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Populationer av amfibier minskar i antal 6ver hela vérlden och man vet &nnu inte sakert vad
det beror pa Manniskors dverexploatering av mark och minskande habitat for amfibiernatros
varaen orsak som driver amfibier till utrotning. Man tror att endokrinstérande
miljofororeningar kan vara ytterliggare en av orsakernatill minskande populationer for att de
kan paverkatillvaxt och utveckling av amfibier. Hormonellt aktiva substanser som |dkemedel
har aterfunnits i det utgéende vattnet efter reningsverk och da oftast i 13ga koncentrationer.
Fluoxetin & en selektiv serotonindterupptagshammare (SSRI) som anvands for att behandla
depression hos manniskor. Lakemedlet har patréffatsi ytvatten i Nordamerika och Europa.
Stérningar pa tyreoidsystemet som paverkar utvecklingen av tyreoidea och onormala halter av
tyreoidhormon har pavisats hos vilt levande djurarter. Tyreoidhormoner reglerar
metamorfosen hos amfibier, vilket medfor att amfibier & en bra modell for att testaom
kemikalier har negativ paverkan patyreoidsystemet. Syftet med det hér projektet &r att
undersoka effekter av antidepressiva lakemedel, s.k. selektivaserotoninaterupptagshammare,
pa metamorfos (tyreoidsystemet) och gonaddifferentiering (kénshormonsystemet) hos grodor
av arten Xenopus tropicalis. Hypoteser for den hér studien &r att exponering for fluoxetin
orsakar langre tid till metamorfos och l&gre vikt vid metamorfos samt att exponering for
fluoxetin eller etinyldstradiol orsakar 6kad epitelcellhdjd i tyreoidea. En annan hypotes ar att
testikelutvecklingen paverkas efter exponering for fluoxetin. Exponeringen forlopte fran NF-
stadium 47 fram till att grodorna metamorfoserat. Déarefter utférdes histologiska,
morfometriska och statistiska analyser. Resultaten fran den har studien visar inte ndgra
histologiska férandringar pa tyreoidea hos Xenopus tropicalis vilket tyder pa att
tyreoidfunktionen inte paverkades av 3 nM och 30 nM fluoxetin eller 100 nM etinylostradiol.
Den har studien visar att fluoxetinkoncentrationer upp till 30 nM inte paverkade vikt, langd,
overlevnad, konskvot eller tid till metamorfos hos Xenopus tropicalis. Det tyder pa att
fluoxetin i miljon inte & akut toxiskt for vilda grodor.
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Abstract

Effects of the antidepressive drug fluoxetine on metamor phosis and sexual
differentiation in Xenopustropicalis
Anneli Soderqvist

Populations of amphibians are declining all over the world and it still unknown what is
causing this. Human exploitation of land and decreasing habitat for the amphibians is believed
to be one reason that forces amphibians to extinction. One believed that endocrine disrupters
are another reason to the decreasing number in populations because of theirs effect on growth
and development of amphibians. Hormonal active substances like drugs are measured in low
concentrations down streams treatment plants. Fluoxetine is a selective serotonin reuptake
inhibitor (SSRI) that is used to treat depression in humans. The drug has been found in surface
water in North America and Europe. In wild animals, disruption of the thyroid system that
affects the development and the thyroid gland has been proven. The metamorphosisis
regulated by the thyroid hormones in amphibians, which makes amphibian as a god model for
study the negative effect of drugs on the thyroid system. Inthis Master’s thesis work the
effects of the selective serotonin reuptake inhibitor fluoxetine on metamorphosis and sexual
differentiation in Xenopus tropicalis will be studied. Hypothesis for this study is that exposure
to fluoxetine will cause increased time to metamorphosis and reduced weight in the anurans at
the time of metamorphosis. One more hypothesis is that exposure to fluoxetine or
ethynylestradiol will cause increased epithelial cell height in thyroid gland and increased
cross section areain thyroid gland. A further hypothesis is that development of testiswill be
prohibited by fluoxetine exposure. The exposures run from NF-stage 47 until the
metamorphosis. After that, histological, morphometric and statistic analyses were performed.
The result of this study indicates no histological changes in thyroid gland in Xenopus
tropicalis when exposed to 3 and 30 nM fluoxetine and 100 nM ethynylestradiol. The study
shows no effect on weight, length, survival and sex ratio or time to metamorphosis to Xenopus
tropicalis when exposed to the test substances. The present research suggests that the

potential for fluoxetine to cause acute toxicity in wild frogs to be negligible.

Keyword : Amphibian, Xenopus tropicalis, Sexual differentiation, Thyroid axis,
Metamorphosis
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Effekter av antidepressiva lakemedel i naturen pa grodor

(Popularvetenskaplig sammanfattning)

Forhindrar antidepressiva lakemedel, som kommer ut i miljon, grodor fran att
forvandlas fran yngel till groda? Paverkar manniskans anvandning av medicin
fortplantningen hosvilda vattenlevande djur? Tyvarr finnsdet flera studier som tyder
pa det.

Amfibier minskar i antal éver helavar jord. Manniskan anvander allt mer mark och forandrar
de naturliga strukturerna, vilket riskerar amfibiers och manga andra djurarters fortlevnad. Det
kommer ut manga okanda &mnen i naturen som inte hor hemma dér. Kasserade lakemedel kan
hamna pa soptippar och foras med lakvatten till ytvatten och grundvatten. Spill fran jordbruk
och fiskodlingar kan ledatill att rester fran lakemedel kommer ut i naturen via foder och
gOdsel. Tyvarr spolas ocksa en del |akemedelsrester som till exempel antibiotika ner i
avloppen, vilket kan ledatill att nyttiga bakterier i reningsverken slas ut eller att giftiga
bakterier blir resistenta. Méanga lakemedel &r biologiskt aktiva och kan paverka tillvaxt och
utveckling av vattenlevande djur.

