-difenil-trikloroetan moze izazvati nepravilnosti tijekom o0ogeneze, snizeni
gonadosomatski indeks, nepravilnu strukturu stijenke jajnika i raspadanje strukture jajnika.
Kod oocita u ranijim stadijima razvoja mogla se primjetiti vakuolizacija i granularna
struktura, a kod onih u kasnijim stadijima deformiranost i prisutnost vitelogenina granularne
strukture. Sve nepravilnosti bi postupno pocele nestajati nakon vracanja ribe u
nekontaminiranu vodu. U drugom istrazivanju zabiljeZeno je da endosulfan uzrokuje smanjeni
promjer i deformacije oocita, nekrozu i fibrozu vezivnog tkiva i prosirenje krvnih zila kod

Rasbora daniconius (Kime, 1998).

Ometanje oogeneze je zabiljezeno i kod vrste Parophrys vetulus. Ovariji promatranih jedinki
nisu mogli nastaviti proces oogeneze dalje od perinuklearnog ili ranog previtelogenog stadija.

Osim inhibicije razvoja, uocene su upalne lezije i nakupine makrofaga u jajnicima jedinki s
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kontaminiranih lokacija. Sva mjesta s kojih su jedinke prikupljene sadrzavala su velike
koli¢ine policiklickih aromatskih ugljikovodika i polikloriranih bifenila, ali vjerojatno i drugih
zagadivala (Kime, 1998).

Najcesc¢i uzroci inhibicije oogeneze je nemogucénost sinteze dovoljne koli¢ine ili inkorporacije
vitelogenina. Do ovog poremecaja moze doéi uslijed disfunkcije jetre, ali vjerojatniji razlog je
nedostatak 17p-estradiola, koji je neophodan za uspje$nu stimulaciju vitelogeneze. Smanjene
razine ovog hormona mogu biti rezultat ometanja enzimatskih funkcija folikula ili slabijeg

otpustanja gonadotropina uslijed ometanja kompleksa hipotalamus-hipofiza (Kime, 1998).

Provedeno je istraZivanje o utjecaju pesticida diklor-difenil-trikloroetana na mozambicku
tilapiju. Rezultati su pokazali snizene razine androgena i estrogena kod jedinki izlozenih
koli¢ini od 0.001 mg/l. Sli¢ni rezultati su dobiveni i za bodljastog soma, Heteropneustes
fossilis. Izlaganje jedinki ove vrste lindanu, jo§ jednom od organokloriranih pesticida, pri
koli¢inama od 16mg/l takoder rezultira snizenim koncentracijama testosterona i 17p3-
estradiola, ali i njihovog prekursora, 17a-hidroksiprogesterona. Ukoliko bi se zahva¢enim
ribama ubrizao gonadotropin - oslobadajué¢i hormon sisavaca ili Mystus GtH razine steroidnih
hormona bi porasle, iz ¢ega se da zakljuciti da se radi o inhibiciji na razini hipofize (Kime,
1998).

Sli¢ni rezultati su dobiveni i U Slucaju industrijskih kemikalija, tj. polikloriranih bifenila.
Koncentracije androgena, estrogena i kortikosteroida u krvnoj plazmi kod kalifornijske
pastrve, Oncorhynchus mykiss, bile su snizene nakon izlaganja jednoj od ovih tvari. S
obzirom da je aktivnost mikrosomalnih enzima u jetrenim stanicama bila poviSena, a i
obrnuto proporcionalna razinama steroidnih hormona u krvnoj plazmi, pretpostavlja se da je
primje¢eni pad koli¢ina rezultat ubrzane razgradnje hormona u jetri. Sli¢ni rezultati su
dobiveni i za vrstu Micropogonias undulatus. Dodatnim in vivo istrazivanjima je pronadena i
inhibicija sinteze estrogena kod pacifickog iverka, Lepidopsetta bilineata, i kod
Hippoglossoides elassodon. Medutim, zabiljeZeni su i suprotni rezultati. Kod vrste Parophyrs
vetulus, jedinke prikupljene s lokacije takoder zagadene jednim od polikloriranih bifenila
iskazivale su snizene koli¢ine 17p-estradiola u krvnoj plazmi. Koli¢ine ovog hormona su bile
obrnuto proporcionalne s aktivnosti aril ugljikovodi¢ne hidroksilaze u jetri i razinama
fluorescentnih aromatskih ugljikovodika, ali proporcionalne razinama polikloriranih bifenila.
Autori zakljuéuju da je ovaj rezultat, suprotan od ranije opisivanih, rezultat interakcija ostalih

