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1. UvOD

Zagadenje predstavlja jedan od glavnih uzroka gubitka
bioloske raznolikosti u svijetu. Zagadenje slatkovodnih
ekosustava jedan je od najvecih problema zastite okolisa
danasnjice, s obzirom na mnogobrojne usluge koje vodeni
ekosustavi pruzaju (poput vode za pice i navodnjavanje,
transport ljudi i dobara, dobivanje energije te uzgoj
hrane). Kvaliteta vode stoga ¢e imati direktan utjecaj na
sve sektore koji direktno ovise o dostupnosti vode, poput
poljoprivrede, turizma, industrije, transporta i energetske
proizvodnje.

S ekonomskim razvojem, u posljednjim je desetlje¢ima
porasla upotreba sintetskih i prirodnih spojeva poput
pesticida, proizvoda farmaceutske industrije, proizvoda
za osobnu higijenu, usporivaca gorenja, industrijskih
aditiva, perfluoriranih spojeva, nanocestica i sli¢nih
spojeva (Farre et al., 2008.). Veliki broj ovih spojeva sve je
Cesc¢e zabiljezen u industrijskim i komunalnim otpadnim
vodama - zbog njihove strukture i karakteristika ove je
spojeve teSko ukloniti posebice iz komunalnih otpadnih
voda konvencionalnim metodama obrade. Zbog
perzistentnosti velikog dijela ovih spojeva ili njihovih
razgradnih produkata, mogu biti transportirani na velike
udaljenosti, te dospijevaju u okolis (podzemne i povrsinske
vode; Gavrielscu et al. 2014.). lako je rije¢ o spojevima koji
nisu ukljuceni u programe monitoringa kvalitete vode, u
posljednje se vrijeme smatra kako mnogi od ovih spojeva
predstavljaju opasnost za okoli$ i vodene ekosustave.
Istrazivanja su pokazala kako navedeni spojevi mogu
imati znacajan utjecaj na sastav i raznolikost vodenih
zajednica, jer mogu dovesti do promjena u stopama
prezivijavanja i fekunditetu vodenih organizama, te
utjecati na ponasanje i interakcije medu vrstama (pregled
u Mufoz et al. 2015.). Stoga se zajedni¢ki nazivaju
zagadivala koja su tek u novije vrijeme prepoznata kao
znacajan problem - engl. contaminants of emerging
concern (CEC) ili emerging contaminants (EC).

U Europskoj uniji pracenje zagadenja vodenih
ekosustava regulirano je Okvirnom direktivom o vodama
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(ODV; Direktiva 2000/60/EC). Kroz ovu Direktivu
postavljeni su standardi kvalitete okolisa (engl.
environmental quality standards; EQS) za 45 prioritetnih
spojeva, a lista se nadopunjuje najmanje svake cetiri
godine. Uz prioritetnu listu, uspostavljena je ‘nadzorna
lista' (engl. watch list) spojeva koji potencijalno izazivaju
zabrinutost (10 grupa spojeva) i zahtijevaju ciljani i
opsezZni monitoring na razini EU kako bi se mogle donijeti
odluke o njihovom uklju¢enju na listu prioritetnih
spojeva (Carere et al. 2015.). Direktiva je zemljama
Clanicama predvidjela obavezu monitoringa spojeva sa
nadzorne liste, kako bi se prikupili podatci neophodni
za odredivanje rizika koji ovi spojevi predstavljaju za
slatkovodne ekosustave. Medu spojevima na nadzornoj
listi nalaze se i EC spojevi poput analgetika diklofenaka,
te hormona beta-estradiola (E2) i 17-alfa-etinilestradiola
(EE2), koji pripadaju u skupinu farmaceutika.