Fluoxetin & en medicin som anvands for att behandla depression hos méanniskor. Man har
hittat |aga koncentrationer av 1akemedlet i ytvatten i Nordamerika och Europa. | en studie pa
moskitfisk har man sett effekter pa de yttre konskaraktarerna efter exponering for just
fluoxetin.

| en pilotstudie har afrikansk klogroda (Xenopus laevis) exponerats for olika koncentrationer
av fluoxetin. Den hogsta koncentrationen som testades resulterade i signifikant férlangd tid
till metamorfos och redan vid den lagsta koncentrationen pa 0, 056ug/I som testades visades
att grodorna hade lagre vikt an kontrollgrodorna vid metamorfos. Studien antyder ocksa att
det var okad dddlighet och missbildningar som forvridna bakben. Resultaten tyder pa att
exponering av fluoxetin kan ledatill negativa effekter pa tyreoidsystemet hos grodor.

Skoldkdrteln (Tyreoidea) producerar tyroxin (T4) och 3,5,3 -trijodtyronin (T3) vilka ar
tyreoidhormoner. | tyreoidea syntetiseras och lagras tyreoidhormoner som regleras av
tyreoidstimulerande hormon (TSH) fran hypofysen. Tillvéxt och utveckling & mycket
beroende av normala nivaer av tyreoidhormoner, speciellt for utvecklingen av centrala
nervsystemet. Brist patyreoidhormon kan leda till symptom som inte visas férran senare i
livet. Metamorfosen kontrolleras av T4, som konverterastill den mer aktivaformen T3 i
malvavnaden av enzymet monodejodinas. Grodor ar valdigt kansliga under tiden de
metamorfoserar. Metamorfosen &r klar nér svansen &r helt tillbakabildad.

Skoldkortel hormoner paverkar och reglerar metamorfosen hos amfibier, vilket medfor att
amfibier & en bra modell for att studera kemikalier som har negativ paverkan pa
skoldkortelsystemet. Stérningar pa tyreoidsystemet som paverkar utvecklingen av
skoldkorteln och halterna av tyreoidhormon har pavisats hos vilt levande djurarter som
amfibier, fiskar och faglar.

Hos grodor kan storningar av normal skoldkortelfunktion ledatill permanenta effekter pa
reproduktionsystemet. Brist pa skoldkdrtelhormon under larvstadiet kan forhindra
maskulinisering av viktiga kdnsstrukturer som laryngalmuskler hos afrikansk klogroda. |
tidigare studier har man visat att grodor som exponerats for t.ex. etinylostradiol, ett syntetiskt
hormon som anvands i p-piller, har utvecklats till fler honor &n normalt. Andra studier da man
anvant etinylostradiol har resulterat i inhibering av metamorfos hos amfibier vilket tyder pa



att skoldkortel systemet ar paverkat. Det ar darfor intressant att undersoka eventuella
histologiska férandringar pa skoldkorteln efter exponering for etinylostradiol. | flera studier
har man sett beteendeforandringar hos fisk och réttor da de blivit exponerade for fluoxetin.
Det har ocksa visats en paverkan pa reproduktionsf 6rméaga. Da tiden till metamorfos 6kade
kraftigt hos afrikansk klogroda vid exponering for 29,5 pg/l fluoxetin och den hogsta
koncentrationen som anvandes i den hér studien var 30nM (10,4 ug/l) & det troligt att hogre
koncentration fluoxetin skulle leda till forlangd tid till metamorfos &ven for vastafrikansk
klogroda

| det hér projektet undersoktes effekter av fluoxetin, som & den verksamma substansen i
antidepressiva lakemedlet Prozac, och etinylostradiol pa metamorfos (skoldkortelsystemet)
och gonaddifferentiering (konshormonsystemet) och hos véastafrikansk klogroda.

Resultaten fran den hér studien visar inte ndgra forandringar pa vavnader av skoldkorteln hos
vastafrikansk klogroda vilket tyder pa att tyreoidfunktionen inte paverkades av
testsubstanserna. Den hdgsta fluoxetinkoncentrationen som testades, vilken & hogre én de
nivaer som finns uppméttai miljon, paverkade inte vikt, langd, 6verlevnad, konskvot eller tid
till metamorfos hos vastafrikansk klogroda. Det tyder pa att fluoxetin i miljon inte &r akut
toxiskt for vilda grodor. Det gar inte utesluta att fluoxetin har paverkat vastafrikansk klogroda
i den hér studien da varken reproduktionsférmaga eller beteendeforandringar har studerats.
Ytterliggare studier kréavs for att undersdka beteendeférandringar och 6kade halter serotonin i
hjarnan da yngel av vastafrikansk klogroda exponeras for fluoxetin.

Vi
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1. Introduktion

1.1 Inledning

Populationer av amfibier minskar i antal 6ver hela vérlden och man vet &nnu inte sakert vad
det beror pa Manniskors dverexploatering av mark och minskande habitat for amfibiernatros
vara en orsak som driver amfibier till utrotning (Stuart et al., 2004). Man tror att
endokrinstérande miljéféroreningar kan vara ytterliggare en av orsakernatill minskande
populationer for att de kan paverkatillvaxt och utveckling av amfibier (Carey and Bryant,
1995; Stuart et al., 2004; Hayes et al., 2002). Vissa endokrinstérande l&kemedel har pavisats
i 1&ga koncentrationer nedstroms utloppet fran reningsverk (Henry and Black, 2008).

