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Abstract 

Since the 1990s concerns about endocrine disruption chemicals has been rasied. The thyroid hor-

mone system is one of the hormone systems where adverse effects are observed by endocrine dis-

ruption chemicals. Amphibians are used to investigate the thyroid disruption effects because the 

postembryonic development, metamorphosis, is dependent on thyroid hormones. The mainly used 

species to test the thyroid disruption effects is the African clawed frog, Xenopus laevis. There might 

be a difference in sensitivity of thyroid disruption effects between X. laevis and any other amphib-

ian species, because of the difference of habitats. X. laevis is completely an aquatic species, while 

the majority of amphibians are semiterrestrial. The purpose of this project was to compare the sensi-

tivity of thyroid disruption effects between X. laevis and Rana temporaria, a semiterrestrial species.  

In this project, eggs of the European common frog, R. temporaria, was exposed to perchlorate (0; 

11.9; 41.0; 131.2; and 426.9 µg/L), which is a thyroid disruption chemical. Biometric parameters, 

mortality, and development stage was examined in all exposed individuals (N = 510). The histology 

of the thyroid gland was examined in random individuals from the control group (N = 27), the low-

est exposed group, 11.9 µg/L (N = 14), and the highest exposed group, 426.9 µg/L (N = 14). The 

follicle cell height of the thyroid gland was reduced significantly in the 11.9 µg/L treatment com-

pared with the control group (P = 0.012). The total length was increased significantly in the 41.0 

and 131.2 µg/L treatments compared with control group (P < 0.05), while the weight was reduced 

significantly in the 426.9 µg/L treatment (P < 0.05). It is assumed, when the results are compared to 

results of X. laevis, that the sensitivity of thyroid disruption effects are the same in X. laevis and R. 

temporaria. 
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Resumé 

Siden 1990’erne har været et øget fokus på kemikaliers hormonforstyrrende effekter. Thyreoi-

deahormonsystemet er et af de hormonsystemer, hvor man har observeret skadelige effekter forårsa-

get af kemikalier. Padder er en god organisme at undersøge thyreoideahormonforstyrrende effekter 

på, da deres udviklingsproces efter embryostadiet, metamorfosen, er afhængig af thyreoideahormo-

ner. Den primære art som bruges, ved testning af kemikaliers thyreoideahormonforstyrrende effek-

ter, er den afrikanske sporefrø, Xenopus laevis. Da X. laevis er fuldstændig akvatisk, mens største-

delen af alle andre paddearter er semi-terrestriske, kan der være forskel på sensitiviteten overfor 

thyreoideahormonforstyrrende effekter mellem X. laevis og andre semi-terrestriske paddearter. For-

målet med dette projekt var at sammenligne eksponeringseffekterne mellem X. laevis og den semi-

terrestriske art, Rana temporaria, for at undersøge, om der er en forskel i sensitiviteten.  

I dette forsøg blev æg fra den europæiske paddeart, R. temporaria, eksponeret for perchlorat (0; 

11,9; 41,0; 131,2 og 426,9 µg/L), som er thyreoideahormonforstyrrende. Biometriske parametre, 

dødelighed, udviklingsstadie blev undersøgt ved alle eksponerede individer (N = 510). Histologien 

af skjoldbruskkirtlen blev undersøgt hos tilfældige individer fra kontrolgruppen (N = 27), laveste 

eksponerede gruppe, 11,9 µg/L, (N = 14) og højest eksponerede gruppe, 429,9 µg/L, (N = 14). Fol-

likelcellehøjden i skjoldbruskkirtlen blev signifikant reduceret ved eksponering af 11,9 µg/L sam-

menlignet med kontrolgruppen (P = 0,012). Totallængden var signifikant øget ved eksponering af 

41,0 og 131,2 µg/L sammenlignet med kontrolgruppen (P < 0,05), mens vægten var signifikant re-

duceret ved eksponering af 426,9 µg/L (P < 0,05). Sammenlignes resultaterne med lignende resulta-

ter fra X. laevis, antages det at X. laevis og R. temporaria er lige sensitive overfor thyreoideaforstyr-

relser forårsaget af perchlorat. 
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1 Ordliste 

ACTH: Adrenocorticotropic hormone, dansk: Adrenokortikotropt hormon 

AMA: Amphibian metamorfose assay 

CRH: corticotropin-releasing hormone, dansk: kortikotropin-frigivende hormon 

HPT-aksen: Hypothalamus-pituitary-thyroid axis, dansk: hypothalamus-hypofysen-thyreoidea-ak-

sen  

LAGDA: The Larval Amphibian Growth and Development Assay 

LOEC: Lowest observed effect concentration 

NIS: Sodium-iodide symporter, dansk: natrium-iod-symporter 

OECD: Organisastion for Economic Co-operation 

PCB: Polyklorede biphenyler  

RXR: Retinoid X receptor 

SVL: Snout-vent-length 

T3: 3,5,3’-triiodothyronin 

T4: 3,5,3’,5’-tetraiodothyronin (også kaldet thyroxin) 

TG: Thyroglobulin 

TH: Thyroid hormone, dansk: thyreoideahormon 

TPO: thyroperoxidase 

TR: Thyreoideahormonreceptor  

TRH: Thyrotropin-releasing hormone, dansk: thyrotropin-frigivende hormone 

TSH: Thyroid-stimulating hormone (også kaldet thyrotropin), dansk: thyreoidea-stimulerende hor-

mone 
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2 Introduktion 

Hormonsystemet er et komplekst kommunikationssystem mellem hjernen og kroppen, som sikrer at 

hjernen kan kontrollere kroppens forskellige fysiologiske systemer: metabolismen, homeostasen, 

væksten, udviklingen og reproduktionen (Gorman & Chiasera, 2013). Derfor er et velfungerende 

hormonsystem altafgørende for vertebraterne for at sikre korrekt udvikling og succesfuld reproduk-

tion (Bergman et al., 2012). Nogle kemiske forbindelser fra industrien og naturen kan påvirke hor-

monsystemet, hvilket kan føre til skadelige effekter. Siden 1990’erne blev offentlige og private or-

ganisationer opmærksom på problemet med hormonforstyrrende stoffer, og det førte til udvikling af 

testmetoder af kemiske forbindelser (IPCS, 2002). Da thyreoideasystemet er velbevaret mellem alle 

vertebratklasserne (Paris & Laudet, 2008), er produktionen, sekretionen og overordnet set funktio-

nen af thyreoideahormoner stort set ens for padder, pattedyr, fugle, krybdyr og fisk. Derfor kan test-

metoden bruges til at undersøge om et kemikalie er thyreoideaforstyrrende for mennesker, selvom 

forsøgene udføres på blandt andet padder (Grim et al., 2009; Miyata & Ose, 2012; OECD, 2009). 

Efterhånden blev testmetoderne udviklet og designet til specifikke modelorganismer, hvor testmeto-

der af thyreoideaforstyrrende stoffer blandt andet testes på den akvatiske frøart Xenopus laevis. 

De efterfølgende afsnit introducerer nærmere om hormonforstyrrende stoffer, især thyreoideafor-

styrrende stoffer, og hvorfor padder er en god organisme til at undersøge thyreoideaforstyrrende 

stoffer. De nuværende testmetoder beskrives, og hvorfor testmetoderne muligvis ikke er nok dæk-

kende i forhold til bevaring og beskyttelse af andre paddearter.  

2.1 Hormonforstyrrende stoffer 

De sidste tre årtier har der været en voksende bekymring og videnskabelig evidens for kemiske for-

bindelser, som påvirker hormonsystemet hos mennesker og dyr (IPCS, 2002). Dette førte til et sam-

arbejde mellem flere store organisationer (heriblandt verdenssundhedsorganisationen, WHO) for at 

undersøge og evaluere kemikaliernes påvirkning på hormonsystemet. Samarbejdet resulterede i an-

erkendte videnskabelige beviser for observerede skadelige effekter hos dyrelivet og økosystemer, 

samt øget forekomst af hormonrelaterede sygdomme hos mennesker. Ligeledes var der påvist hor-

monforstyrrende effekter i forsøgsdyr efter eksponering af visse kemikalier (IPCS, 2002). Hormon-

forstyrrende effekter anses ikke som værende et toksisk endpoint (som fx dødelighed) men som en 

fysiologisk funktionel ændring, som kan føre til skadelige effekter. Derfor har hormonforstyrrende 

stoffer fået følgende definition (IPCS, 2002): Et hormonforstyrrende stof er et udefrakommende 
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stof eller blanding som ændrer funktion(er) på det endokrine system og forårsager skadelige virk-

ninger hos organismen, dens afkom eller (sub)populationer. 

I begyndelsen var bekymringen primært omhandlende forstyrrelser på kønshormonsystemet, hvor 

effekter som forskudt kønsratio, færre levedygtige afkom og misdannede kønsorganer blev observe-

ret (Bergman et al., 2012; Colborn, 2002; IPCS, 2002; Jugan et al., 2010). Senere blev der forsket i 

andre hormonsystemer heriblandt thyreoideasystemet, hvor den væsentligst endokrine kirtel i dette 

hormonsystem er skjoldbruskkirtlen (Carlsson & Norrgren, 2007; Colborn, 2002; Jugan et al., 

2010). Skjoldbruskkirtlen producerer thyreoideahormoner, som er nødvendige for blandt andet ud-

vikling af hjernen, metamorfosen hos padder og normal adfærd hos vertebrater (Brown & Cai, 

2007; Colborn, 2002). Flere forskellige kemikaliegrupper er mistænkt for at være thyreoideaforstyr-

rende blandt andet polyklorede biphenyler (PCB’er), bromerede flammehæmmere og perchlorat 

(Jugan et al., 2010; Mughal et al., 2018). Det har ført til forskning og udvikling af testmetoder til at 

undersøge kemikaliers thyreoideaforstyrrende effekter, og i dette tilfælde er padder en god forsøgs-

organisme, da thyreoideasystemet er altafgørende for padders metamorfose (Brown & Cai, 2007). 