2. FARMACEUTICI U VODENOM OKOLISU

Farmaceutici ukljuuju receptne i bezreceptne
lijekove (ukljuCujuci i antibiotike, hormone, antidepresive,
nesteroidne protuupalne lijekove, antihipertenzive,
antikonvulzive itd.), opojne droge, lijekove za Zivotinje,
te njihove metabolite (Cizmas et al. 2015.). U vodenom
okoliSu prisutni su uglavnom u niskim koncentracijama
(najéesce u koncentracijama ng - pg/L), a njihova
prisutnost i koncentracija korelirana je s gustocom
naselja u slivu, velicinom vodotoka te tehnologijama
obrade komunalnih otpadnih voda (Brodin et al. 2014.).
Uz komunalne otpadne vode industrijska proizvodnja
lijekova te poljoprivredna proizvodnja takoder moZe biti
toCkasti izvor farmaceutika u okoliSu. Vecina farmaceutika
dizajnirana je tako da brzo djeluje i brzo se izluCuje iz
tijela, bez potpune razgradnje, ¢ime ovi spojevi i njihovi
metaboliti dospijevaju u vodene ekosustave u farmakolo3ki
aktivnim oblicima (Brodin et al. 2014.). lako to¢ne
koncentracije koje dospijevaju u slatkovodne ekosustave
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nisu detaljno utvrdene, mnogobrojne studije zabiljezZile
su njihovu prisutnost u slatkovodnim ekosustavima, vodi
za pice te podzemnim vodama, $to upucuje na njihovu
Siroku prisutnost u okolisu (pregled u Cizmas et al. 2015.).
Primjerice, otprilike za polovicu od 2300 farmakolo3ki
aktivnih spojeva odobrenih za lijecenje u Njemackoj
smatra se kako mogu imati znacajan utjecaj na okolis, jer
su perzistentni i mogu se akumulirati u tkivima vodenih
organizama (Sehonova et al. 2017.). lako su koncentracije
ovih spojeva u okoliSu daleko ispod zabiljezenih razina
toksiCnosti, subletalni ucinci relevantnih koncentracija
zabiljeZeni su za nekolicinu vodenih organizama, koji su
ovim spojevima izlozeni putem vode cijeli Zivotni ciklus
(Sehonova et al. 2017.).

2.1. Antidepresivi u vodenim ekosustavima

Antidepresivi predstavljaju 4% svih farmaceutika
koji su zabiljezeni u vodenim ekosustavima (Magni et
al. 2017.). U ovu skupinu lijekova pripada heterogena
grupa spojeva Cija je uloga lijeCenje anksioznosti,
depresije i distimije (kroni¢na depresija) te bipolarnih
poremecaja. Preskripcija antidepresiva u znac¢ajnom je
porastu u velikom broju zemalja - istrazivanja pokazuju
kako 1 od 10 ljudi uzima antidepresive (Brodin et al.
2014.). Prema mehanizmu djelovanja razlikuju se Cetiri
skupine antidepresiva: 1) triciklicki antidepresivi (TCA),
l) selektivni inhibitori ponovne pohrane serotonina
(engl. selective serotonin reuptake inhibitors - SSRI),
1) selektivni inhibitori ponovne pohrane noradrenalina
(engl. serotonin-norepinefrine reuptake inhibitors -
SNRI) i IV) selektivni inhibitori monoaminooksidaze
tipa A (engl. monoamine oxsidase A inhibitors - MAOI,
Magni et al. 2017.). U urbaniziranim podru¢jima vodeni
ekosustavi ¢e relativno konstantno primati odredene
koncentracije antidepresiva i njihovih metabolita - a
vodeni organizmi u tim ekosustavima bit ¢e konstantno
izlozeni psihoaktivnim tvarima, za koje je dokazano
i da se mogu bioakumulirati u njihovim tkivima (npr.
tkivima riba i beskraljeSnjaka bentosa; Ford i Fong
2015.; Buric et al. 2018.). Usprkos 3irokoj prisutnosti
antidepresiva u  okoliu, njihovim  psihoaktivnim
svojstvima te mogucnosti bioakumulacije u tkivima,
istrazivanja utjecaja antidepresiva na ponasanje i (neuro)
fiziologiju vodenih organizama te potencijalni utjecaji na
slatkovodne ekosustave nedovoljno su istrazeni.

2.2. Utjecaji okolisno relevantnih koncentracija

antidepresiva na vodene organizme

U ovom je radu dan pregled utjecaja najcesce
koristenih skupina antidepresiva (SSRI i SNRI) na
vodene organizme. SSRI i SNRI spre¢avaju ponovnu
pohranu, odnosno razgradnju serotonina - Cije razine
utjeu na fiziologiju i ponasanje velikog broja vodenih
organizama, ukljucujuci ribe, ali i beskraljeSnjake poput
desteronoznih rakova (Brodin et al. 2014., Buric et al.
2018.). Takoder serotonin regulira ponasanje vodenih
organizama poput aktivnosti, agresivnosti i ponasanja
vezanih uz razmnoZavanje (pregled u Brodin et al.

2014.). Ponadanje je znacajno povezano s kondicijom
organizama, jer direktno utjeCe na rast, razmnoZavanje
i prezivljavanje jedinki. Stoga antidepresivi i ostale
psihoaktivne tvari koje utjeCu na ponasanje mogu
imati znacajne ekoloSke posljedice. lako ucinci vezani
uz ponasanje nisu letalni, mogu indirektno utjecati na
populacije vodenih organizama i na cijeli ekosustav kroz
promjene u odnosima predator-plijen te promjenama u
interakcijama ili razmnoZavanju (Buric et al. 2018.).

Vecina analiziranih istrazivanja zabiljezila je
znacCajne utjecaje okoliSno relevantnih koncentracija
ovih spojeva na parametre ponaSanja kao $to su
aktivnost, teritorijalnost/agresivnost i stope hranjenja,
dok su utjecaji na fiziologiju u okoliSno relevantnim
koncentracijama najceSce vezani uz utjecaj na fekunditet
jedinki.