Lakemedel &r biologiskt aktiva foreningar som om de upptrader i tillrackligt stora
koncentrationer skulle kunna paverka akvatiska organismer. De mest uppméarksammade
lakemedlen & de som stor neuroendokrina system for att de kan paverka organismers
utveckling vid valdigt 1aga koncentrationer (Henry and Black, 2008). Fluoxetin &r en selektiv
serotonindterupptagshammare (SSRI) som anvéands for att behandla depression hos
manniskor. Lakemedlet har patréffatsi ytvatten i Nordamerika och Europa (Henry and Black,
2008).

| en pilotstudie (EPAs hemsida: Henry, 2005) har Xenopus laevis (afrikansk klogroda)
exponerats for olika koncentrationer av fluoxetin. Den hogsta koncentrationen pa 29,5 pg/l
fluoxetin resulterade i signifikant forlangd tid till metamorfos och redan vid den lagsta
koncentrationen pa 0,059 pg/l visades reducerad massa vid metamorfos. Studien antyder
ocksa att det var 6kad dodlighet och misshildningar som forvridna bakben. Resultaten tyder
paatt exponering av fluoxetin kan ledatill negativa effekter pa tyreoidsystemet hos grodor.

Tyreoidea producerar tyroxin (T4) och 3,5,3 -trijodtyronin (T3) vilka &r tyreoidhormoner. |
tyreoidea syntetiseras och lagras tyreoidhormoner som regleras av tyreoidstimulerande
hormon (TSH) fran hypofysen. Tillvaxt och utveckling & mycket beroende av normala nivaer
av tyreoidhormoner, speciellt utvecklingen av centrala nervsystemet. Brist pa tyreoidhormon
kan ledatill symptom som inte visas forran senare i livet (Escobar, 2004). Metamorfosen
kontrolleras av T4, som konverteras till den mer aktiva formen T3 i malvavnaden av enzymet
monodejodinas (Denver et al., 1997). Att metamorfosen kontrolleras av tyreoidhormoner
medfor att amfibier & en bra modell for att testaom kemikalier har negativ paverkan pa
tyreoidsystemet (Opitz et al., 2006). Storningar pa tyreoidsystemet som paverkar utvecklingen
av tyreoidea och onormala halter av tyreoidhormon har pavisats hos vilt levande djurarter som
amfibier, fiskar och faglar (Colborn, 2002).

Hos grodor kan storningar av normal tyreoidfunktion ledatill permanenta effekter pa
reproduktionsystemet. Brist pa tyreoidhormon under larvstadiet kan forhindra maskulinisering
av viktiga konsstrukturer som laryngalmuskler hos Xenopus laevis (Robertson and Kelley,
1996). Det finns studier som visar att exponering for en antityreoid substans forhindrar
testikelutveckling hos Xenopus laevis, vilket antyder tyreoidhormoner behovs for
testikeldifferentiering hos vissa grodor (Hayes, 1997b). Vid forsok dar man exponerat yngel
for 0,06 nM och 0,6 nM etinyldstradiol visades ingatydliga histologiska forandringar i
tyreoidea (Berg et al, opublicerat resultat). Andra studier har visat att koncentrationer pa
0,37uM ostradiol inhiberar tillbakabildandet av svansen hos Xenopus laevis vilket tyder pa att
tyreoidsystemet ar paverkat (Hayes, 1997b). Det &r darfor intressant att undersoka om
exponering for hogre halter av etinylostradiol orsakar histologiska forandringar patyreoidea.



Det finns fleratidigare studier som visat samband mellan exponering for endokrinstérande
fororeningar och misshildning av reproduktionsorgan samt onormala nivaer av
konshormonkoncentrationer i vilda djur (Jobling et al., 2002; Jobling et al., 2006; Guillette et
al., 1994). Studier i vilka Xenopus tropicalis (vastafrikansk klogroda) och Rana temporaria
(vanlig groda) har exponerats for etinylOstradiol (EE;) under yngelstadiet har resulterat i en
skev kdnskvot redan vid koncentrationer som finns uppmétta i miljén (Pettersson and Berg,
2007). Inhibering av serotoninsyntes under konsdifferentieringen hos tilapia (Oreochromis
mossambicus) leder till minskad andel hanar, vilket tyder pa att serotonin &r viktigt for
tedikeldifferentiering (Tsai et al., 2000).

1.2 Xenopustropicalis

Amfibier har egenskaper som gor dem kansliga for storningar i miljon, till exempel sa har de
unik permeabel hud foér gasutbyte och osmoregulering (Duellman William E, 1994).

Den modellorganism som studerasi detta projekt & Xenopus tropicalis pa grund av dess
forhallandevis korta generationstid. Xenopus tropicalis har 66 utvecklingsstadier, som kallas
NF-stadier (Nieuwkoop, 1956), precis som dess slékting Xenopus laevis. NF- stadierna, som
strécker sig fran befruktat &gg till metamorfos, baseras pa yttre morfologiska karaktarer
(Nieuwkoop, 1956). Under senare tid har Xenopus tropicalis borjat anvandas mer inom
toxikologisk forskning da den &r diploid och inte tetraploid som Xenopus laevis (Fort et al.,
2004). Xenopus tropicalistolerar ett temperaturintervall pa 22- 28°C till skillnad fran
Xenopus laevis som utvecklas brai ett temperaturintervall pa 16- 25°C men kan tolererasa
I&g temperatur som 12°C och sa hdg som 28°C (Khokha et al., 2002). Histologisk
gonaddifferentiering hos Xenopus tropicalis sker under NF stadium 54 till 59 (Takase and
Iguchi, 2007).