2.2 Padders metamorfose 

Siden 1912 har man vist, at skjoldbruskkirtlen er nødvendig for haletudser, når de gennemgår meta-

morfosen og udvikler sig til færdigudviklet frøer (Brown & Cai, 2007; Terry, 1918). Metamorfosen 

er en udviklingsproces efter individet har gennemført embryonstadiet (Dent, 1968; Paris & Laudet, 

2008; Tata, 2006), og padder er den grupper, hvor der sker den mest drastiske og fysiologiske æn-

dring (Brown & Cai, 2007; Tata, 2006). Det er ikke alle paddearter som gennemgår lige store æn-

dringer i metamorfosen, og nogle arter har direkte udvikling og derved ingen metamorfose (Dent, 

1968; Paris & Laudet, 2008; Shi, 2000).  

Selvom der er artsvariationer indenfor de forskellige faser af metamorfosen, er der overordnet føl-

gende faser: præmetamorfosen, prometamorfosen og klimaks (Dodd & Dodd, 1976; Just et al., 

1981; Shi, 2000). Dog er der uenighed i hvornår de forskellige faser præcist skal opdeles i forhold 

til udviklingsstadie (Dodd & Dodd, 1976; Etkin, 1968; Fox, 2012), da der er artsvariationer mellem 

de mest undersøgte arter, og hvor meget de udvikler sig ved hæmmet thyreoideahormonsystem (Ek-

sempelvis afrikansk sporefrø (X. laevis) sammenlignet med nordlig leopardfrø (Rana pipiens)) 

(Dodd & Dodd, 1976; Etkin, 1968). Dette projekt bruger udviklingsstadieinddelingen fra Etkin 

(1968) og udviklingsstadiesystem fra Gosner (1960) (Bilag 1). Præmetamorfosen er fra udviklings-

stadie 20-35 (Dodd & Dodd, 1976; Etkin, 1968; Gosner, 1960), 36-41 er prometamorfosen (Dent, 
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1968; Etkin, 1968) og klimaks er fra 42-46 (Etkin, 1968; Gosner, 1960) (Tabel 1). Faserne er ind-

delt efter morfologiske ændringer og betydningen af thyreoideahormoner, da koncentrationen af 

hormonerne ændres i løbet af faserne (Tabel 1). Under præmetamorfosen vokser haletudsen med 

uændret morfologi og uden indflydelse af endogen thyreoideahormoner, da haletudsen ikke er be-

gyndt at producere thyreoideahormoner før i slutningen af fasen (Brown & Cai, 2007; Etkin, 1968). 

I præmetamorfosen begynder bagbenene at vokse frem, og denne udvikling fortsætter i prometa-

morfosen (Brown & Cai, 2007; Etkin, 1968; Miyata & Ose, 2012; Shi, 2000; Tietge et al., 2005). 

Prometamorfosen begynder, når udskillelsen af thyreoideahormoner er målbare, og koncentrationen 

af thyreoideahormonerne stiger løbende i denne fase, og dette aktiverer udviklingen af tæer på bag-

benene, samt forberedelse til dannelsen af forben (Brown & Cai, 2007; Shi, 2000). I denne fase sker 

langsommere vækst end i præmetamorfosen, samt der sker morfologiske ændringer (Tabel 1). Kli-

maks begynder når forbenene bryder ud, og koncentrationen af thyreoideahormonerne forsætter 

med at stige indtil koncentrationen når et maksimum, hvorefter koncentrationen falder, og det er i 

denne del af metamorfosen, hvor de mest drastiske morfologiske og fysiologiske ændringer sker fx 

forbenenes udbrud og absorbering af halen (Tabel 1) (Brown & Cai, 2007; Etkin, 1968; Kaltenbach, 

1996).  

Metamorfosen er en tilpasning fra det akvatiske liv til det terrestriske, hvor der overordnet sker tre 

forskellige typer af tilpasninger: degenerering af haletudseorganer, ændring af nuværende haletud-

seorganer og udvikling af nye organer, som kun findes i voksne individer (Shi, 2000; Tata, 2006) 

(Tabel 1). Derfor er padder en god gruppe til at undersøge kemikaliers thyreoideaforstyrrende effek-

ter, da padders metamorfose er meget afhængig af et velfungerende thyreoideahormonsystem for at 

de udvikles korrekt. 

Tabel 1: Oversigt over metamorfosens inddeling og tilpasninger 

 Premetamorfose Prometamorfose Klimaks 

Koncentrationen af 

thyreoideahormoner 

Fysiologisk lav (Brown & 

Cai, 2007; Sternberg et 

al., 2011; White & Nicoll, 

1981). 

Stigende (Brown & 

Cai, 2007; Sternberg 

et al., 2011; White 

& Nicoll, 1981). 

Højst, herefter fal-

dende (Brown & 

Cai, 2007; Shi, 

2000; Sternberg et 

al., 2011; White & 

Nicoll, 1981). 

Udviklingsstadier    
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- Gosner 

(1960), gene-

relle frøarter 

20-35 (Dodd & Dodd, 

1976; Etkin, 1968). 

36-41 (Dent, 1968). 42-46 (Etkin, 1968; 

Gosner, 1960). 

- Nieuwkoop 

og Faber 

(1994), speci-

fik for X. lae-

vis 

46-55 (Brown & Cai, 

2007; Dodd & Dodd, 

1976; Fox, 2012). 

56-58 (Brown & 

Cai, 2007; Dodd & 

Dodd, 1976; Fox, 

2012). 

59-66 (Brown & 

Cai, 2007; Dodd & 

Dodd, 1976; Fox, 

2012). 

Absorbering af hale-

tudseorganer 

 Thyreoidea-induce-

ret enzymaktivitet i 

halen (Weber, 

1967). 

Thyreoidea-induce-

ret absorbering af 

halen (Dodd & 

Dodd, 1976) og gæl-

ler (Derby et al., 

1979) 

Ændring af nuvæ-

rende organer 

 Thyreoidea-afhængig udvikling af nerver 

og hjerne (Dodd & Dodd, 1976; Kollros, 

1981; Matsuda et al., 2010). 

Ændret leverenzymsammensætning 

(Munro, 1939). Reduceret længde af tynd-

tarm, og ændret tarm epitel (Ishizuya-Oka 

& Shi, 2005; Shi, 2000). Thyreoidea-indu-

ceret tilpasning af huden (Suzuki et al., 

2009), hovedudformningen (Dent, 1968; 

Rose & Cahill, 2019; Trueb & Hanken, 

1992) og skelettet (Trueb & Hanken, 1992) 

Dannelse af nye or-

ganer 

 Thyreoidea-induce-

ret differentiering af 

bagbenenes tæer og 

muskler (Dent, 

1968; Shi, 2000). 

Thyreoidea-induce-

rende genregulering 

i lungerne 

(Veldhoen et al., 

Thyroidea-afhængig 

udbrud af forbenene 

(Dent, 1968; Dodd 

& Dodd, 1976). 
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2015), og thyreoi-

dea-afhængig udvik-

ling af lungerne 

(Burggren & West, 

1982; Pei et al., 

2011) 

 

2.2.1 Hormoner i thyreoideahormonsystemet  

Den vigtigste kirtel i thyreoideahormonsystemet, er skjoldbruskkirtlen, som alle pattedyr, fugle, 

krybdyr og padder har (Paris et al., 2008; Paris & Laudet, 2008). Skjoldbruskkirtlen er placeret i 

svælget, og den består af follikler, hvor organiseringen af folliklerne varierer indenfor vertebraterne 

(Paris & Laudet, 2008; Zoeller et al., 2007). Hos pattedyr er folliklerne organiseret i en samlet en-

hed, mens de hos nogle padder er folliklerne organiseret i to enheder (Figur 1). Folliklerne består af 

et lag celler, follikelceller, som omgrænser lumen med den thyreoideahormonholdige kolloidvæske 

(Grim et al., 2009; Miyata & Ose, 2012; Rugh, 1951). 

Skjoldbruskkirtlen udskiller thyreoideahormonerne og størstedelen af thyreoideahormonerne er 

3,5,3’,5’-tetraiodothyronin (også 

kaldet thyroxin, T4) og en mindre 

del er 3,5,3’-triiodothyronin (T3) 

(Brown & Cai, 2007; Kaltenbach, 

1996). Skjoldbruskkirtlen bliver 

kontrolleret af hypofysen, som bli-

ver kontrolleret af hypotalamus 

(Figur 2), og denne kommunika-

tion kaldes for hypotalamus-hypo-

fyse-thyreoidea-aksen (HPT-ak-

sen), som alle vertebrater besidder 

(Jarque & Piña, 2014; Paris et al., 

2008; Paris & Laudet, 2008). HPT-

aksen fungerer ved at centralnerve-

systemet (CNS) sender signal til 

Figur 1: Skjoldbruskkirtlen (farvet med hematoxylin og eosin) hos Rana tempo-

raria, hvor folliklerne er organiseret i to enheder. Hver follikel består af epitel 

af follikelceller (mørkelilla, blå pil) og lumen med kolloidvæske, hvor thyreoi-

deahormonerne bliver oplagret (lyserød, sort pil). Billedet er taget fra mikro-

skop ved 40 gangs forstørrelse.  
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hypotalamus om at udskille flere forskellige neurohormoner, fx thyrotropin-frigivende hormon 

(TRH), dette sker ved udvikling af hjernen hos pattedyr (Henrichs et al., 2010; Mughal et al., 2018) 

og kortikotropin-frigivende hormon (CRH), som sker når metamorfosen skal igangsættes hos hale-

tudser (Denver, 1996; Sternberg et al., 2011; Tata, 2006). Disse neurohormoner fra hypotalamus sti-

mulerer hypofysen til at udskille thyreo-

idea-stimulerende hormon (TSH), som 

stimulerer skjoldbruskkirtlen til at ud-

skille thyreoideahormoner (TH) 

(Chiamolera & Wondisford, 2009; 

Kaltenbach, 1996; Shi, 2000; Sternberg 

et al., 2011) (Figur 2).  

I løbet af metamorfosen ændres kommu-

nikation i HPT-aksen, og derfor er kom-

munikationen i HPT-aksen ikke ens for 

haletudser og voksne frøer (Denver, 

1988; Dodd & Dodd, 1976; Kaltenbach, 

1996; Sternberg et al., 2011) (Figur 1). 