zagadivala s ribom i polikloriranim bifenilima (Kime, 1998).
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Dodatno istrazivanje se bavilo utjecajem olova na razine steroidnih hormona Micropogonias
undulatus. Rezultati su pokazali da ovaj element izaziva pad razina testosterona i 17p-
estradiola u krvnoj plazmi. Tijekom in vitro eksperimenta uoceno je da uslijed izlaganja tkiva
jajnika olovu dolazi do porasta sinteze 17p-estradiola iz ¢ega autori zakljucuju da je uzrok
pada razina steroidnih hormona ometanje funkcija hipotalamusa/hipofize (Kime,1998).

lako se moze pronaci puno primjera o utjecajima ksenobiotika na oogenezu i razine steroidnih
hormona, manji broj istrazivanja se bavio moguéim promjenama tijekom zavr$nih stadija
oogeneze, ovulacije i mrijeS¢enja. U slucaju mrijeSéenja, ¢esto moze doci do vremenske
odgode uslijed dugorocne izlozenosti nekoj kemikaliji. Negativni utjecaji ove odgode mogu
biti posebno izrazeni ukoliko dode do nepoklapanja perioda obilja hrane i pocetka aktivnog
hranjenja, $to rezultira slabijim prezivljavanjem li¢inki. Moze do¢i 1 do pada kvalitete jajnih

stanica ukoliko se predugo zadrzavaju u tijelu ribe (Kime, 1998).

Provedenim istrazivanjem 0 utjecajima cinka na mrijeS¢enje zebrice, Danio rerio,
ustanovljeno je da izlaganje ovom elementu uzrokuje odgodu mrijes¢enja. U slu¢aju bakra,
izlaganje velikog bucnja, Lepomis macrochirus, izaziva potpunu obustavu razmnoZzavanja
(Kime, 1998).

Dodatna istrazivanja proucavala su utjecaj pesticida na stadij zavrSnog sazijevanja oocita.
Kod vrste Mystus vittatus zabiljeZzen je pad broja oocita s periferno lociranom jezgrom od 20 -
30% nakon izlaganja pesticidima malationu, tetraklorvinfosu, i klorfenvinfosu. U dodatnom
istrazivanju o utjecajima malationa 1 endosulfana dobiveni Su sli¢ni rezultati. Broj oocita s
periferno lociranom jezgrom je u ovom slucaju pao s 41% (kontrolna skupina) na 18% i 26%

za malation, odnosno endosulfan (Kime, 1998).

Osim utjecaja endokrinih disruptora na razvoj gonada i mrijeS¢enje, bitno je sagledati i
su ukupna koli¢ina jajnih stanica i koli¢ina vitelogenina po 00citi, koja odreduje veli¢inu i
sposobnost prezivljavanja svake li¢inke. Putem vitelogenina se okoliSne kemikalije mogu
inkorporirati u embrij i sniziti stope izvaljivanja i prezivljavanja do prvog hranjenja. Nakon
prvog hranjenja ksenobiotici mogu dospjeti u li¢inke i putem hrane, a mogu¢ je i unos putem
vode (Kime, 1998).

Monosson i sur. (1994) su proveli istrazivanje o utjecajima polikloriranih bifenila na
mrijeséenje i li¢inke vrste Morone americana. Rezultati su pokazali da injekcije ,,3,3',4,4'-

tetrachlorobiphenyla“ davane neposredno pred sezonu mrijes¢enja izazivaju pad stope
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prezivljavanja li¢inki, nepravilnosti i zastoj oogeneze, inhibiciju razvoja jajnika i snizene
koli¢ine steroidnih hormona 1 sveukupno sintetiziranog vitelogenina. Nisu zabiljezeni
negativni utjecaji na stope izvaljivanja, duzinu tijela pri izvaljivanju ili rast li¢inki do petog
dana nakon izvaljivanja, ali s porastom doze zabiljeZzena je niza razina prezivljavanja do
otvaranja usta (sedmi dan). Kod Zenki tretiranih sa 0,5 - 1 mg/kg stope prezivljavanje su bile

snizene, a kod onih tretiranih s 1 - 5 mg/kg iznosile su 0%.