1.3 Testsubstanser

Fluoxetin (figur 1) anvands som l&kemedel for att behandla depression hos ménniskor (Fass
hemsida,a). Fluoxetin & den aktiva ingrediensen i den forsta ordinerade SSRI medicinen |
USA med |&kemedel snamnet Prozac. Direkt efter det att serotonin (5-HT) precis syntetiserats
lagras den i lagringsvesiklar som tommer innehallet i synapsiska klyftan pasignal av
nervimpuls. Nér 5-HT har frisatts aktiverar neurotransmittorn en specifik receptor och 5-HT
transporteras tillbaka till den presynapsiska terminalen av ett speciellt transportprotein.
Blockering av serotonindterupptag okar den synapsiska tillgangligheten av neurotransmittor
vilket forstérker aktiveringen av de postsynapsi ska receptorerna.
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Figur 1. Molekylstruktur av fluoxetin



Tabell 1. Fysikaliska, kemiska och ekotoxikologiska egenskaper for fluoxetin (CAS 54910-
89-3)

Egenskap Enhet

Kemisk renhet * 99 %

Empirisk formel 3 Ci7H18FsNO
Molekylvikt 3 345,79 g/mol

Kw! ( Vattenléslighet) 38,4 mg/l vid 25°C

Kow® (férdelningskoefficient oktanol/vatten) 4,05

Angtryck? 8,9:10" mm Hg vid 25°C
PEC-véarde? (antar ingen degradering) 0.044 pg/l

PNEC-varde? 0.11 pg/l

! (Nentwig, 2007)
? (Fass's hemsida, b)
3 (Brooks et al., 2003)

Etinyldstradiol

Ostradiol har i studier visat sig hdmma metamorfosen vilket tyder p& stérningar av normal
tyreoidfunktion (Hayes, 1997a). Det syntetiskt framstéllda Ostrogenet etinyldstradiol anvands
i preventivmedel och for behandling av Ostrogenbrist. Etinylostradiol & den mest verksamma
ostrogenforeningen som patréffats i vattendrag (Kolpin et al., 2002). Nedstroms reningsverk i
USA och i Europahar man métt upp koncentrationer av etinyldstradiol pa 273 ng/l respektive
125 ng/l (Kolpin et al., 2002). Etinyléstradiol kan darfor anses vara en miljofororening och pa
savis en modellférening lamplig for att studera 6strogeninducerad utvecklingstoxicitet
(Pettersson et al., 2006).

1.3.1 Utdappskallor

L &kemedel kan kommaut i miljon pa flera olika vis. Lakemedelsproduktion, kliniska och
kemiska laboratorier och sjukhus & nagra exempel pa utdappskallor. Kasserade |akemedel
kan hamna pa soptippar och féras med lakvatten till ytvatten och grundvatten. Spill fran
jordbruk och fiskodlingar kan ledatill att rester fran lakemedel kommer ut i naturen via foder
och godsel. Tyvarr spolas ocksaen del 6verblivna lakemedel ner i avlioppen (FASS hemsida,
c). Avloppsreningsverken kan dock inte bryta ner vissa lakemedel srester s alla substanser
avlagsnas inte (Svenskt vattens hemsida; Naturvardsverkets hemsida).



1.4 Syfte och hypotes

1.4.1 Syfte

Syftet med det hér projektet &r att undersoka effekter av fluoxetin och etinylostradiol pa
metamorfos (tyreoidsystemet) och gonaddifferentiering (kdnshormonsystemet) hos Xenopus
tropicalis. Effekter av etinylostradiol pa tyreoidhistologi ska understkas eftersom att man
tidigare visat att metamorfosen inhiberas av hoga etinylostradiolkoncentrationer.

1.4.2 Hypoteser

Hypoteser for den hér studien &r att exponering for fluoxetin orsakar langretid till
metamorfos och lagre vikt vid metamorfos samt att exponering for fluoxetin eller
etinylostradiol orsakar 6kad epitelcelIhtjd i tyreoidea och 6kad tvarsnittsarea av tyreoidea. En
annan hypotes &r att testikel utvecklingen paverkas efter exponering for fluoxetin.



2. Material och metod

| studien anvandes vattenexponering for att efterlikna exponering som sker i naturen. Arten
Xenopus tropicalis ar latt att simuleratill &gglaggning med hjdlp av gonadotropin. Det tar
olikalang tid for grodorna att na metamorfos men da studien endast stracker sig till tiden till
metamorfos s avlivades grodorna det dygn de metamorfoserat. Forsoket avdutas nér den
sista grodan metamorfoserat.

2.1 Djurhallning

Grodorna hollsi 40 L- akvarier med 4-10 stycken i varje som har vatten med en temperatur pa
26 °C med 12 timmars ljus/morkercykler. Vattnet bestod av 9 delar avjoniserat och 1 del
kopparfritt vatten fran Uppsala kommunala vatten. Y nglen matades med Sera- micron (SERA,
Germany).

2.2 hCG-inducering och parning

Sex honor och sex hanar injicerades i dorsala lymfkorteln med humant gonadotropin (hCG
0,1 ml, 200 enheter/ml) 16st i 0,9 % NaCl-l6sning, dagen innan parningen. En hogre dos hCG
(0,1 ml, 1000 enheter/ml) injicerades samma dag som parningen skulle ske. Grodorna
placerades parvis i mindre akvarier, kontrollerades med en timmes intervall och efter

agglaggningen separerades de igen.