Hos haletudser er det CRH og ikke 

TRH, som er det væsentligste hormon 

fra hypotalamus (Denver, 1988). Når 

hypotalamus har modtaget tilstrækkelig 

stimulering fra CNS, udskiller hypo-

talamus CRH, og dette sker i slutningen 

af premetamorfosen/begyndelsen af pro-

metamorfosen (Chiamolera & 

Wondisford, 2009; Denver, 1996; 

Matsuda et al., 2010). Sensitiviteten for 

CRH stiger i løbet af metamorfosen, så-

ledes at den samme mængde CRH fører 

til frigivelse af mere TSH i prometamor-

fosen end i præmetamorfosen (Manzon 

& Denver, 2004). TSH fra hypofysen 

Figur 2: Den generelle HPT-akse vertebrater. CNS stimulerer hypo-

talamus til udskillelsen af TRH (hos alle vertebrater undtaget hale-

tudser; blå pile) og CRH (hos haletudser; grønne pile), hvor disse 

hormoner stimulerer hypofysen til udskillelse af TSH. TSH stimulerer 

skjoldbruskkirtlen til udskillelse af TH. TH bliver transporteret til 

vævet, hvor det kan igangsætte et cellulært respons. HPT-aksen har 

negativ feedback, hvor hormonerne har hæmmende effekter (røde 

pile) (Efter Chiamolera & Wondisford, 2009; Gorman & Chiasera, 

2013; Paris & Laudet, 2008; Sternberg et al., 2011) 
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stimulerer via receptorbinding på follikelcelleoverfladen af skjoldbruskkirtlen (se om mekanisme i 

afsnit 2.1.1.1), skjoldbruskkirtlen til at udskille TH (Fong, 2011; Kaltenbach, 1996; Miyata & Ose, 

2012; Tata, 2006; Zoeller et al., 2007). For at kontrollere koncentrationen af TH, er der negativ 

feedback som alle vertebrater besidder (Figur 2), og sensitiviteten af det negative feedbacksystem 

hos padder ændres i løbet af metamorfosen for at sikre en høj koncentration af TH i klimaks. I slut-

ningen af prometamorfosen og i hele klimaks, hæmmer TH med en mindsket effekt TSH, og derved 

kan der være en højere koncentration af TH i klimaks end i præmetamorfosen og efter klimaks 

(Sternberg et al., 2011). Den stigende koncentration af TH, er væsentligt for de morfologiske æn-

dringer som sker i prometamorfosen og klimaks. 

2.2.1.1 Mekanisme 

Når TSH binder sig til TSH-receptoren på skjoldbruskkirtlens follikelceller, sker en kaskade, som 

fører til dannelse og udskillelse af TH (Figur 3) (Colin et al., 2013; Manna et al., 2013; Zoeller et 

al., 2007). Et af de cellulære responser er øget optagelse af iod, og dette sker via natrium-iod-sym-

porteren (NIS), hvor iod (I-) sammen med natrium (Na+) transporteres ind i follikelcellen (Eskandari 

et al., 1997; Fong, 2011; Zoeller et al., 2007). Et andet cellulært respons er aktivering af enzymet 

thyroperoxidase (TPO), som binder iod til thyroglobulin (TG), så det færdige produkt er et TH-TG-

kompleks, der bliver oplagret i kolloidvæsken i follikellumen (Paris & Laudet, 2008; Zoeller et al., 

2007). Den vigtigste fysiologiske effekt af TSH på follikelcellerne, er udskillelsen af thyreoideahor-

monerne.  Ved receptorbindingen af TSH, igangsættes et respons som fører til transport af TG-TH-

komplekset ind i follikelcellen, hvor bindingen mellem TG og TH bliver brudt, og TH bliver trans-

porteret ud i blodet, hvor transportproteiner binder sig til TH (Colin et al., 2013; Manna et al., 2013; 

Zoeller et al., 2007). Det cellulære respons efter binding af TSH på follikelcellerne, er generelt gæl-

dende for vertebrater (Paris & Laudet, 2008). 

Det primære TH som bliver udskilt, er T4, som bliver transporteret i blodet via transportproteiner til 

det pågældende væv, hvor deiodinase-enzymer omdanner T4 til det mere biologiske aktive T3 

(Miyata & Ose, 2012; Paris & Laudet, 2008). Derefter kan T3 igangsætte et respons i det pågæl-

dende væv ved binding på thyreoideahormonreceptoren (TR) i cellekernen (Tata, 2006). TR danner 

sammen med retinod X receptor (RXR) en heterodimer, og når T3 binder sig på TR, brydes bindin-

gen mellem et repressormolekyle og komplekset, og derved kan transskriptionen igangsættes. Genet 

som bliver transskriberet, afhænger af vævstype og tidspunkt i udviklingsstadiet (Tata, 2006).  
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I løbet af præmetamorfosen øges mængden af TR, og ved aktivering af TR i prometamorfosen og 

klimaks induceres yderligere transskriptionen af TR-gener, og dette fører til øget sensitivitet for TH 

(Tata, 2006). Dette betyder også at mekanismen for aktivering af TR er tilstede før produktionen af 

thyreoideahormoner, og derfor kan metamorfosen aktiveres for tidligt i forhold til naturlige aktive-

ring (Miyata & Ose, 2012; Tata, 2006). Ligeledes kan nogle organismefremmede kemikalier på-

virke hormonerne i metamorfosen, hvor der kan ske øget aktivering eller hæmning, som kan resul-

tere i skadelige effekter for individet (Jugan et al., 2010; Miyata & Ose, 2012).   

2.3 Thyreoideaforstyrrende stoffer 

Da thyreoideasystemet er kompleks med de mange forskellige involverede hormoner, proteiner og 

enzymer (Figur 2 og 3), kan organismefremmede stoffer påvirke flere forskellige steder i thyreoi-

deahormonsystemet (Figur 4) (Jugan et al., 2010). I princippet kan et organismefremmede stof 

1 

2 

3 

4 

5 
6 

7 

8 
9 

Figur 3:Cellulært respons når TSH binder sig til TSH-receptoren, hvor cAMP dannes (1). cAMP fører til øget trans-

skription af NIS (2), øget optagelse af iod via NIS (3) og Pendrin (4), øget transskription og transport af TG (5), øget 

aktivering af TPO, og derved øget syntese af TH (6). Na+/K+-pumpen skaber en elektrokemisk gradient, så Na+ og I- kan 

transporteres via NIS. Når TG-TH-komplekset transporteres fra kolloidvæsken til blodet, sker en proteolyse (grønne 

linjer) (7), hvorefter MCT8 transporterer TH ud i blodet (8). TH bliver transporteret af transportproteiner i blodet (9). 

Efter Colin et al., 2013; Manna et al., 2013; Zoeller et al., 2007) 
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forstyrre thyreoideahormonsystemet hver gang, der sker en fysiologisk proces (fx ved NIS), hvis det 

organismefremmede stof har kemiske egenskaber til at påvirke den specifikke mekanisme (fx 

perchlorat hæmmer NIS, beskrives i afsnit 2.3.1). Derfor er flere forskellige kemikaliegrupper mis-

tænkt for at være thyreoideaforstyrrende blandt andet PCBer og perchlorat. PCBer er mistænkt fordi 

deres kemiske opbygning kan ligne naturlige hormoner (Mckinney et al. i Mughal et al., 2018), og 

flere studier har vist en sammenhæng mellem stigende koncentrationer af PCBer og faldende kon-

centrationer af thyreoideahormoner (Brucker-Davis et al. i Mughal et al., 2018), som muligvis skyl-

des at PCBer binder sig til transportproteiner, så thyreoideahormonerne bliver ikke transporteret 

rundt (Grimm et al. i Mughal et al., 2018), samt PCBer fører til øget koncentration af TSH 

(Kashiwagi et al., 2009). Hos mennesker, er de tydeligste skadelige effekter observeret hos fostre og 

nyfødte, hvor nedsat thyreoideahormonkoncentrationer fører til kognitive defekter, nedsat IQ og 

øget risiko for autisme og ADHD (Caspersen et al. i Mughal et al., 2018). Hos voksne mennesker er 

observeret en positiv sammenhæng mellem PCB-eksponering og forhøjet risiko for hjertekarsyg-

domme (Bergkvist et al. i Mughal et 

al., 2018).  

Hos andre kemikaliegrupper er ob-

serveret lignende sammenhænge som 

PCBer, hvor øget eksponering af ke-

mikaliegruppen fører til skadelige ef-

fekter (Mughal et al., 2018). De ska-

delige observeret effekter hos men-

nesker, er lavere IQ, udviklingsde-

fekter i nervesystemet og adfærds-

problemer fx ADHD, og disse effek-

ter kan opstå ved eksponering af 

pechlorat, phenoler, pesticider og de-

res nedbrydningsprodukter, phthala-

ter eller bromerede flammehæm-

mere. Dyreforsøg har ligeledes påvist 

en sammenhæng mellem eksponering 

af kemikalierne og skadelige effekter 

som udviklingsforstyrrelser hos mus, 

Figur 4: Oversigt over hvor thyreoideaforstyrrende stoffer (rød stjerne) 

påvirker thyreoideahormonsystemet. CAR: Constitutive androstane re-

ceptor; DIO1, DIO2 og DIO3: deiodinase-enzymer; NIS: natrium-iod-

symporter; Plasma THBP: transportproteiner; T4-Sulf og T4-Cluc er in-

aktivt T4; rT3: inaktivt T3; TPO: thyroperoxidase; Tpt: membrantrans-

port; TSH: thyreoidea-stimulerende hormon; TR; thyreoideahormonre-

ceptor; SULT: sulfotransferase (Efter Jugan et al., 2010). 

Skjoldbruskkirtlen 

Leveren Væv Udskillelse via galde 

Hypotalamus  
og hypofysen 

Blodet 
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zebrafisk og padder, nedsat thyreoideahormonkoncentrationer hos mus og hæmmet deiodinase-en-

zymer i in vitro forsøg. Da de thyreoideaforstyrrende stoffer har forskellige virkningsmekanismer, 

forstyrrer det samme specifikke stof ikke flere forskellige processer i thyreoideahormonsystemet, og 

der er flere forskellige steder i thyreoideahormonsystemet, hvor thyreoideaforstyrrende stoffer kan 

påvirke (Figur 4). 