Dodatna istrazivanja su provedena o utjecaju pesticida. Izlaganje diklor-difenil-trikloroetanu
izaziva visok mortalitet, nepravilnu gastrulaciju i ceste deformacije kraljesaka kod mladi
americkog iverka, Pseudopleuronectes americanus. Djelovanje iste tvari kod vrste
Genyonemus lineatus rezultira snizenim fekunditetom i padom broja jedinki kod kojih dolazi
do mrijesta (Matthiessen, 2003). Izlaganje gupija, Poecilia reticulata, koli¢inama temefosa od
0,5mg/kg rezultira padom sveukupnog broja jajnih stanica, dok fenitrotion u koli¢inama od
1mg/l uzrokuje prestanak razvoja embrija (Kime, 1998).

U vedini istrazivanja o utjecaju pesticida koristi se dugoro¢no izlaganje konstantnoj koli¢ini
neke tvari, $to ne odgovara u potpunosti stvarnoj situaciji jer se vecina pesticida otpusta
periodi¢no. Da bi se bolje razumjeli mehanizmi aktivni prilikom kratkog izlaganja visokim
koli¢inama, poput onog u prirodi, proveden je eksperiment s vrstom Jordanella floridae u
kojemu su jedinke izlagane 1,8 mg/l metoksiklora u trajanju od 2 sata. Sveukupna koli¢ina
jajnih stanica bila je 87% niza, a stopa izvaljivanja 33% niza nego kod jedinki iz kontrolne

skupine, ali nije zabiljezen veéi broj nepravilno razvijene mladi (Kime,1998).

Zabiljezena je i maskulinizacijom Zenki uslijed djelovanja endokrinih disruptora. Razvoj
sekundarnih spolnih obiljezja i reproduktivnog ponasanja muzjaka je zabiljeZzen kod zenki
gambuzije, Gambusia affinis, s zagadene lokacije u blizini ispusta otpadnih voda pogona za
preradu celuloze. Sekundarno spolno obiljezje muZjaka ove vrste su izduZene SipCice
podrepne peraje koje na jednom mjestu tvore 1 gonopodij. Ovaj organ se uobicajeno ne nalazi
kod Zenki, ali je prisutan kod onih izloZenim sinteti¢kim androgenima i odredenim tipovima
otpadnih voda (Kime, 1998). Maskulinizacija Zenki je =zabiljezena i kod koljuske,
Gasterosteus aculeatus, ali u ovom slu¢aju radi se o samo nekoliko jedinki iz populacija koje

obitavaju u blizini ispusta komunalnih voda (Matthiessen i Weltje, 2015).
5.2. Stitnjaca i interenalne i kromafine stanice

Funkcije jo§ najmanje dvije endokrine Zlijezde, Stitnjace i interrenalnih i kromafinih stanica

(ekvivalent nadbubrezne Zlijezde sisavaca), mogu biti narusene djelovanjem kemikalija iz
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okolisa. Interrenalne i kromafine stanice su odgovorne za uspjesnu prilagodbu na stres, a
hormoni §titnjace sudjeluju u nekoliko procesa poput razvoja neuroloskog sustava, regulacije
metabolizma, smoltifikacije i metamorfoze kod plosnatica. Narusavanje funkcija ovih zlijezda
najéeS¢e nastupa istovremeno, a razlog tome su njihove brojne medusobne interakcije
(Matthiesen, 2003).

5.2.1. Stitnjaca

Jedan od primjera narusavanja funkcija Stitnjace ksenobioticima je zabiljezen za Fundulus
heteroclitus s lokacije zagadene teskim metalima, polikloriranim bifenilima i diklor-difenil-
trikloroetanom. U odnosu na jedinke iz kontrolne skupine, ribe s promatrane lokacije su
sporije, otezano love plijen i izbjegavaju predatore. Od fizioloSkih promjena zabiljezeno je
poveéanje veli¢ine folikula StitnjaCe i porast razine tiroksina. Autori smatraju da je
narusavanje pravilnog funkcioniranja hormona Stitnjace uzrok povecanju stanica, a porast
razine tiroksina pripisuju ometanju funkcija kortizola, koji je odgovoran za proces pretvorbe
ovog hormona u trijodtironin. Reproduktivne nepravilnosti nisu zabiljeZene, vjerojatno jer su
gamete 1 embriji razvili neku vrstu otpornosti na zagadivala (Matthiesen, 2003). Sli¢ni
rezultati su zabiljeZeni i kod vrsta Cymatogaster aggregata i Leptocottus armatus. Kod
jedinki s lokacije zagadene polikloriranim bifenilima su zabiljeZene nize razine tiroksina i

promjene odnosa trijodtironin:tiroksin (Matthiessen i sur., 2018).