2.3 Exponering for fluoxetin och EE,

Ca 70 yngel i NF-stadium 47 placeradesi attaolika akvarier med 8 liter vatten i varje. Ynglen
var slumpvis plockade fran de olika avelsparen for att fa blandad genetisk bakgrund. Det var
tvareplikat, A och B, for varje koncentration och for kontrollgruppen (Figur 2). Y nglen
exponerades for olika koncentrationer av fluoxetin, 3 nM och 30 nM eller 100 nM
etinylostradiol. De exponerades fran NF- stadium 47 till 66. Stadium 66 & da de har
genomgatt metamorfos, dvs. da svansen &r fullstandigt tillbakabildad. Exponeringen skedde
under semistatiska forhallanden. Fem liter vatten byttes ut varje dag och stamldsningar av
testsubstansernatillsattes vid varje byte for att upprétthallarétt koncentration. Substanserna
hade 16sts i etanol och déarfor tillsattes endast etanol till kontrollerna. Etanolkoncentrationen
var 0,0005 % i alla akvarier. Tre ganger under studien togs vattenprover for analys av
fluoxetinkoncentrationerna pa kemiska institutionen pa Umea Universitet. Provtagningarna
utfordes dag 3, 22 och 50 under exponeringstiden.



Figur 2 . Forsbksuppstalining med &tta akvarier for exponering av fluoxetin eller
etinylostradiol pa Xenopus tropicalis. Det var tva akvarier till varje exponeringsgrupp samt till
kontroll.

2.4 Vattenkvalité

Varje vecka méttes halten ammoniak (NHs) och nitrit (NO,) fotometriskt genom att anvanda
standardtester fran Merck (Damstedt, Germany). pH- véardet kontrollerades regelbundet en
gang i veckan.

2.5 Avlivning och dissektion

Grodorna avlivades genom att de sanktes ned i en [6sning av 1 % bensokain, 16st i 70 %
etanol. Varje groda vagdes och langden fran nostill kloak méttes. K6n bestamdes
makroskopiskt utifran storlek och form pa gonaderna. Gonadernas langd méttes med hjalp av
millimeterpapper. Testikelns langd &r cirka en tredjedel av njurens och saknar
melaninpigment till skillnad frén ovarier som & nastan lika langa som njuren, har pigment
och & vagigai strukturen, se figur 3 (Pettersson et al., 2006). For att kunna undersoka
effekter av fluoxetin pa gonaderna histologiskt skars mellangardet ur och lades i en 4 %
buffertlosning av formalin i minst ett dygn och déarefter i etanol. Effekter pa
skoldkortelhormonsystemet undersoktes genom att méata ynglens utvecklingshastighet och
eventuella histologiska forandringar av tyreoidea. Vavnaden med tyreoidea ladesi formalin i
minst ett dygn och dérefter i etanol.
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Figur 3. (A) Gonader fran en typisk honlig Xenopus tropicalis vid metamorfos. Gonaderna
ligger ovanpa njurarna (N) och & néstan lika langa som njurarna. De honliga gonaderna har
mer vagig struktur och melaninpigment. (B) Gonader fran hanlig X.tropicalis vid metamorfos.
De &r kortare och slétare i strukturen samt saknar pigment.

2.6 Histologi och morfometri av tyreoidea

Véavnad med tyreoidea dehydrerades i 70 %, 95 % och absolut etanol och baddades sedan in i
hydroxyetyl metakrylat (Leica Historesin, Heidelberg, Germany). Snitt (2um) fargades med
toluidinblatt. For 5 individer per grupp togs snitt fran ca 6 olika nivaer med 50pum mellanrum
fran tyreoidea. Tyreoideasnittet med storst och tydligast tvarsnittsarea valdes ut for métning
och analys. Snitten fotograferades med en Hamamatsukamera C4742-95 kopplat till ett
mikroskop av mérket Leica DMRX. For att méta i fotografierna anvandes
bildanalysprogrammet ImageJ (NI1H Image/l mageJ). Tvérsnittsarean av tyreoidea och arean
av detre gorsta folliklarna méttes (figur 4). Allafolliklar som blivit genomskurna dér lumen
var synbar réknades per tyreoidea. Epitelcellhdjden méttes pa fyra punkter (0, 90, 180 och
270°) i de tre storstafolliklarna och ett medelvérde per individ berdknades.
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Figur 4. Tvérsnitt av en tyreoidea med 11 folliklar (F) i genomskérning. (E) Epitelcellager
som maéttes runt de tre storsta folliklarna pa fyra punkter (0, 90, 180 och 270°).

2.7 Histologisk kdnsbestamning

Mellangérdet med gonader och njurar dehydreradesi 70 %, 95 % och absolut etanol och
baddades sedan in i hydroxyetyl metakrylat (Leica Historesin, Heidelberg, Germany). Snitt
(2um) frén gonaderna fargades med hematoxylin och eosin. Gonaderna studerades under
mikroskop och konet fagtstélldes. De gonader som inneh6ll ett hdlrum omgivet av bark
klassificerades som &ggstockar och gonader med en medulla utan halrum klassificerades som
testiklar somvisasi figur 5 (Pettersson and Berg, 2007). Det noterades om hdlrummet i
ovariernavar tydligt, om det fanns utvecklade &ggceller och om gonadernavar onormalt sma
eller stora.
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Fighr 5, (A) Hanl'ig gonad fran en icke exponerad Xeﬁophé- :trof)i calisvid metamorfos dar
medulla & utan hdlrum. (B) Honlig gonad fran icke exponerad Xenopus tropicalis vid
metamorfos dér det finns ett halrum med omgivande cortex.



2.8 Statistiska metoder

All datafor satistikanalys testades med avseende pa normalfordelning for att sedan anvéanda
lampligt test beroende pd om de var normalférdelade eller inte. De olika
exponeringsgrupperna jamférdes med avseende pa vikt, langd och tid till metamorfos med
med Kruskal-Wallis test och post-test Dunn's Multiple Comparison test (GraphPad Prism 5.0,
Graphpad Software, San Diego, CA, USA). Aven data fran matningar av tyreoidea jamfordes
med Kruskal-Wallis test foljt av Dunn's Multiple Comparison test (GraphPad Prism 5.0).
Overlevnaden i gruppernatestades med Chi-square test och Fishers exakta test (GraphPad
Prism 5.0). Langden pa gonaderna jamfordes med Kruskal-Wallistest (GraphPad Prism 5.0)
och oparat t-test eller Mann Whitney test.