Fordi der er observeret mange sammenhænge mellem eksponering af organismefremmede stof og 

skadelige effekter, er det vigtigt at pålidelige testmetoder findes, så under udvikling af nye kemika-

lie, at potentielle skadelige kemikalier bliver testet, så forbrugeren og miljøet undgår de skadelige 

kemikalier. Ved udvikling af thyreoideaforstyrrende testmetoder, bruges perchlorat og propylthiou-

racil som modelstof, da virkningsmekanismen af disse er kendt (Eskandari et al., 1997; Singh et al., 

2015). 

2.3.1 Perchlorat 

Perchlorat er en uorganisk ion, ClO4
-, som naturligt findes i miljøet, da det dannes i atmosfæriske 

processer, og derfor findes perchlorat mange steder (Leung et al., 2010). Perchlorat kan binde sig til 

kationer (fx natrium) og danne perchloratsalte, som bruges i industrien til fyrværkeri, raketbrænd-

stof, spraystoffer mv. (Jugan et al., 2010; Leung et al., 2010; Sijimol & Mohan, 2014). Da perchlo-

rat har været brugt i en lang årrække, og det er meget persistent, findes det overalt i miljøet, nogle 

steder med højere koncentrationer (Steinmaus, 2016) . I 1950’erne blev perchlorat brugt som medi-

cin mod hyperthyroidisme, da perchlorat hæmmer produktionen af thyreoideahormonerne, dog førte 

den daværende dosis (600-1000 mg dagligt) til lavere mængde af blodlegemer (aplastisk 

anæmi)(Johnson & Moore, 1961), og derfor stoppede man brugen af medicinsk perchlorat i en peri-

ode på tre årtier, før man brugte det kort i 1980’erne til behandling af Graves’ sygdom. Nu bruger 

man andre stoffer til behandling af thyreoidea-relaterede sygdomme blandt andet propylthiouracil, 

som hæmmer TPO (Figur 4) (Nygaard et al., 2018). 

Perchlorat er en kompetitiv inhibitor til NIS (Figur 4), da perchlorat blokerer NIS, så iod ikke kan 

transporteres via NIS (Eskandari et al., 1997). Derved hæmmer perchlorat optagelse af iod ind i fol-

liklerne, hvorved syntesen af thyreoideahormoner hæmmes (Jugan et al., 2010; Zoeller et al., 2007). 

Fordi mekanismen for perchlorat er kendt, bruges perchlorat som modelstof i toksikologiske forsøg 

(Hu et al., 2006; Tietge et al., 2005). Perchlorat blev brugt i eksponeringsforsøget i dette projekt. 
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2.4 OECD-guideline 

Da thyreoideaforstyrrende stoffer kan påvirke flere forskellige steder i thyreoideahormonsystemet, 

er det vigtigt at der findes testmetoder, som inkluderer hele thyreoideahormonsystemet (Miyata & 

Ose, 2012). Det er derfor vigtigt at testmetoderne er sikre og pålidelige, da resultaterne fra testene 

bliver brugt til regulering af det pågældende kemikalie (Gourmelon & Delrue, 2016). Dette er et af 

formålene med OECD (Organisastion for Economic Co-operation), som er et samarbejde mellem 

størstedelen af de industrielle lande. Det er organisationen OECD som arbejder for et ensartet og 

retfærdigt økonomisk samarbejde mellem medlemslandene. Et af formålene med OECD er at have 

standardiserede testmetoder for kemikalier, og derfor har OECD udgivet principper om godt labora-

toriearbejde (Good Laboratory Practice) for at styrke kvaliteten og sikkerheden af data fra kemika-

lietestene, og sikre at laboratoriearbejdet er standardiseret (Gourmelon & Delrue, 2016; OECD, 

1998). Et andet formål med standardiserede testmetoder er at alle medlemslandene skal acceptere 

resultaterne fra forsøg udført efter OECD-guidelines for test (Gourmelon & Delrue, 2016). Dette 

samarbejde betyder at de samme forsøg ikke gentages i forskellige lande, og derved reduceres antal-

let af forsøgsdyr. OECD opdaterer og udvikler systematisk nye guidelines for testmetoder på bag-

grund af informationer fra naturvidenskabelige debatter og politiske holdninger fra medlemslande-

nes, industrien og interesseorganisationer. Dette er med til sikre flest mulige synsvinkler i forhold til 

naturvidenskabelige viden, samfundets behov, forsøgsdyrsvelfærd og miljøet (Gourmelon & 

Delrue, 2016). 

Guidelinene er inddelt på fem forskellige niveauer alt efter hvilke informationer omkring stoffet 

man ønsker at undersøge (OECD, 2019). Niveau 1 indeholder testmetoder til at undersøge fysiske-

kemiske egenskaber og opstille modeller for interaktion med biologiske systemer. Niveau 2 består 

af in vitro-testmetoder omkring mekanisme, mens niveau 3-5 består af testmetoder in vivo. Resulta-

terne fra testmetoderne fra niveau 3 giver information om mekanisme in vivo, mens resultaterne fra 

niveau 4 og 5 giver informationer om skadelige effekter fra relevante hormonforstyrrende endpo-

ints. Niveau 5 inkluderer informationer om skadelige effekter efter eksponering i en lang periode af 

livscyklussen. Man tester på flere forskellige grupper af levende organismer, og derfor er testmeto-

derne designet til en specifik gruppe af organismer (OECD, 2019). Selvom testmetoderne kun giver 

resultater om skadelige effekter hos den specifikke gruppe (eller art), kan resultatet ofte perspekti-

veres til andre grupper, hvis virkningsmekanismen og hormonsystemet er ens. Dette er tilfældet 

med thyreoideahormonsystemet, som er velbevaret mellem vertebraterne, hvor forsøgsresultater fra 
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padder kan bruges til om det har thyreoideaforstyrrende effekter hos andre vertebrater fx menne-

sket. 

2.4.1 LAGDA 

Da padder er en god forsøgsorganisme til testning for thyreoideaforstyrrende effekter, har OECD 

siden 2009 anbefalet at bruge AMA (Amphibian metamorfose assay) (Testguide 231, niveau 3) 

(Miyata & Ose, 2012) til at teste kemikaliers thyreoideaforstyrrende effekter. Formålet med AMA 

er at undersøge om et kemikalie har en thyreoideaforstyrrende virkningsmekanisme i padder, hvor 

man undersøger forskellige endpoints blandt andet udviklingen og histologi. De mest følsomme 

endpoints vurderes ud fra histologi af skjoldbruskkirtlen, da skjoldbruskkirtlen er særlig følsom 

overfor thyreoideaforstyrrelser (Grim et al., 2009; Miyata & Ose, 2012). I AMA er resultaterne fra 

histologien fra skjoldbruskkirtlen semi-kvantitativ med fire kernekriterier (reduktion af skjoldbrusk-

kirtlen, forøgelse af skjoldbruskkirtlen, follikelcelle hypertrofi og follikelcelle hyperplasi) (Grim et 

al., 2009). Senere fandt man ud af at follikelcellehøjden er et brugbart kvantitativt endpoint 

(Carlsson & Norrgren, 2007; Hu et al., 2006), og fra 2015 var udviklet en anden metode, LAGDA 

(the Larval Amphibian Growth and Development Assay) (Testguide 241, niveau 4). Formålet med 

LAGDA, er at undersøge dosis-respons sammenhængen mellem koncentrationer og skadelige ef-

fekter af thyreoideahormonforstyrrende kemikalier (OECD, 2015). Da eksponeringen sker i en læn-

gere periode i LAGDA end AMA, kan resultaterne fra LAGDA bruges til risiko- og farevurdering 

for både mennesker, miljøet og dyrelivet, især padder. LAGDA er designet til den afrikansk spore-

frø (Xenopus laevis) (OECD, 2009, 2015), fordi denne art bliver brugt som modeldyr i andre labora-

torieforsøg, og derfor er det meget viden om netop denne art. 

2.5 Afrikansk sporefrø og butsnudet frø 

Den afrikanske sporefrø, X. laevis, er en tropisk vandlevende art fra Afrika (Figur 5). Arten er me-

get populær i laboratorier som forsøgsdyr, da den er en meget hårdfør art og har let til at tilpasse sig 

(Measey et al., 2012; Tinsley et al., 2009). Derudover kan man igangsætte æglægningen hos den 

ved injektion af hormoner (Wlizla et al., 2017). Fordi arten er fuldstændig vandlevende, kræver ar-

ten færre laboratoriefaciliter end andre arter som lever i terrestriske habitater (Measey et al., 2012). 

Naturligt findes X. laevis i alle forskellige typer ferskvandshabitater, selv meget modificeret antro-

pogeniske habitater. Derfor er den generelle population af X. laevis stigende, og den har bredt sig til 

andre steder i naturen blandt andet Frankrig og USA, hvor den anses som være en invasiv art, og 
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man mener at X. laevis har spredt parasitsvam-

pen Batrachochytrium dendrobatidis, som har 

ført til store konsekvenser for andre paddear-

ter (Tinsley et al., 2009).  

Den butsnudet frø, Rana temporaria, er en 

semi-terrestrisk europæisk art, som findes 

over største delen af Europa fra subtropiske 

skove til skovtundraer (Figur 6) (Kuzmin et 

al., 2009). Arter lever primært terrestrisk, men 

æglægningen og haletudsestadiet foregår kun i 

vand. Arten yngler en gang om året omkring 

marts-april i Danmark (Jørgensen & 

Kjærgaard Jensen, 2015), og det er findes 

endnu ikke en effektiv metode til at stimulerer 

æglægning (Sotowska-Brochocka et al. i 

Trudeau et al., 2010). Arten er ikke sensitiv, 

og derfor findes den i antropogeniske habitater 

(fx byparker), og flere forsøg har vist at den 

kan tilpasse sig i forhold til forskellige miljøer 

(Beattie, 1987; Dittrich et al., 2019; 

Severtsova et al., 2017). Selvom arten er me-

get almindelig, er populationen generelt fal-

dende (Kuzmin et al., 2009).  