Dodatno istrazivanje se bavilo mogucnosti utjecaja pesticida na vrstu Channa punctata.
Rezultati su pokazali da organofosforni pesticidi fenitrotion i karbofuran mogu izazvati
smanjenje promjera folikula stitnjace i pad koli¢ine koloida, ali i povecanje debljine epitela
StitnjaCe. Promjene strukture ove Zlijezde nastajale su progresivno i mogle su se po prvi put
primjetiti 30 dana od pocetka izlaganja. U slucaju organokloriranih pesticida, provedeno je
istrazivanje o utjecajima diklor-difenil-trikloroetana na vrstu Oreochromis mossambicus.
Jedinke izloZzene ovoj tvari su razvile gusavost i hipertrofiju s velikim brojem neaktivnih
stanica Stitnjace. Nastale promjene bile su reverzibilne i nestale bi u potpunosti nakon 20 dana

u nekontaminiranoj vodi (Kime, 1998).

Nakon $to je primije¢en veci broj jedinki s simptomima hiperplazije, hipertrofije i guSavosti
StitnjaCe, provedeno je istrazivanje na srebrnom lososu, Oncorhynchus kisutch.. Prema
izvjeStajima s promatranog podrudja, svaka riba uhvacena od sredine 1970-tih godina
pokazivala je ove simptome. Prvenstveno se smatralo da je uzrok ovom poremecaju

nedostatak joda, ali autori su usporedili sastav ishrane s ishranom jedinki iste vrste iz mora i
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zakljucili da je sastav joda isti, tj. da nedostatak ovog elementa ne moze biti uzrok poremecaju
(Kime, 1998).

Nakon ishrane, kao uzrok su predlagani ksenobiotici, koji se mogu na¢i u tkivu riba s te
lokacije, ili zagadenje. Medutim, izlaganje potpuno zdravih Oncorhynchus Kkisutch i
Salvelinus namaycush mjesavini kemikalija sli¢énoj onoj pronadenoj u tkivu riba nije izazvalo
povecanja Stitnjace. U dodatnom istrazivanju, koje ide u prilog teoriji o ksenobioticima, kod
Stakora hranjenih mesom riba s ovog podrucja se takoder javila guSavost. Od ostalih faktora,
autori su pronasli korelaciju izmedu stupnja eutrofikacije i povecanja Stitnjace. lako tocan
uzrok ove pojave nije odreden, iz dobivenih rezultata se vidi da zagadenje doprinosi

narusSavanju funkcija Stitnjace (Kime, 1998).

Promatrani su i potencijalni utjecaji ksenobiotika na proces smoltifikacije i prilagodbe na
morsku vodu kod mladi atlantskog lososa, Salmo salar. Rezultati su pokazali da neke
kemikalije, poput polikloriranih bifenila i nafte, mogu omesti uobicajene obrasce lucenja
hormona S§titnjate u premigratornom razdoblju i1 smanjiti stope prezivljavanja mladi po
dolasku u morsku vodu, a druge kemikalije, poput teSkih metala, ometaju proces
smoltifikacije odgodom porasta razina tiroksina potrebnog za uspjesno odvijanje 0ovog

procesa (Kime, 1998)

Dodatna istrazivanja su provedena o utjecajima kemikalija iz okoliSa na razine/otpustanje
hormona §titnjace. U slucaju teSkih metala, za vrstu Oreochromis mossambicus utvrdeno je da
izlaganje kadmiju rezultira poviSenim razinama tiroksina i trijodtironina. Kod vrste
Oncorhynchus mykiss dobiveni su druk¢iji rezultati s istim elementom. Nakon kratkog
izlaganja (2-4 sata) zabiljezen je porast tiroksina, ali ne trijodtironina, a ukoliko bi jedinke
provele tjedan dana u kontaminiranoj vodi doSlo bi do pada tiroksina, dok bi razine
trijodtironina ostale iste. Autori zakljucuju da ucinci ovog metala ovise o dozi i vremenu

izlaganja (Kime, 1998).