2.3. Utjecaj na kraljesnjake

Kod slatkovodnih i morskih riba dokazano je kako
antidepresivi SSRIi SNRI grupa ¢ak u okoliSno relevantnim
koncentracijama mogu smanjiti aktivnost i agresivnost
jedinki. Tijekom 4 tjedna izloZenosti vrste Pimephales
promelas koncentracijama fluoksetina (jednog od prvih
i najcesce koristenih SSRI antidepresiva) u rasponu
od 100 ng/L to 100 pg/L primije¢ene su promjene u
socijalnom ponaSanju muzjaka, ukljuujuc¢i promjene u
izgradnji gnijezda i povecanu agresivnost. Istrazivanje
Barry (2012.) zabiljezilo je smanjenu aktivnost, odnosno
usporenost kretnji pri plivanju i slabiju detekciju plijena
kod slatkovodne vrste Aphanius dispar nakon izlozenosti
koncentracijama do 3 pg/L (8). Brodin et al. (2013.)
zabiljezili su kako okolisno relevantne koncentracije (1.8
ug/L) psihoaktivne tvari oksazepama, koji se koristi za
lijecenje anksioznosti, utje¢u na ponaSanje i aktivnost
slatkovodne vrste ribe Perca fluviatilis (grgec). Pri
izlaganju riba koncentracijama lijeka zabiljezenim u
otpadnim vodama u razdoblju od 7 dana, primije¢eno
je asocijalno ponaSanje, povecana aktivnost i povecan
nagon za hranjenjem. Promjene u fiziologiji kod riba
su zabiljezene pri koncentracijama znacajno vecih od
okolidnih, no i pri okoliSno relevantnim koncentracijama.
Primjerice, kod embrija jedinki $arana (Cyprinus
carpio) izlaganih mjeSavini antidepresiva amitriptilina,
nortriptilina i klompiramina tijekom 30 dana, zabiljezen
je povecani mortalitet, pojava morfoloskih anomalija
i patoloSkih promjena na mozgu, srcu i bubrezima pri
koncentracijama spojeva od 10, 100 i 500 pg/L.

2.4. Utjecaj na beskraljeSnjake

Osim utjecaja na ponasanje i fiziologiju riba, utjecaji
antidepresiva zabiljeZzeni su i kod beskraljeSnjaka, pri
¢emu su utjecaji na fiziologiju ¢eS¢e nego kod kraljeSnjaka
zabiljezeni ve¢ pri okoliSno relevantnim koncentracijama.
Relativno dobro je istraZzen Sirok raspon utjecaja
antidepresiva na fiziologiju i ponaSanje meku3aca. Izlaganje
niskim i okoliSno relevantnim koncentracijama fluoksetina
od 20 i 200 ng/L u razdoblju od 6 dana rezultiralo je
negativnim utjecajem na fekunditet jedinki slatkovodne
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vrste  3koljkasa  raznolika  trokutnjaca  (Dreissena
polymorpha), uz smanjenje broja oocita za 40-70% kod
zenki i gustoce spermatozoida za 21-25% kod muzjaka.
Ovakve promjene u fekudnitetu mogu znacajno utjecati
na velic¢ine populacija jedinki u prirodi. Kod slatkovodne
vrste SkoljkaSa Lampsilis fasciola izlaganje odraslih jedinki
okolidno relevantnim koncentracijama fluoxetina (0.5, 2.5
i 22.3 ug/L) tijekom 67 dana eksperimenta rezultiralo je
povecanjem aktivnosti, vjerojatnosti dnevnog kretanja
i luCenja sluzi koja je neophodna za kretanje. Takve
promjene u aktivnosti Cine ih izloZenijima napadima
predatora, povecavaju potroSnju energije i time smanjuju
kondiciju jedinki (Hazelton et al. 2014.). Osim $koljkasa,
utjecaj antidepresiva zabiljezen je i kod glavonozaca -
sipe (Sepia officinalis). Tijekom izlaganja juvenilnih jedinki
koncentracijama fluoksetina od 1 ng/L, jedinke su pokazale
smanjenu u¢inkovitost kamufliranja (promjene u obojenosti
kako bi bile slicne s podlogom) te povecanu ucestalost
dugorocno moze smanjiti prezivljavanje juvenilnih jedinki
u populaciji (Di Poi et al. 2014.).