2.6 Formål 

Dette projekt omhandler thyreoideaforstyrrelser hos vertebrater, hvor fokus er på padder, da denne 

dyregruppe er meget afhængig af thyreoideahormonsystemet. Projekt tager udgangspunkt i et større 

projekt om undersøgelse af hormonforstyrrende effekter hos den danske paddeart, butsnudet frø (R. 

temporaria) (Center for Hormonforstyrrende Stoffer). Formålet er at undersøge effekterne af 

perchlorat-eksponering hos R. temporaria primært ved histologiske undersøgelser af skjoldbrusk-

kirtlen. Resultaterne af eksponeringsforsøget sammenlignes med lignende eksponeringsforsøg med 

X. laevis for at undersøge om der er en forskel i sensitivitet overfor thyreoideaforstyrrelser. 

Figur 5: Afrikansk sporefrø, Xenopus laevis. (fra www.cali-

forniaherps.com/frogs/pages/x.laevis.html) 

Figur 6: Butsnudet frø, Rana temporaria (fra http://www.ani-

malspot.net/common-frog.html) 

http://www.californiaherps.com/frogs/pages/x.laevis.html
http://www.californiaherps.com/frogs/pages/x.laevis.html
http://www.animalspot.net/common-frog.html
http://www.animalspot.net/common-frog.html
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Kemikaliers thyreoideaforstyrrende effekter testes på X. laevis. Denne art lever udelukkende akva-

tisk, men størstedelen af padderne lever både akvatisk og terrestrisk, og derfor er der tvivl om ek-

sponeringsforsøg på X. laevis kan give resultater som er dækkende for størstedelen af paddearterne, 

da sensitiviteten kan variere mellem forskellige levestrategier. Hos R. temporaria findes ikke en fast 

procedure, som der gør ved X. laevis, og derfor undersøges forskellige endpoints blandt andet bio-

metriske målinger fra alle eksponerede frøer (N=510) og histologiske undersøgelser på en del af de 

eksponerede frøer (N=55). 

3 Metode 

Dette eksponeringsforsøg tager udgangspunkt i metoden fra LAGDA, hvor æg fra R. temporaria 

blev eksponeret for perchlorat. 

3.1 Eksponeringsforsøg med butsnudet frø 

1200 æg fra R. temporaria, blev opsamlet fra en dam ved Kohaveskoven (Landkildevej 2, Odense 

SØ) efter dyreforsøgstilladelse, da arten er fredet. Æggene blev opdelt i 24 kar á otte L med 50 æg i 

hver, hvoraf otte kar var kontrolkar. Der var fire kar af hver af de forskellige nominelle koncentrati-

oner: 16, 51, 163 og 522 µg/L perchlorat (se bilag 2 for karoversigt). Eksponeringskemikaliet var 

natriumperchlorat (CAS 7601-89-0), som er let vandopløselig (Jugan et al., 2010), og derfor var et 

solvent ikke nødvendigt. Vandet i karrene var almindeligt vandhanevand, og vandudskiftning i 

hvert kar var fem gange i døgnet. Ole Dich perstaltiske pumper blev brugt til at dosere henholdsvis 

stamopløsningen med kemikaliet og vand. Haletudserne blev fodret ad libitum med TetraTabiMin 

(Tetra), og rumtemperaturen var 15oC. Dyrene blev tilset dagligt, hvor misdannelser blev noteret og 

eventuelle døde individer blev fjernet og noteret. Dyrene blev eksponeret fra d. 21. april 2018 (dag 

0) til d. 6.-8. juni 2018 (dag 46-48), da forsøgsafslutningen foregik over flere dage. Ved afslutning 

af eksponeringsforsøget blev frøerne aflivet ved nedsænkning i MS-222 (CAS 886-86-2), tørret let 

for at fjerne overskydende vand inden frøerne blev fotograferet (to billeder pr individ: fra siden og 

dorsalt) og målt på følgende parametre: vægt, længde fra snuden til anus (SVL), totallængde (snude 

til halespids) og bagbenslængden (venstre ben udstrakt målt fra hofte til tå). Efter måling af frøerne 

blev hver anden frø gjort klar til nærmere histologiundersøgelse. De andre frøer blev frosset ned (-

20oC). 

Haletudsernes udviklingsstadie blev bestemt fra billeder ud fra Gosner (1960) (Bilag 1). Der blev 

noteret, hvis der var tydelige misdannelser ud fra de normale udviklingsstadier. 
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3.1.1 Perchloratkoncentration 

Perchloratkoncentrationen blev målt (via LC-MSMS) løbende i hvert kar i eksponeringsperioden 

(dag 1, 3, 6, 11, 16, 18, 24, 31, 37, 39 og 40) for at sikre en konstant koncentration af perchlorat.  

De aktuelle koncentrationer blev beregnet ud fra gennemsnit af karrene i grupperne, og således at de 

aktuelle koncentrationer var følgende: 0 (kontrol); 11,9; 41,0; 131,2 og 426,9 µg/L perchlorat. (Se 

bilag 2 for de gennemsnitlige aktuelle koncentrationer i hvert enkelt kar).  

3.2 Histologiundersøgelse af skjoldbruskkirtlen 

Hver anden frø blev klargjort til histologiundersøgelse ved vævsfiksering i Bouin’s-opløsning i et 

døgn. Herefter blev frøerne opbevaret i 70 % ethanol på køl (5oC) indtil indstøbningsprocessen. 

3.2.1 Fra konservering til indstøbning 

Hovederne blev skåret af lige foran forbenenes udspring (Figur 7), da 

skjoldbruskkirtlen befinder sig i hovedet mellem hjernen og underkæ-

ben. Under skæringsprocessen blev vævet fugtet med 70 % ethanol for 

at sikre at vævet ikke udtørrede. Hovederne blev individuelt lagt i ind-

støbningskassetter, og herefter blev frøhovederne dehydrerede via for-

skellige ethanolopløsninger ved brug af en histokinette (vævsproces-

sor HMP 110, MICROM Laborgeräte GmbH) (se bilag 3 for proces-

sen), og processen blev afsluttet med ren paraffin. Hovederne blev 

indstøbt i enkeltvis i flydende paraffin. Frøhovederne blev vendt med 

halsen nedad og snuden op i indstøbningskarrene.  

3.2.2 Snitning 

Snitningen af de støbte vævsprøver foregik på en mikrotom (HM 355S automatisk mikrotom, 

Thermo Scientific TM) med vandbad på 40oC. Paraffinblokken med vævsprøven blev orienteret såle-

des at der blev snittet fra halsen/nakken mod snuden. Først blev blokken trimmet med tykkere snit 

(20 µm), for at snittet indeholdte hele tværsnittet af skjoldbruskkirtlen. Herefter blev tykkelsen re-

duceret (5 µm), og snittet blev samlet op på et objektglas og undersøgt under mikroskop. Dette blev 

gjort for at kunne danne et overblik over, hvor langt man er inde i hovedet ud fra bruskudformnin-

gerne. Der blev trimmet, indtil brusklaget mellem mundhulen og nedre del af munden var ubrudt 

(Figur 8). Herefter kunne skjoldbruskkirtlen (eventuelt bare den ene side) ses som runde/ovale 

Figur 7: Skitse over placeringen af 

snittet ved dekapitering. 
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follikler i mikroskopet ved forstørrelse 

10-20 gange, ofte kan kirtlen anes ved 

forstørrelse på 4 gange (Figur 8). Når man 

kunne observere kirtlen, blev der udtaget 

fire til fem snit (5 µm) på objektglas. Ved 

nogle af de første frøer, blev alle snit 

samlet op indtil kirtlen begyndte at blive 

betydelige mindre, og senere blev var der 

en afstand på 40 µm (8 snit) mellem hvert 

objektglas. 

3.2.3 Farvning 

Da objektglassene med vævet var helt tørre (to timer i varmeskab ved 60oC eller til efterfølgende 

dag ved 40oC), kunne farveprocessen begynde. Farvningen af objektglassene foregik i et farveappa-

rat med farvning af hematoxylin (CAS 517-28-2) og eosin (CAS 15086-94-9) (Se bilag 4 for farve-

processen). Efter farveprocessen blev dækglas limet på objektglassene med Tissue-Tek® GlasTM 

monteringsmedie.  

3.2.4 Dataopsamling 

Efter snittene var farvet og tørre, blev der udvalgt et til to objektglas via undersøgelse i mikrosko-

pet, hvor tværsnitsarealet af frøens højre kirtel var størst. Herefter blev tværsnitsarealet af de fire til 

otte snit bestemt ved brug af mikroskop (Nikon Eclipse Ti-E, Zyla sCMOS kamera) med et integre-

ret billedeanalysesoftware (NIS elements version 4.60.00). Snittet med det største areal blev udvalgt 

til at bestemme cellehøjden i fire tilfældige tydelige follikler, samt lumenarealet (se eventuel Figur 

1 og bilag 5 for opbygning af skjoldbruskkirtel). Det var kun de follikler, hvor cellekernernes mem-

branafgrænsning tydeligt kunne ses, der blev brugt til bestemmelse af cellehøjden i fire celler. Når 

man kunne se at cellekernerne havde tydelige afgræsning til resten af cellen, var cellen ofte tydeligt 

afgrænset til de omkringliggende celler, og derfor kunne cellehøjden måles mere præcist. Hvis der 

var flere end fire follikler som opfyldte ovenstående kriterier, blev de nummeret 1 til x, og ved brug 

af Googles tilfældige tal generator, blev fire follikler udvalgt. De fire celler i folliklerne var udvalgt 

ud fra at være placeret kl. 12, 3, 6 og 9 i folliklen, så den gennemsnitlige cellehøjde for en follikel 

var repræsenteret for hele folliklen (Figur 9). I den største follikel i snittet bestemmes arealet af 

Figur 8: Et snit fra en frø (R. temporaria), hvor brusklaget (sort 

markering) er ubrudt og den ene side af skjoldbruskkirtlen kan 

anes (rød markering). Billedet er fra mikroskop ved en forstørrelse 

på 4 gange. 
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lumen ud fra to forskellige opmålinger: (1) den røde kolloidvæske og (2) lumens samlede areal. 