3. Resultat

3.1 Tyreoidhistologi

Resultaten visade ingen signifikant skillnad mellan kontrollgruppen och de exponerade
gruppernai vare sig tvarsnittsarea av tyreoidea, follikelarea, antal folliklar eller epitelcellhtjd
(figur 6,7,8,9).
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Figur 6. Tvérsnittsarea (medelvéarde £ SD) av tyreoidea (n=5) hos Xenopus tropicalis vid
tiden for metamorfos efter exponering for 3 och 30 nM fluoxetin och 100 nM etinyldstradiol

(EE).
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Figur 7. Follikelarea (medelvarde = SD) av de tre storsta tyreoideafolliklarna (n=15) hos alla
grupper av Xenopus tropicalis vid metamorfos efter exponering for 3 och 30 nM fluoxetin och

100 nM etinyldstradiol (EE>).
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Figur 8. Antal folliklar (medelvarde = SD) per tyreoidea (n = 5) hos Xenopus tropicalis vid
metamorfos efter exponering for 3 och 30 nM fluoxetin och 100 nM etinylostradiol (EEy).
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Figur 9. Epitelcellhdjden (medelvarde + SD) hos de tre storsta folliklarna per tyreoidea

(n=5) hos Xenopus tropicalis vid metamorfos efter exponering for 3 och 30 nM fluoxetin
och 100 nM etinyldstradiol (EE>).

3.2 Tid, vikt, langd och 6verlevnad vid metamorfos

Det var ingen signifikant skillnad mellan de exponerade grupperna och kontrollgruppen i tid
till metamorfos (Tabell 2). | kontrollgruppen var det signifikant skillnad mellan replikaten dar
kontrollreplikat B hade signifikant langre tid till metamorfos an kontrollreplikat A. Grupperna
3 nM och EE; hade signifikant langre tid till metamorfos an kontroll A. Kontroll B hade
signifikant langre tid till metamorfos &n 30 nM. Det fanns ingen signifikant skillnad i vikt

eller langd vid metamorfos mellan grupperna (Tabell 2). EE,B hade signifikant hdgre
Overlevnad an alla andra grupper inklusive EEZA.
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Tabell 2. Tid, vikt, l&ngd (medelvarde £ SD) och 6verlevnad vid metamorfos for Xenopus
tropicalis efter exponering for 3 eller 30 nM fluoxetin eller 100 nM etinyldstradiol (EEy). |
tabellen anvands forkortningarna KA och KB for kontrollreplikat A och B samt EE,A och
EE.B for etinylstradiolreplikaten.

Koncentration Tid till Kroppsvikt (g) Kroppslangd Overlevnad
Grupp metamorfos (cm) (%)
(dagar) (avlivade/antal
exponerade)
Kontroll KA 46,78 + 10,78
n=37 0,3865 + 0,1283 1,290 + 0,3493 81
KB 57,67+ 12,11 n=62 n=61 (114/140)
n=45
Fluoxetin
3 1M 54,07 + 11,26 0,3855 + 0,1119 1,400 + 0,1231 88
n=88 n=67 n=66 (119/136)
Fluoxetin
30 NM 50,70 + 9,47 0,3759 + 0,1318 1,392 + 0,1399 87
n=89 n=70 n=68 (122/141)
EE, EE,A 87
100 nM 52,38 + 10,09 0,3628 + 0,09928 1,390 + 0,1947 (54/62)
n=95 n=94 n=93
EE,B 100

3.3 Gonadhistologi

Resultatet visar som forvantat att alla exponerade individer i etinylOstradiolgruppen
utveckladestill fenotypiska honor (figur 10). Det fanns ingen signifikant skillnad i
konsfordelningen mellan kontrollgruppen och individer exponerade for fluoxetin (figur 10).
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Figur 10. Konsfordelning baserad pa gonadhistologi hos Xenopus tropicalis vid metamorfos
efter exponering for 3 eller 30 nM fluoxetin eller 100 nM etinylostradiol (EEy).
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3.4 Gonadlangd

Det var signifik

ant skillnad pa langden av gonaderna fér bada kénen mellan kontrollen och de

exponerade grupperna fluoxetin 30 nM och EE; 100 nM (figur 11). | kontrollgruppen var

honornas ovarier signifikant langre an hanarnas testiklar (figur 12).
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Figur 11. Langden pa gonader (medelvarde + SD) for bada kénen vid metamorfos hos

Xenopus tropicalis efter exponering for 3 eller 30 nM fluoxetin eller 100 nM etinylostradiol

(EE). A = Signifikant skild fran kontroll ( P < 0,05) med Kruskal Wallis test och Dunn’s
Multiple Comparison test.
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Figur 12. Langden paovarier (medelvarde + SD) for honor (n = 6) jamfort med testiklar pa
hanar (n = 14) i kontrollgruppen vid metamorfos hos Xenopus tropicalis. A = Signifikant skild

(P < 0,05) med Mann Whitney test.
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Det var ingen signifikant skillnad pa langden av testiklarna mellan hanarna i de exponerade
grupperna ( Figur 13).
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Figur 13. Langden patestiklar (medelvarde + SD) for hanar vid metamorfos hos Xenopus
tropicalis efter exponering for 3 eller 30 nM fluoxetin.