Kod deseteronoznih rakova serotonin kontrolira
izlu¢ivanje hormona koji reguliraju razine glukoze
u hemolimfi, inhibiraju presvlacenje i stimuliraju
razvoj spolnih stanica (Fong i Ford 2014.). Kod rakova
su zabiljeZzeni oprec¢ni ucinci okolidno relevantnih
koncentracija antidepresiva - kod brakicne vrste raka
Hemigrapsus oregonensis, kroni¢no izlaganje flukosetinu
uzrokovalo je povecanu lokomotornu aktivnostiipojacano
hranjenje jedinki, u prisustvu predatora i tijekom dana
kada je ova vrsta obi¢no slabo aktivna (Petersetal. 2017.),
dok su Buric et al. (2018.) zabiljezili smanjenu aktivnost
i dulje vrijeme zadrzavanja u sklonistu slatkovodne vrste
mramornog raka Procambarus virginalis pri okoliSno
relevantnim koncentracijama citaloprama. No, bez
obzira dovodi li do povecanja ili smanjenja aktivnosti,
promjene u aktivnosti mogu imati znacajne posljedice
za jedinke u populaciji, jer mogu direktno utjecati na
njihovo prezivljavanje, energetske zalihe i time kondiciju
jedinki, te izloZzenost predatorima.

3. ISTRAZIVANJA U HRVATSKOJ

Trenutno se na BioloSkom odsjeku Prirodoslovno-
matematickog fakulteta Sveudilista u Zagrebu provodi
projekt naziva Utjecaj zagadenja na invazivni uspjeh strane
vrsteslatkovodnog raka, financiran od strane fonda Jedinstvo
uz pomo¢ znanja (Unity through knowledge — UKF), u kojem

su Hrvatske vode partner. Cilj ovog projekta je procijeniti kako
EC spojevi mogu utjecati na invazivni uspjeh najuspjesnije
invazivne strane vrste rakova u slatkovodnim ekosustavima
Europe (signalni rak, Pacifastacus leniusculus). Ova vrsta
prisutna je u Hrvatskoj u slivu Drave i Save, te pokazuje
relativno veliku brzinu Sirenja. Invazivne strane vrste su
uz zagadenje medu glavnim razlozima gubitka bioloske
raznolikosti u svijetu. Slatkovodni rakovi izabrani su
kao modelni organizam, jer su najveci beskraljeSnjaci i
kljuéne vrste slatkovodnih ekosustava. Nadalje, odrednice
njihovog invazivnog uspjeha dobro su istrazene, te je velika
vjerojatnost da ¢e EC spojevi imati utjecaj na njihovu
fiziologiju i ponasanje te time i invazivni uspjeh (primjerice
psihoaktivne tvari poput antidepresiva ciljano utjecu na
neurotransmitere vezane uz agresivnost, teritorijalnost i
aktivnost kako je opisano u poglavljima iznad). Kroz projekt
smo kombinacijom: 1) kemijskih istrazivanja 546 organskih
zagadivala duz hrvatskog dijela rijeke Save (12 postaja),
) pretrazivanja dostupnih ekotoksikoloskih baza i Ill) in
vitro istrazivanja odredili EC spojeve koji pokazuju najvecu
biolosku aktivnost u rijeci Savi. Zatim smo iz dobivenih
podataka odredili prioritetne spojeve koji potencijalno mogu
utjecati na invazivni uspjeh slatkovodnih rakova. Izabrani
prioritetni spojevi pripadaju u skupinu psihoaktivnih tvari
(antidepresiva) i zastupljeni su duz cijelog toka Save
(zabiljezeni na vecini postaja za koje su prikupljeni uzorci
za kemijska istrazivanja). Na kraju, eksperimentalno smo
ispitali ucinak pojedinacnih prioritetnih spojeva te njihovih
mjeSavina u okoliSno relevantnim koncentracijama na
ponaSanje i fiziologiju rakova kako bismo odredili njihove
potencijalne ucinke na odrednice invazivnog uspjeha
signalnog raka. Temeljem analize postojec¢ih istrazivanja
o0 utjecaju antidepresiva na deseteronoZne rakove, pratili
smo utjecaj odabranih spojeva na ponasanje - dinamiku
antagonistickih interakcija i aktivnost u novom prostoru,
te na fiziologiju - razinu serotonina u Zivéanom sustavu
i razinu glukoze u hemolimfi, s obzirom da je poznato
kako antidepresivi mijenjaju metabolicki put serotonina,
a serotonin kod rakova kontrolira hiperglikemijski hormon
koji regulira razinu glukoze u tijelu rakova.

Objedinjeni rezultati ovog istraZivanja pridonijet ¢e
boljem razumijevanju nacina na koji zagadenje i invazivne
strane vrste zajedno utjecu na slatkovodne ekosustave i
potencijalno mijenjaju ekoloski status voda. Rezultati ce
poboljsati strategije upravljanja fokusirane na kontrolu
invazivnih stranih vrsta, poput signalnog raka, ¢ija je
efikasna kontrola cilj EU requlativa, te procjene rizika
toksiCnosti i zaStitu autohtonih vrsta rakova.
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