Hele metoden er skitseret i Figur 9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3 Statistiske analyser 

Perchloratkoncentrationen, dødeligheden, de biometriske parametre og follikelcellehøjden blev ana-

lyseret med envejs ANOVA. Forudsætningerne for ANOVA er ens varians og normalfordeling, 

som blev testet henholdsvis via ens varianstest og normalitetstest (Shapiro-Wilk). Hvis forudsætnin-

ger for ANOVA ikke var opfyldt, eventuelt efter logtransformation, blev data analyseret via 

Kruskal-Wallis rangeret envejs ANOVA. Hvis ANOVA viste en statiske signifikant forskel mellem 

grupperne (P < 0,05), blev forskellen mellem grupperne sammenlignet parvis (Student-Newman-

Keuls-metode) eller kontrolgruppen kontra de andre grupper (Dunnetts metode). Ved Kruskal-Wal-

lis rangeret envejs ANOVA, blev statiske signifikante forskelle mellem grupperne undersøgt ved 

Dunns metode. Dunns metode kan ikke give den præcise p-værdi, derfor angiver metoden kun om 

der er en forskel mellem grupperne hvis P < 0,05. Alle statiske analyser blev udført i programmet 

SigmaPlot 12.5 (Systat Software, Inc), og signifikansniveauet i alle test var P < 0,05. 

Figur 9: Skitse af hele metoden, som er brugt i dette forsøg fra indstøbning (øverste serie) til snitning og farvning 

(midterste serie) til dataopsamling (nederste serie). 
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4 Resultater 

Resultaterne for eksponeringsforsøget og efterfølgende databehandling er inddelt efter observatio-

ner fra eksponeringsforsøget, apikale endpoints (biometriske resultater) og mekanistiske endpoints 

(histologiske resultater). 

4.1.1 Perchloratkoncentrationen 

Perchloratkoncentrationen over tid var konstant indenfor tre af eksponeringsgrupperne (11,9, 41,0 

og 131,2 µg/L), og der var ingen signifikant forskel på replikaterne indenfor disse grupper (Figur 

10).  

 

I den højeste eksponeret gruppe (426,9 µg/L), var koncentrationen lavere i begyndelsen (dag 6 og 

11) end resten af eksponeringstiden, samt der var en signifikant forskel på kar 1 og 14 med gennem-

snitlige værdier på henholdsvis 438,9 og 406,4 µg/L. Der blev ikke detekteret perchlorat i nogen af 

kontrolkarrene.   
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Figur 10: De gennemsnitlige aktuelle perchloratkoncentrationer (µg/L) i eksponeringsgrupperne 11,9 (kar7, 8, 23 

og 24; blå), 40,9 (kar 11, 12, 19 og 20; grøn), 131,2 (kar 3,4, 15 og 16; gul) og 426,9 µg/L (kar 1,2, 13 og 14; rød). 

Fejllinjerne viser standardafgivelsen i mellem replikaterne. 
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4.1.2 Dødelighed 

Dødeligheden i alle eksponeringsgrupper var ens og lav i størstedelen af eksponeringsperioden (ind-

til dag 43) (Figur 11, 131,2 µg/L-eksponeringsgruppen er ikke vist for overskueligheden), men dø-

deligheden steg signifikant i slutningen af eksponeringsforsøg (fra dag 43-46) for kontrolgruppen (P 

< 0,001). Kontrolkarrene havde højst antal døde (gennemsnit ± SD: 23,6 ± 5,4), mens de ekspone-

rede grupper havde lavere dødelighed afhængigt af dosis (14,0 ± 2,0 i 11,9 µg/L mod 21,5 ± 4,8 i 

426,9 µg/L), dog var ikke statistisk signifikans mellem grupperne (P = 0,058) (Figur 11). 

 

Den akkumulerede dødelighed mellem alle replikaterne varierende fra 10 individer (41,0 µg/L) til 

35 (131,2 µg/L). 

4.2 Biometriske målinger 

De biometriske data bestod af vægt og tre forskellige længder (snude-anus længde, bagbenslængde 

og totallængde). Generelt var der signifikant forskel mellem den højeksponeret gruppe (426,9 µg/L) 

og kontrolgruppen. 
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Figur 11: Den gennemsnitlig akkumuleret dødelig i kontrolgruppen (sort), 11,9 µg/L-gruppen (blå), 41,0 µg/L-gruppen 

(grøn), 426,9 µg/L-gruppen (rød). Fejllinjerne angiver standardafvigelsen. Bogstaverne (a - c) indikerer forskellige 

signifikante niveauer for kontrolgruppens dødelighed fra dag 43-44 (a, P=0,042), 44-45 (b, P=0,013), 45-46 (c, 

P=0,005). 
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4.2.1 Vægt 

Vægten varierede fra 0,177 g (kontrol) 

til 1,370 g (131,2 µg/L), og der var en 

signifikant forskel mellem den højekspo-

nerede gruppe (426,9 µg/L) og kontrol-

gruppen (P < 0,05) (Figur 12). 

Indenfor grupperne var der signifikante 

afvigelser mellem replikaterne undtaget 

for kontrolgruppen og 41,0 µg/L-grup-

pen.  

4.2.2 Snude-anus længde 

Ligesom ved vægt, var der en signifikant 

forskel mellem den højeksponerede 

gruppe (426,9 µg/L) og kontrolgruppen 

(P > 0,05) (Figur 13). Snude-anus læng-

den varierede fra 0,9 (kontrol) til 2,8 cm 

(kontrol). 

4.2.3 Bagbenslængden 

Bagbenslængden varierede ikke signifi-

kant indenfor grupperne (P = 0,359). 

Den korteste bagbenslængde var 0,2 cm 

(kontrol), mens den længste bagbens-

længde var 2,4 cm (kontrol). Den gen-

nemsnitlig bagbenslængde var 1,87 cm 

±0,28 for kontrol, 1,82 ± 0,30 for 11,9 

µg/L, 1,83 ± 0,29 for 40,9 µg/L, 1,83 ± 

0,30 for 131,2 µg/L og 1,79 ± 0,32 for 

426,9 µg/L.  
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Figur 12: Gennemsnitlig vægt (± standardafgivelse) for kontrolgrup-

pen (N=163; hvid) var 0,754 g ± 0,174 , 0,749 g ± 0,152 i 11,9 µg/L-

gruppen (N=100; blå), 0,776 g ± 0,173 i 41,0 µg/L-gruppen (N=93; 

grøn), 0,769 ± 0,169 i 131,2 µg/L-gruppen (N=82; gul) og 0,665 g ± 

0,144 i 426,9 µg/L-gruppen (N=72; rød). Stjernen (*) indikerer signi-

fikans sammenlignet med kontrolgruppen (P < 0,05). 
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Figur 13: Gennemsnitlig snude-anus længde (± standardafgivelse) 

for kontrolgruppen (N=163; hvid) var 1,791 cm ± 0,2, 1,789 ± 0,13 

i 11,9 µg/L-gruppen (N=100; blå),1,797 cm ± 0,15 i 41,0 µg/L-

gruppen (N=93; grøn), 1,771 cm ± 0,14 i 131,2 µg/L-gruppen 

(N=82; gul) og 1,706 cm ± 0,14 i 426,9 µg/L-gruppen (N=72; rød). 

Stjernen (*) indikerer signifikans sammenlignet med kontrolgrup-

pen (P < 0,05). 
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4.3.4 Totallængde 

Totallængden varierede signifikant mel-

lem grupperne (P < 0,001), hvor total-

længden i 41,0 og 131,2 µg/L var signifi-

kant længere end kontrolgruppen (P < 

0,05) (Figur 14). Den længste totallængde 

var 6,4 cm (131,2 µg/L) og den korteste 

var 1,4 cm (kontrol). 

4.3.5 Udviklingsstadie 

Størstedelen af kontrolgruppen (121 ud af 

163, 74,2 %) var i udviklingsstadie 42-44 

(Gosner, bilag 1), mens udviklingsstadi-

erne i den højeksponerede gruppe (426,9 

µg/L) var lige fordelt fra udviklingsstadie 

42 til 45 (14-16 ud af 72, 19,4-22,2 %) 

(Figur 15). Fordelingen af udviklingssta-

dierne for de andre grupper end den højeksponerede gruppe (426,9 µg/L) var forskudt svagt mod 

lavere udviklingsstadie sammenlignet med kontrolgruppen (Figur 8). 22,7 % (N = 37) af kontrol-

gruppen var i udviklingsstadie 42, mens 33,0 % af henholdsvis 11,9 og 41,0 µg/L-gruppen (N = 33 

og 31) og 26,8 % af 131,2 µg/L-gruppen (N = 22) var i samme udviklingsstadie. Fordelingen i ud-

viklingsstadie 43 havde samme tendens, hvor de eksponerende grupper (undtaget 426,9 µg/L) var 

svagt forskudt mod lavere udviklingsstadie, hvor 27,6 % af kontrolgruppen (N = 45) var udviklings-

stadie 43, mens 18, 22,6 og 25,6 % af henholdsvis 11,9, 41,0 og 131,2 µg/L var i udviklingsstadie 

43, hvilket var en lavere fordelingen end i kontrolgruppen (Figur 15). Det udviklingsstadie hvor 

flest frøer var i, var udviklingsstadie 42 (138 ud af 510, 27,1 %) (Figur 15), som er første udvik-

lingsstadie i klimaks, hvor forbenene lige er brudt ud. 23,3 % af frøerne var i udviklingsstadie 43 

(N=119), mens 22,0 % og 15,5 % var i henholdsvis i udviklingsstadie 44 (N=112) og 45 (N=79).  
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Figur 14: Gennemsnitlig totallængde (± standardafgivelse) for kon-

trolgruppen (N=163; hvid) var 3,59 cm ± 1,11 ,  3,67 cm ± 1,01 i 

11,9 µg/L-gruppen (N=100; blå), 4,07 cm ± 1,07 i 41,0 µg/L-grup-

pen (N=93; grøn), 4,06 cm ± 0,96 i 131,2 µg/L-gruppen (N=82; gul) 

og 3,46 cm ± 0,91 i 426,9 µg/L-gruppen (N=72; rød). Stjernen (*) 

indikerer signifikans sammenlignet med kontrolgruppen (P < 0,05). 
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Samlet set var der 3,1 % (N=16) som var i udviklingsstadie 40 eller tidligere, og 2,2 % (N=11) som 

havde gennemført metamorfosen (udviklingsstadie 46). 3 individer fra både kontrolgruppen og 

426,9 µg/L-gruppen har gennemført metamorfosen (nået til udviklingsstadie 46), hvilket svarer til 

1,8 % for kontrolgruppen og 4,2 % for den højeksponeret gruppe (Figur 8). 