3.5 Vattenkvalité

Vérdet pa pH varierade mellan 7,5 och 7,9 under exponeringen. Halten ammoniak var relativt
konstant (ca50-75 pg/l) under de forstafem veckorna av exponeringstiden hos alla grupper
men minskade for kontrollerna och etinylostradiolgruppen de sistatre veckorna. Da
ammoniakhalterna sjonk okade nitrithalterna kraftigt i de aktuella akvarierna. Halterna nitrit
Okadetill 6ver 3500 pg/l for kontroll A och EE,-replikaten. Hos de fluoxetinexponerade
grupperna steg nitrithalterna till max 190-240 pg/l.

3.5.1 Vattenkoncentrationer

Tabell 3. Nominella och uppmétta koncentrationer av fluoxetin i akvarierna under
exponeringstiden. De uppmétta halterna &r ett medelvéarde fran tre olika métningar och
replikat tillhdrande samma exponeringsgrupp.

Grupp Koncentration

Kontroll 0,0 pg/l
Fluoxetin 3 nM (1,04 ug/l) 0,67 ug/l
Fluoxetin 30 nM (10,4 pg/l) 9,6 g/l
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4. Diskussion

Det huvudsakliga syftet med den hér studien var att analysera effekter av substanserna
fluoxetin och etinylostradiol pa tyreoidkértelns struktur och funktion hos Xenopus tropicalis.

4.1 Tyreoidhistologi

En av hypoteserna for den hér studien var att exponering for fluoxetin eller etinylostradiol
orsakar 6kad epitelcellhojd i tyreoidea men resultaten visade ingen signifikant skillnad mellan
kontrollen och de exponerade grupperna. Goleman (2002) har visat att Xenopus laevis som
exponerats for ammonuimperklorat under yngelstadium fick signifikant hogre epitelcellager i
tyreoidea och feminiserad konskvot. Perklorat inhiberar jodupptaget till tyreoidea vilket leder
till minskat tillgangligt jod for tyreoidhormonsyntes. En konsekvens av minskad
tyreoidhormonsyntes &r att utsdndring av tyreoidstimulerande hormon frisétts pa grund av
minskad aterkoppling. Det i sin tur leder till forstoring av follikelceller. Effekter av serotonin
pa friséttingen av tyrotropinfrisittande hormon (TRH) paréttor har studerats in vitro och har
visat att serotonin inhiberar frisdttning av TRH (Mitsumaet al., 1996). | en annan studie pa
réttor har det visats att fluoxetin leder till minskade halter T3 och T4 och darmed 6kade halter
tyreoidstimulerande hormon (Golstein et al., 1983). Da SSRI blockerar aterupptag av
serotonin leder det till 6kade halter av neurotransmittorn i hjarnan. Okade halter serotonin i
hjéarnan leder till minskade halter T3 och T4. | den hér studien var ytterligare en hypotes att
exponering for fluoxetin eller etinyldstradiol orsakar 6kad tvarsnittsarea av tyreoidea. Det
pavisades ingen signifikant skillnad mellan kontrollen och de exponerade grupperna med
avseende pa tvarsnittsarean av tyreoidea. En studie pa Xenopus tropicalis (Carlsson and
Norrgren, 2007) visades ett dos- respons forhallande mellan tvarsnittsarea av tyreoidea och
exponering for 6-propylthiouracil. Individerna i alla exponerade grupper hade signifikant
storre tvarsnittsarea pa tyreoidea an kontrollen. Resultatet &r troligen ocksa en konsekvens av
okad frisattning av tyreoidstimulerande hormon. Resultaten fran histologiska undersokningar
av tyreoideai den hér studien visade inte abnormiteter som konsekvens av 6kade halter
tyreoidstimulerande hormon da Xenopus tropicalis exponerats foér 3 nM och 30 nM fluoxetin
eller 100 nM Etinyldstradiol.

4.2 Tillvaxt och tid till metamorfos

En hypotes var att tiden till metamorfos skulle vara férlangd hos de grodor som exponerats for
fluoxetin, men eftersom det var skillnad mellan replikaten i kontrollgruppen kan inte den
dlutsatsen dras. Det var signifikant 1angre tid till metamorfos for grupperna exponerade for 3
nM fluoxetin eller EE; jamfort med kontroll A. Henry och Blacks piltostudie visade att tiden
till metamorfos Okade kraftigt hos Xenopus laevis vid exponering for 29,5 pg/l fluoxetin men
visade ingen signifikant skillnad vid exponering for 2,95 ug/l fluoxetin vilket kan jamforas
med den hogsta koncentrationen som anvandes i den har studien pa 30 nM (10,4 pg/l).

Det visades ingen skillnad i 1angd och vikt mellan kontrollgruppen och grupperna som
exponerats for fluoxetin eller EE,. | pilotstudien av Henry och Black framkom en tydlig
massreducering hos Xenopus laevis redan vid exponering for sa laga koncentrationer som
0,059 pg/l fluoxetin. | en studie pa japansk mekadafisk (Oryzias latipes) visades ingen
paverkan av tillvaxten vid exponering for fluoxetin (Foran et al., 2004). Inte heller pa
moskitfisk visades paverkan pa tillvaxten vid exponering for fluoxetin (Henry and Black,
2008).
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| den hér studien hade etinylostradiolreplikat B signifikant hogre dverlevnad (100 %) an de
andra grupperna, aven etinylostradiolreplikat A. Resultatet pa 6verlevnaden vid exponering
for etinylostradiol i den hér studien kan jamforas med resultat fran Pettersson (2007). Da
Xenopus tropicalis exponerats for tre olika koncentrationer av etinyl6stradiol (0.006 nM, 0.06
nM, 0.6 nM) var det endast 0.06 nM som skiljde sig signifikant men da med samre
Overlevnad. Det &r intetroligt att EE, skulle gynna 6verlevnad.