Dokazano je i da mnogi pesticidi, poput malationa, endosulfana i lindana, takoder mogu
djelovati na koncentracije hormona $titnjace u krvnoj plazmi, ali uéinci variraju znacajno
ovisno o vrsti i promatranoj tvari. Pretpostavlja se da negativni uéinci ovih tvari nastaju
uslijed djelovanja na tiroidnu peroksidazu, enzim odgovoran za enzimatsku vezanje joda za
tiroksin (Kime, 1998).

Osim povisenih koncentracija pesticida, vodene povrSine u okolici podru¢ja s razvijenom

poljoprivrednom mogu imati i poveéan udio amonijaka ili tvari na bazi amonijaka.
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Istrazivanjem s vrstom Channa punctata utvrdeno je da izlaganje amonijevom nitratu pri
koli¢inama unutar zakonski dozvoljenih granica (na promatranom podruéju) rezultira
hipetrofijom stanica $titnjace. Osim utjecaja na Stitnjacu, zabiljezeno je i oSteCenje jetre i

hipertrofija interrenalnih stanica (Kime, 1998).
5.2.2. Interrenalne i kromafine stanice

Ksenobiotici mogu negativno djelovati na hipotalamus — hipofiza - interrenalnu os
izazivanjem stresnog odgovora ili direktnim narusavanjem funkcija osi. Ukoliko se radi o
indukciji stresnog odgovora, dolazi do porasta razina kortizola i adrenalina, ali i metabolic¢kih
i fizioloskih promjena. U slucaju ometanja funkcioniranja ove osi, dolazi do slabijeg

odgovora na razliCite stresore iz okolisa (Kime, 1998).

Provedeno istrazivanje se bavilo moguénosti uzrokovanja stresnog odgovora od Sstrane
okoli$nih kemikalija kod americ¢ke jegulje, Anguilla rostrata. Rezultati su pokazali da jedinke
izloZzene koli¢inama kadmija sli¢nim onima kao i u prirodi (na lokaciji gdje su prikupljene)
iskazuju povisene razine kortizola do 8 tjedana nakon prestanka izlaganja. Primjeceni porast
razina kortizola bi mogao negativno utjecati na metabolizam, imunoloski sustav, sazrijevanje
gonada i migraciju do mjesta razmnozavanja. S obzirom na dugi zivotni vijek jegulja i
sposobnost bioakumulacije mnogih ksenobiotika, moguce je da se ovi negativni ucinci u

prirodi jave 1 pri nizim koncentracijama teskih metala u vodi (Kime, 1998).

Sli¢ni rezultati su dobiveni i za vrstu Gasterosteus aculeatus. Kod jedinki s lokacija
zagadenih raznim tvarima pronadene su povisene koli¢ine kortizola u krvi, a koncentracije
neposredno nakon stresnog odgovora su bile tri puta veée (Srivastava i Reddy, 2020).
Izlaganje zivinom (Il) kloridu takoder rezultira poviSenim razinama kortizola kod mladi
Oncorhynchus mykiss, ali tjedan dana nakon prestanka izlaganja koncentracije ovog hormona

bile su ponovo unutar uobic¢ajenih vrijednosti (Kime, 1998)

Osim direktnih toksi¢nih utjecaja, neke tvari mogu uzrokovati i potesko¢e u disanju, §to
takoder rezultira stresnim odgovorom. lIzlaganje vrste Pleuronectes flesus topivom dijelu
sirove nafte uzrokuje drastiCan pad razina kisika u krvi i posljedi¢no stresni odgovor, tj.
povecanje kortizola i noradrenalina. Sli¢ni rezultati su uoceni i kod jedinki vrste Mugil
cephalus izloZenih sirovoj nafti koja je uzrokovala iritaciju olfaktornog i $krznog epitela

(Kime, 1998).
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Za razliku od ranije spomenutog sekundarnog djelovanja ksenobiotika putem izazivanja
stresnog odgovora, zabiljezeno je i direktno ometanje funkcija hipotalamus — hipofiza -
interrenalne osi ili narusavanje metabolizma kortizola u jetri. U ovom sluéaju, dolazi do
potiskivanja aktivnosti interenalnih stanica i slabijeg odgovora na stres izazvan vanjskim
utjecajima poput predatora ili promjena u okolisu. Jedan od primjera za ovaj tip djelovanja je
istrazivanje provedeno s vrstom Oreochromis mossambicus o utjecaju pesticida diklor-difenil-
dikloroetana. Jedinke kojima je ova tvar injektirana iskazivale su povisene razine kortizola u
plazmi, ali nije bilo daljnjeg povecanja nakon utjecaja stresora, poput hvatanja mreZom.
Izostajanje stresnog odgovora se moglo primjetiti do 120 dana nakon injektiranja (Kime,
1998).