4.3 Histologi af skjoldbruskkirtlen 

Skjoldbruskkirtlen blev undersøgt i 27 kontrolindivider, 14 fra henholdsvis 11,9 µg/L-gruppen og 

426,9 µg/L-gruppen, hvor arealerne af kolloidvæsken, samlede lumen og samlede kirtelvæv i højre 

side blev målt, samt follikelcellehøjden (Figur 17) (Se bilag 5 for eksempel på hvordan follikelcel-

lehøjderne og lumen- og kolloidarealet var målt). Kirtelarealet af højre side af skjoldbruskkirtlen 

var ikke forskelligt mellem de undersøgte grupper. Den højre side af kirtelarealet for kontrolgrup-

pens kirtler varierede fra 20285 til 44034 µm2, hvor gennemsnittet var 32530 ± 7301 µm2, mens va-

riationen for 11,9 µg/L og 426,9 µg/L var henholdsvis fra 22353 til 43477 µm2 og fra 18105 til 

47727 µm2. Det gennemsnitlige areal for 11,9 µg/L-gruppen var 30556 ± 7686 µm2 og 33175 ± 

8942 µm2 for 426,9 µg/L-gruppen. 

0%

5%

10%

15%

20%

25%

30%

35%

38 39 40 41 42 43 44 45 46

F
re

k
v
en

s

Udviklingsstadie (Gosner)

Figur 15: Frekvensdiagram som viser fordelingen af udviklingsstadierne for kontrolgruppen (N=163; hvid), 11,9 µg/L-

gruppen (N=100; blå), 41,0 µg/L-gruppen (N=93; grøn), 131,2 µg/L-gruppen (N=82; gul) og 426,9 µg/L-gruppen 

(N=72; rød). 
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Der var ingen forskelle på forholdet mellem arealet af 

kolloidvæsken og lumen (P = 0,397) (Figur 9). For-

holdet mellem kolloidvæsken og lumen (Figur 9) 

blev bestemt, hvor det gennemsnitlige forhold var 

0,71 ± 0,11; 0,68 ± 0,14 og 0,63 ± 0,16 for henholds-

vis kontrol-, 11,9 µg/L- og 426,9 µg/L-gruppen. Are-

alerne af lumen og kolloidvæskerne var ikke forskel-

lige mellem grupperne. Lumenarealerne var gennem-

snitligt på 817 µm2 ± 430 for kontrolgruppen, 832 

µm2 ± 325 for 11,9 µg/L-gruppen og 749 µm2 ± 332 

for 426,9 µg/L-gruppen. De gennemsnitlige arealer 

var højst i kontrolgruppen (616 µm2 ± 315) og lavere i 

11,9 µg/L-gruppen (584 µm2 ± 300) og 426,9 µg/L-grup-

pen (514 µm2 ± 267), og grundet den store variation, var der ingen forskel mellem grupperne. 

Follikelcellehøjden var signifikant forskelle mellem de undersøgte grupper (P = 0,004), hvor 11,9 

µg/L-gruppen var signifikant lavere end kontrolgrup-

pen (P = 0,012) (Figur 17). Gennemsnittet for follikel-

cellehøjden for kontrolgruppen, den laveksponeret 

gruppe (11,9 µg/L) og den højeksponeret gruppe 

(426,9 µg/L) var henholdsvis 8,94 ± 2,08 µm, 7,65 ± 

1,55 µm og 9,32 ± 2,14 µm (Figur 10). Den laveste 

follikelcellehøjde for alle målinger var 3,88 µm (kon-

trol), mens den højeste højde var 18,05 µm (426,9 

µg/L). 

Sammenhængen mellem udviklingsstadie og follikel-

cellehøjden var positiv indtil udviklingsstadie 42, hvor 

follikelcellehøjden efterfølgende blev lavere i løbet af 

udviklingen (Figur 18). Generelt havde 11,9 µg/L-

gruppen en lavere follikelcellehøjde end kontrolgrup-

pen og 426,9 µg/L-gruppen.  

Figur 16: Forholdet mellem kolloid og lumen for kon-

trolgruppen (N=27; hvid), 11,9 µg/L-gruppen (N=14; 

blå) og 426,9 µg/L (N=14; rød) 

* 

Figur 17: Follikelcellehøjden for kontrolgruppen (N=27; 

hvid), 11,9 µg/L-gruppen (N=14; blå) og 426,9 µg/L-

gruppen (N=14, rød)). Signifikant forskel (*) mellem 

kontrolgruppen og 11,9 µg/L-gruppen (P = 0,012). 
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Bagbenslængden og totallængden havde en sammenhæng med udviklingsstadie (Figur 19 og 20). 

Des højere udviklingsstadie, des længere bagben, og dette var også gældende alle eksponerede frøer 

(Bilag 6). Generelt var bagbenslængderne mindre i 426,9 µg/L-gruppen end de andre, især ved ud-

viklingsstadie 44-46 (Figur 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46

F
o

ll
ik

el
ce

ll
eh

ø
jd

e 
(µ

m
)

Udviklingsstadie (Gosner)

Figur 18: Sammenhængen mellem udviklingsstadie (Gosner) og follikelcellehøjde (µm) for kon-

trolgruppen (N=27; sort), 11,9 µg/L-gruppen (N=14; blå) og 426,9 µg/L-gruppen (N=14; rød). 
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Figur 19: Sammenhængen mellem udviklingsstadie (Gosner) og bagbenslængde for kontrol-

gruppen (N=27; sort), 11,9 µg/L-gruppen (N=14; blå) og 426,9 µg/L-gruppen (N=14; rød). 
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Efter udviklingsstadie 42, faldt totallængden ved øget udviklingsstadie (Figur 20), hvor totallæng-

den i 426,9 µg/L-gruppen var mindre end for kontrol- og 11,9 µg/L-gruppen, især i udviklingsstadie 

44-46.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dette var også gældende, når alle eksponerede frøer var inkluderet (Bilag 6), hvor der var en signifi-

kant forskel mellem totallængderne for kontrolgruppen og 41,0 µg/L- og 131,2 µg/L-gruppen (Figur 

14).  
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Figur 20: Sammenhængen mellem udviklingsstadie (Gosner) og totallængden (cm) for bagbenslængde 

for kontrolgruppen (N=27; sort), 11,9 µg/L-gruppen (N=14; blå) og 426,9 µg/L-gruppen (N=14; rød). 

Bemærk den store variation i kontrolgruppen ved udviklingsstadie 43-44. 
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Figur 21: Sammenhængen mellem bagbenslængden (cm) og follikelcellehøjden (µm) for kon-

trolgruppen (N=27; sort), 11,9 µg/L-gruppen (N=14; blå) og 426,9 µg/L-gruppen (N=14; rød). 
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Sammenhæng mellem follikelcellehøjde og bagbenlængde var svag, hvor des øgende bagbens-

længde betød des øget follikelcellehøjde (Figur 21) indtil et maksimum ved en bagbenslængde på 

1,9 cm. 11,9 µg/L-gruppen havde en lavere follikelcellehøjde ved tilsvarende bagbenslængde end 

kontrolgruppen og 426,9 µg/L-gruppen, især ved bagbenslængde over 1,9 cm (Figur 21).    

5 Diskussion 

Formålet med dette projekt var at sammenligne eksponeringseffekter af thyreoideahormonforstyr-

rende kemikalie hos R. temporaria med publicerede eksponeringseffekter hos X. laevis. Dette blev 

undersøgt ud fra biometriske parametre af alle eksponerede frøer (N=510) og histologiske undersø-

gelser af en del af de eksponerende frøer (N=55). Fokus var på histologiske undersøglser for at un-

dersøge om arterne er lige sensitive overfor thyreoideahormonforstyrrende kemikalier, eller om der 

er forskel på artssensitiviteten. X. laevis er den primære paddeart som bliver brugt ved ekspone-

ringsforsøg blandt andet ved undersøgelse af thyreoideahormonforstyrrende kemikalier (OECD, 

2009, 2015). Derfor er det vigtigt at vide om X. laevis er som minimum lige så sensitiv som andre 

paddearter, da resultaterne fra eksponeringsforsøgene med X. laevis især bliver brugt og vil blive 

brugt til vurdering af kemikaliers risiko- og farevurdering for alle andre paddearter (Coady et al., 

2017; Europa-Kommissionen i Dang, 2019). 

5.1 Eksponeringseffekter hos R. temporaria 

Æg fra R. temporaria blev eksponeret for fire forskellige koncentrationer af perchlorat (11,9; 41,0; 

131,2 og 426,9 µg/L) indtil metamorfosen (46-48 dage). I den højst eksponerede gruppe (426,9 

µg/L) blev vægten og snude-anus længden signifikant reduceret i forhold til kontrolgruppen (Figur 

12-13), mens totallængden var signifikant længere i 41,0- og 131,2 µg/L-grupperne i forhold til 

kontrolgruppens totallængde (Figur 14). De biometriske parametre som vægt og længde betegnes 

som apikale endpoints, mens follikelcellehøjden er et mekanistisk endpoint fordi mekanismen bag 

ændret follikelcellehøjde er kendt (Coleman et al., 1968; Dang, 2019; Hu et al., 2006). Perchlorat 

hæmmer natrium-iod-symporteren (NIS) i follikelcellerne i skjoldbruskkirtlen (Figur 3), og derved 

hæmmes syntesen af thyreoideahormoner (Jugan et al., 2010), og højden på follikelcellerne øges 

(Carlsson & Norrgren, 2007; Goleman et al., 2002; Hu et al., 2006). Den hæmmede syntese påvir-

ker thyreoideahormonkoncentrationerne, så metamorfosen ikke kan forløbe optimalt, og derved for-

styrres udviklingen fra haletudse til frø (Tietge et al., 2005). Follikelcellehøjden blev undersøgt i tre 

grupper (kontrol, 11,9 µg/L og 426,9 µg/L), og den var signifikant reduceret i 11,9 µg/L-gruppen i 
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forhold til kontrolgruppens follikelcellehøjde (Figur 17). Dette resultat stemmer ikke overens med 

de andre publicerede resultater, hvor stigende eksponering for et thyreoideaforstyrrende kemikalie 

førte til forhøjet follikelcellehøjde (Carlsson & Norrgren, 2007; Goleman et al., 2002; Hu et al., 