Den l&gsta exponeringskoncentrationen i den hér studien var 3nM (1,04 pg/l) vilket kan
jamforas med de koncentrationer av fluoxetin som finns uppméttai ytvatten i Kanada pa
0,099 g/l (Metcalfe et al., 2003). Kronisk exponering av moskifisk for fluoxetin paverkade
utvecklingen av yttre konskaraktéarer men da vid 3-4 ganger hogre koncentration an de som
finns uppméttai miljon (Henry and Black, 2008).

Den hér studien visar ingen signifikant skillnad i vikt, l&ngd, 6verlevnad, konskvot eller tid till
metamorfos mellan kontrollgruppen och grupperna exponerade for 3 och 30 nM fluoxetin hos
Xenopus tropicalis. | pilotstudien (EPAs hemsida: Henry, 2005) visades forsamrad balans och
sémre simbeteende hos Xenopus laevis vid exponering for 50 pg/l fluoxetin. Hos moskitfisk
exponerats for fluoxetin visades inga signifikanta skillnader i tillvaxt eller morfologi men
Okad passivitet observerades vilket tyder pa att exponering for fluoxetin leder till
beteendefrandringar (Henry and Black, 2008). Okade halter av serotonin i hjarnan pa

Oncor hynchus mykiss (regnbagsforell) resulterade i ett undergivet beteende (Overli et al.,
2004). En studie pa bldhuvad snultra (Thalassoma bifascitum) har resulterat i att
reproduktionsbeteendet paverkats da fluoxetin injicerats och resulterat i att hanar konkurrerar
mindre (Perreault et al., 2003). D& hanliga rattor administrerats fluoxetin minskade deras
motivation till reproduktion (Gouvea et al., 2008). Det gar altsa inte utesluta paverkan av
fluoxetin hos Xenopus tropicalisi den har studien da varken reproduktionsformaga eller
beteendeférandringar har studerats.

4.3 Gonadutveckling

Da honornas ovarier jamfordes med hanarnas testiklar inom kontrollgruppen sdgs att honornas
ovarier var signifikant langre. Da langden pa gonader for bada kénen i alla grupper jamfordes
visades att grupperna exponerade for fluoxetin 30 nM eller EE, hade léngre gonader &n
kontrollgruppen. Gruppen EE; hade langre gonader da de endast bestod av honor. Da
konsfordelningen inte skiljde sig mellan kontrollgruppen och de fluoxetinexponerade
grupperna kan man inte dra slutsatsen att ocksa gruppen fluoxetin 30 nM hade langre gonader
pagrund av 6kad andel honor. Inhibering av serotoninsyntes under konsdifferentieringen hos
Tilapia (Oreochromis mossambicus) leder till minskad andel hanar, vilket tyder pa att
serotonin &r viktigt for testikeldifferentiering (Tsai et al., 2000). Eftersom exponering for
fluoxetin leder till 6kad halt serotonin sa ar det mojligt att testikelutvecklingen blir paverkad.
Det var dock ingen signifikant skillnad i testikellangd mellan kontrollgruppen och de
fluoxetinexponerade gruppernai den hér studien.

4.4 Vattenkvalité och uppmatta halter

De hoga nitritvardena verkar inte ha haft negativ effekt pa éverlevnaden da EE,B som hade
hogst nitrithalt ocksa hade lagst dodlighet. Halterna av fluoxetin som uppmétts ssammer bra
Overens med de nominella vardena.
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4.5 Metodutveckling

| kommande projekt & det donskvart att anvanda genomflddessytem for att minska den
manskliga faktorns paverkan vid byte av vatten och tillséttning av substans. Eftersom
paverkan pa tyreoidsystemet inte alltid ger effekter férrén senare i utvecklingen &r det
intressant att studera om det finns paverkan vid konsmognad. Da studier pa hanliga rattor som
administrerats fluoxetin resulterade i minskad motivation till reproduktion (Gouveaet al.,
2008) skulle det vara intressant att studera reproduktionseffekter hos Xenopus tropicalis efter
exponering for fluoxetin. Pa grund av tidsbrist konsbestamdes endast ca 15 individer
histologiskt per replikat men i ett annat forsok skulle ett hdgre antal konsbestdmningar ge mer
information och mojligen resultera i tydligare skillnader i t.ex. testikellangd jamfért med
kontrollen.

Déagrodor exponeras for fluoxetin forvantas hogre halter av serotonin i hjarnan. Okade halter
av serotonin i hjarnan har resulterat i beteendeforandringar och foréndrat
reproduktionsbeteende pa bland annat amfibier, fisk och réttor. | framtida projekt ar det
intressant att studera beteende och halten serotonin i hjarnan pa grund av tidigare namnda
studier.

4.6 Slutsatser

Resultaten fran den hér studien visar inte ndgra histologiska forandringar patyreoidea
hos Xenopus tropicalis vilket tyder pa att tyreoidfunktionen inte paverkades av 3 nM
och 30 nM fluoxetin eller 100 nM Etinylostradiol.

Den har studien visar att fluoxetinkoncentrationer upp till 30 nM inte paverkar vikt,
langd, Overlevnad, kdnskvot eller tid till metamorfos hos Xenopus tropicalis. Det tyder
paatt fluoxetin i miljon inte & akut toxiskt for vilda grodor.

Det gar inte utesluta att fluoxetin har paverkat Xenopustropicalisi den héar studien da
varken reproduktionsforméaga eller beteendeférandringar har studerats. Y tterliggare
studier krévs for att undersoka beteendeférandringar och 6kade halter serotonin i
hjarnan da yngel av Xenopus tropicalis exponeras for fluoxetin.
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