Sli¢ni rezultati su zabiljeZeni i uslijed djelovanja teskih metala. Kod vrste Clarias batrachus,
jedinke izlozene zivinom (II) kloridu iskazivale su snizene razine kortizola u krvi, citoloske
promjene stanica hipofize odgovornih za lu¢enje adenokortikotropnog hormona i hipertrofiju
interrenalnih stanica. S obzirom na dobivene rezultate, autori zakljucuju da je uzrok nizim

razinama kortizola ometanje enzima aktivnih u biosintezi ovog hormona (Kime, 1998).

Dodatna istrazivanja bavila su se utjecajima industrijskih kemikalija, poput polikloriranih
bifenila i policiklickih aromatskih ugljikovodika, na stres induciran hvatanjem. Kod stuke,
Exos lucius, i Perca fluviatilis prikupljenih s nekoliko lokacija zagadenih razli¢itim
kemikalijama primjecen je slabiji odgovor na stres, s najslabijim odgovorom zabiljeZenim kod
jedinki s najzagadenije lokacije. S obzirom na stupanj atrofiranosti kortikortropnih stanica
hipofize, autori zakljucuju da su ribe zbog produljenog izlaganja ksenobioticima u trecoj fazi
stresnog odgovora i ne mogu viSe odgovarati na dodatne stresore. Sli¢ni rezultati su dobiveni i
kod jedinki istih vrsta izlozenih otpadnim vodama tvornice sulfatne celuloze koje osim

industrijskih kemikalija, sadrZe jos i teSke metale (Kime, 1998).

Prilikom istrazivanja s vrstom Pseudopleuronectes yokohamae, uocen je slabiji odgovor na
stres i nize razine kortizola kod jedinki s lokacije zagadene razli¢itim kemikalijama.
Laboratorijskim eksperimentima je utvrdeno da je uzrok padu razina ovog hormona ometanje
funkcija hipofize, tj. nedovoljna stimulacija prednjeg dijela bubrega adrenokortikotropnim
hormonom (Matthiesen, 2003).

Osim utjecaja na hipofizu i interenalne stanice, smatra se da moze do¢i i do ometanja
biosinteze kortizola, tijekom koje dolazi do enzimatskih reakcija sli¢nih onima kao i prilikom

sinteze spolnih hormona. U istrazivanju s vrstom Oncorhynchus kisutch zabiljezene su nize
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razine 11-ketotestosterona i kortizola u krvnoj plazmi kod Zivotinja s zagadene lokacije. lako
tocCan uzrok nije odreden, autori pretpostavljaju da su otpadne vode tvornice sulfatne celuloze,
za koje je dokazano negativno djelovanje na reproduktivne funkcije, razlog primjecenog pada
razina kortizola. Inhibitivno djelovanje ovih voda na otpustanje kortizola je ranije veé
dokazano s vrstom Catostomus commersonii, iz ¢ega se da zakljuciti da bi i mnoge druge tvari
koje ometaju biosintezu spolnih hormona mogle imati slicno djelovanje na lucenje kortizola,

tj. odgovor na stres (Kime, 1998).

ZabiljeZzeni su i negativni ucinci na otpusStanje katekolamina. U istrazivanju s Anguilla
rostrata uocene su snizene razine dopamina, adrenalina i noradrenalina u krvnoj plazmi nakon

izlaganja kadmiju (Kime, 1998).
5.3. Imunoloski sustav

Laboratorijska istrazivanja su se bavila moguénosti djelovanja endokrinih disruptora na
imunoloski sustav riba. Rezultati su pokazali da mnoge tvari, poput teskih metala,
tributilkositra, polikloriranih bifenila, policiklickih aromatskih ugljikovodika ili pesticida,

djeluju inhibirajuce (Kime, 1998).

U jednom od provedenih istrazivanja ispitivani su utjecaji estrogenih tvari na imunoloski
odgovor zlatne ribice, Carassius auratus. Rezultati su pokazali da izlaganje forbolnom esteru
,,phorbol myristate acetate” i kalcijev ionofor A23187 rezultira slabijim dijeljenjem
leukocita. Dodatnim istrazivanjem je utvreden slabiji odgovor ove vrste na infekciju bicasem
Trypanosoma danilewski. Sli¢ni rezultati su dobiveni i prilikom istrazivanja s komarcom,
Sparus aurata, ali zabiljezeni su jo$ i negativni ucinci na aktivnost komplemenata,

peroksidaze u serumu i imunoglobulina - M (lwanowicz i Blazer, 2009).

Dodatna istrazivanja su se bavila utjecajima 4-nonilfenola i bisfenola-A na imunoloski sustav
i funkcioniranje fagocita u anterironom dijelu bubrega kod vrste Cyprinus carpio. Uoceno je
da izlaganje ovim tvarima rezultira porastom broja superoksidnih aniona i slabijom aktivnosti
fagocitnih stanica u anteriornom dijelu bubrega. Sli¢ni rezultati su dobiveni i za ftalate

prilikom dodatnih istrazivanja s istom vrstom (lwanowicz i Blazer, 2009).

Osim direktnog djelovanja, ksenobiotici mogu narusiti funkcioniranje imunoloskog sustava i
podizanjem razina kortizola. Jedan od primjera je istrazivanje provedeno s vrstom Poecilia
reticulata. Kod jedinke izloZenih tributilkositar oksidu uocena je atrofija timusa, a nakon 30

dana kod vecine riba je ovaj organ skoro u potpunosti nestao. Autori zaklju¢uju da kortizol
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djeluju mjenjanjem broja i snizavanjem afiniteta odredenih receptora na leukocitima, ali to¢ni

mehanizmi djelovanja nisu odredeni (Kime, 1998).
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6. ZAKLJUCAK

Endokrini sustav je regulacijski sustav u tijelu koji upravlja mnogim procesima u Zivotu
kraljesnjaka putem hormona, kemijskih glasnika odgovornih za signalizaciju izmedu razli¢itih
zlijezda 1 tkiva. SrediSnji organi ovog sustava su hipotalamus i hipofiza, koji upravljaju
aktivnostima svih ostalih zlijezda, poput Stitnjace, epifize, urofize, ili gonada, i zajedno s
njima tvore endokrine osi, odgovorne za upravljanje odredenim zivotnim procesima. Od ovih
osi, tri se izdvajaju po vaznosti, hipotalamus — hipofiza - gonade os, koja regulira
razmnoZzavanje, hipotalamus — hipofiza - tireoidna os, odgovorna za regulaciju rasta i
metabolizma i hipotalamus — hipofiza - adrenalna os, klju¢na za uspjesnu adaptciju na stres.
Tijekom zadnjih nekoliko desetljeca postalo je o€ito da odredene tvari iz okoli§a mogu stupiti
u interakciju 1 narusiti normalno funkcioniranje endokrinog sustava, tj. endokrinih osi. Ove
tvari se kolektivno nazivaju endokrini disruptori 1 mogu biti razli¢itog kemijskog sastava:
pesticidi, sinteticki hormoni, biljne tvari, kemikalije koriStene pri proizvodnji i obradi plastike
1 otpad iz razliCitih grana industrije kao npr. perklorati. Prvenstveno se smatralo da su samo
reproduktivne funkcije kraljesnjaka izloZzene negativnim utjecajima ksenobiotika, ali
dodatnim istraZivanjima su potvrdeni negativni ucinci na druge Zlijezde, poput Stitnjace ili
nadbubrezne (interrenalne i kromafine stanice) Zlijezde i na endokrine sustave
beskraljesnjaka.

Razlog relativno kasnom shvacanju ucinaka endokrinih disruptora na beskraljesnjake je
djelomi¢no nepoznavanje endokrinologije ove skupine, $to otezava definiranje negativnih
utjecaja. Medutim, iz provedenih istrazivanja da se jasno zakljuciti da kod veéeg broja
skupina, poput rotifera, mekusaca ili rakova, dolazi do odredenih hormonalnih poremecaja.
Najcesce se javljaju reproduktivni poremecaji, poput veoma dobro opisanog pojavljivanja
imposexa kod nekih vrsti iz razreda Gastropoda, ali zabiljezeni su i uéinci na presvlacenje
rakova, koje je takoder veoma bitno u Zivotu ovih Zivotinja.

lako se u zadnje vrijeme broj provedenih istrazivanja o ucincima ksenobiotika kod
beskralje$njaka povecava, vecina radova se i dalje bavi ribama, kod kojih su ujedno dosada i
najbolje opisani i istraZzeni hormonski poremecaji. Jedan od razloga za ovu fokusiranost na
ribe je i sli¢nost njihovog endokrinog sustava s onim visih kralje$njaka, tj. ljudi, s kojim dijeli
istu osnovu i zbog toga ribe ¢ini odliénim biomarkerima. Osim toga, ribe su Cesto i
najizlozenije utjecajima raznih tvari, koje na razne nacine dospijevaju u more ili kopnene
vode.

NajceSce opisivani utjecaji kod ove skupine organizama su oni na razmnozavanje. Pokazalo

se da mnoge tvari mogu negativno utjecati na spolne sustave oba spola inhibicijom razvoja
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gonada, gametogeneze ili steroidogeneze, djelomi¢nom feminizacijom/maskulinizacijom ili
inhibicijom mrije$¢enja, ali zabiljezeni su I negativni utjecaji na embrije, do kojih najcesce
dolazi prijenosom ksenobiotika putem vitelogenina. Kod embrija, tj. li¢inke, na ovaj nacin
izloZzenim razli¢itim kemikalijama se ¢esto mogu uociti snizene stope prezivljavanjem i/ili
izvaljivanja, ali u nekim sluc¢ajevima dolazi i do pojave odredenih poremecaja u kasnijem
Zivotu.

Osim reproduktivnih funkcija, proucavani Su i potencijalni utjecaji na, izmedu ostalih,
funkcije stitnjace, interrenalnih i kromafinih stanica (ekvivalenta adrenalne Zlijezde sisavaca)
I imunoloskog sustava. U slucaju StitnjaCe, pokazalo se da mnoge tvari mogu negativno
utjecati na regulaciju hipotalamus — hipofiza - tireodine osi pomoc¢u nekoliko mehanizama §to
rezultira poremecajima poput guSavosti, hiperplazije, lezija Stitnjace, oStecenja stanice ove
zlijezde 1 remecenja smoltifikacije. ZabiljeZene su 1 promjene u ponasanju, tj. usporenost i
otezano izbjegavanje predatora, koje su takoder uzrokovane ometanjem funkcija ove Zlijezde,
ali i istovremenim naruSavanjem funkcija interrenalnih stanica.

Interrenalne stanice, zajedno s kromafinima, reguliraju odgovor na stres kod riba i sa
hipotalamusom i hipofizom ¢ine hipotalamus — hipofiza - interrenalnu 0s. Za mnoge
endokrine disruptore je dokazano da mogu omesti normalno funkcioniranje ove osi, §to
uobicajeno izaziva pad razina kortizola i slabiju reakciju na dodatne stresore, poput predatora
ili promjena abioti¢kih faktora. Medutim, negativni ucinci mogu nastati i induciranjem
stresnog odgovora, $to dovodi od porasta razina kortizola u krvi kroz produljeni period i moze
negativno utjecati na metabolizam, razvoj gonada i imunoloski sustav.

Inhibicija imunoloskog sustava kortizolom se moze o€itovati atrofijom timusa ili slabijim
imunoloskim odgovorom, $to ribu ¢ini podloznijom na infekcije. Osim kortizola, ometanje
pravilnog funkcioniranja imunoloskog sustava mogu uzrokovati mnoge druge tvari, koje ¢esto
utjecu na aktivnosti fagocita, enzima i komplemenata.

Ocito je da razne kemikalije mogu uzrokovati cijeli niz endokrinih poremecaja kod
kraljesnjaka i beskraljesnjaka. Intezitet odgovora Cesto varira ovisno o vrsti, ali jako je malo
sluajeva u kojima egzogene kemikalije djeluju stimuliraju¢e na neku funkciju. Ukoliko se
dosadasnji trend ispustanja raznih kemikalija u vodena tijela ne promijeni, vrlo je vjerojatno
da ¢e se razni poremecaji moci primijetiti kod sve veéeg broja vrsti i jedinki, §to bi osim na
pojedina¢ne organizme, moglo djelovati negativno i na cjelokupne populacije, tj. brojnost

nekih vrsta.
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