2006) (Tabel 2). Carlsson og Norrgren (2007) fandt et dosis-responsforhold mellem follikelcellehøj-

den og koncentration af propylthiouracil hos haletudser (præmetamorfosen, stadie 51 (Nieuwkoop 

& Faber, 1994), se tabel 1 for sammenligning af udviklingsstadiesystemer) af arten Xenopus tropi-

calis (Vestafrikansk sporefrø) ved eksponering af 5-75 mg/L. Propylthiouracil er et thyreoideahor-

monforstyrrende kemikalie, hvor propylthiouracil hæmmer enzymet TPO (Figur 3 + 4), og derved 

reducerer syntesen af thyreoideahormoner. Follikelcellehøjden hos den højst eksponerede gruppe 

(75 mg/L) var cirka 2,5 gange højere end kontrolgruppens (16 µm kontra 6 µm). Et andet forsøg 

fandt lignende effekter efter æg fra X. laevis var eksponeret for perchlorat (1-1131 µg/L) i 38 dage 

(Hu et al., 2006). Follikelcellehøjden var signifikant forhøjet ved eksponering af 93 og 1131 µg/L i 

forhold til kontrolgruppen (14 µm kontra 10 µm). Mine histologiske resultater viste det modsatte, 

hvor den lavest eksponerede gruppe (11,9 µg/L) havde en lavere follikelcellehøjde end kontrolgrup-

pen, og samtidig havde den højest eksponerede gruppe (426,9 µg/L) statistisk den samme follikel-

cellehøjde som kontrolgruppen (Figur 17). Hvis follikelcellehøjden blev sammenlignet ved en par-

vis statistisk test, var der en signifikant forskel mellem de to eksponerende grupper (P = 0,06), og 

det stemmer overens med resultaterne fra Carlsson og Norrgren (2007), hvor der var forskel på fol-

likelcellehøjden ved eksponering på 5 og 75 mg propylthiouracil/L. Det kan betyde at kontrolgrup-

pen muligvis ikke har været optimal at sammenligne med, og at der var en stor variation for den 

gennemsnitlige follikelcellehøjde i kontrolgruppen (fra 6,2 til 12,2 µm).  

Tabel 2: Resultater fra andre eksponeringsforsøg med perchlorat eller propylthiouracil, hvor laveste observerede ef-

fektkoncentration (LOEC) er angivet i forhold til den observerede effekt af histologiundersøgelserne (af skjoldbruskkirt-

len) med et signifikansniveau på p < 0,001(***) eller p <0,05(*). 

Kemikalie Art LOEC Effekt Kilde 

Perchlorat X. laevis 8 µg/L *** Reduceret kolloid T4 Hu et al. (2006) 

Perchlorat X. laevis 59 µg/L * Øget follikelcellehøjde Goleman et al. 

(2002) 

Perchlorat X. laevis 93 µg/L *** Øget follikelcellehøjde Hu et al. (2006) 

Propylthiouracil X. tropicalis 5 mg/L *** Øget follikelcellehøjde Carlsson og 

Norrgren (2007) 
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Propylthiouracil X. tropicalis 2 mg/L*  

5 mg/L*** 

Øget areal af skjold-

bruskkirtel 

Carlsson og 

Norrgren (2007) 

 

5.1.1 Biometriske eksponeringseffekter hos R. temporaria 

Den øgede totallængde hos 41,0- og 131,2 µg/L-grupperne skyldes forstyrrede metamorfose, da 

hæmmet thyreoideahormonsystem i padders metamorfose fører til større individer, fordi thyreoi-

deahormoner hæmmer haletudsers vækst i at blive større/længere (Coady et al., 2010; Dodd & 

Dodd, 1976; Etkin, 1968). Fra et andet eksponeringsforsøg af  Tietge et al. (2005), konkluderede 

gruppen at hæmmet thyreoideahormonsystem fører til øget vækst, hvor de observerede at en øget 

vækst ved eksponering af 250-4000 µg/L perchlorat i 14 dag, som førte til signifikant øget vægt hos 

X. laevis haletudser (præmetamorfosen: stadie 51 og 54 (Nieuwkoop & Faber, 1994), se tabel 1 for 

sammenligning af udviklingsstadiesystemer). Den reducerede vægt og snude-anus længde ved den 

højst eksponerede gruppe (426,9 µg/L) skyldes ikke direkte effekter af hæmmet thyreoideahormon-

system, da vægten og længden burde været større og ikke mindre ifølge observationerne fra andre 

studier (Dodd & Dodd, 1976; Etkin, 1968; Tietge et al., 2005). Et forsøg med haletudser af R. tem-

poraria blev vægten signifikant øget ved eksponering af 250 µg perchlorat/L (Ruthsatz et al., 2019), 

hvilket er det modsatte at resultatet i dette projekt ved en højere koncentration (426,9 µg/L) (Figur 

12). Et andet forsøg (Carlsson & Norrgren, 2007) observerede samme tendens som dette projekt 

(Figur 12-13) med signifikant faldende vægt og totallængde hos X. tropicalis haletudser ved den 

højst eksponerede gruppe (75 mg/L) ved eksponering af propylthiouracil. Grunden til dette er endnu 

uvist, om det skyldes stress eller generel toksisk effekt (Coady et al., 2010), og vægttab var ikke ob-

serveret ved eksponering af høj koncentration af perchlorat (1131 og 4000 µg/L) i andre ekspone-

ringsforsøg med X. laevis (Hu et al., 2006; Tietge et al., 2005). Ortiz-Santaliestra og Sparling 

(2007) observerede en signifikant dødelighed på 40 % (< 20% ved kontrol) ved 15 ugers ekspone-

ring af 15.000 µg perchlorat/L hos Rana sphenocephala haletudser, så det kan tyde på en generel 

toksisk effekt for R. temporaria ved en koncentration over 427 µg perchlorat/L, eller at X. laevis er 

mindre sensitiv overfor toksiske effekter af høje (>4000 µg/L) koncentrationer af perchlorat end X. 

tropicalis, R. temporaria og R. sphenocephala. 

Der var ingen forskel på bagbenslængderne (afsnit 4.2.3), hvilket ellers var forventeligt, da thyreoi-

deahormoner inducerer udvikling af bagben (Shi, 2000). Andre forsøg havde observeret en reduce-

ret bagbenslængde hos X. laevis (Goleman et al., 2002; Hu et al., 2006) og X. tropicalis (Carlsson & 
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Norrgren, 2007) ved eksponering af henholdsvis perchlorat (59 og 93 µg/L) og propylthiouracil (75 

mg/L). Thyreoideahormoner er væsentlige for udvikling, og derfor er udviklingen en anden parame-

ter som er blevet undersøgt, da reducerede koncentration af thyreoideahormoner fører til forsinkelse 

i udviklingen (Brown & Cai, 2007; Shi, 2000) (Bilag 1). Forsinkelse i udviklingen var observeret 

ved eksponeringsforsøg ved koncentrationer fra henholdsvis 32-250 µg perchlorat /L hos X. laevis 

og 75 mg propylthiouracil /L hos X. tropicalis (Tabel 3). Hos R. temporaria og R. sphenocephala 

var ligeledes observeret en forsinkelse i udvikling ved eksponering af perchlorat (250-15.000 µg/L) 

(Tabel 3). I dette forsøg med R. temporaria blev der ikke observeret en signifikant effekt på forsin-

kelse af udviklingsstadie, selvom den højest eksponerede gruppe havde den største procentsats (4,2 

%, N= 3 / 72) i det mest udviklet udviklingsstadie (Figur 15), og dette stemmer ikke overens med 

de andres resultater (Tabel 3). 

Tabel 3: Resultater fra andre eksponeringsforsøg med perchlorat og propylthiouracil, hvor lavest observerede effekt-

koncentration (LOEC) er angivet i forhold til den observerede effekt på udviklingen med et signifikansniveau på p < 

0,001(***) eller p <0,05(*). 

 Kemikalie Art LOEC Effekt Kilde 

Perchlorat X. laevis 32 µg/L * Forsinket udvikling Y. F. Zhang et al. 

(2019) 

Perchlorat X. laevis 59 µg/L * Forsinket absorbering af 

hale 

Goleman et al. 

(2002) 

Perchlorat X. laevis 93 µg/L *** Forsinket udvikling Hu et al. (2006) 

Perchlorat X. laevis 250 µg/L * Forsinket udvikling Ruthsatz et al. 

(2018); Tietge et 

al. (2005) 

Propylthiouracil X. tropicalis 75 mg/L *** Forsinket udvikling Carlsson og 

Norrgren (2007) 

Perchlorat R. temporaria 250 µg/L*** Forsinket udvikling Ruthsatz et al. 

(2019) 

Perchlorat R. 

sphenocephala 

15 mg/L *** Forsinket udvikling Ortiz-Santaliestra 

og Sparling (2007) 
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5.1.3 Artsensitivitet 

Når den laveste observerede effektkoncentration (LOEC) sammenlignes mellem histologiundersø-

gelser (Tabel 2) og udviklingen (Tabel 3), er LOEC for histologiundersøgelserne af skjoldbruskkirt-

len generelt lavere end LOEC for udviklingen. Forsinkelse i udviklingen er et apikalt endpoint, 

mens resultater fra histologiske undersøgelser er mekanistiske endpoints, da mekanismen som be-

skriver resultatet, er kendt fx forhøjet follikelcellehøjde. Dang (2019) pointerede ved sammenlig-

ning af forskellige endpoints (blandt andet biometriske parametre og histologiske undersøgelser af 

skjoldbruskkirtlen) fra eksponeringsforsøg ud fra AMA-metoden, at den laveste LOEC bør bestem-

mes fra histologiske undersøgelser. Histologiske undersøgelser anbefales fra andre reviews på bag-

grund, at mekanismen er kendt, og derfor kender man sammenhængen mellem effekten og observe-

ret endpoint, og at histologiske undersøgelser kan detektere en signifikant forskel ved en lavere 

LOEC end de apikale endpoints (Tabel 2 og 3) (Coady et al., 2017; Marty et al., 2017; Slaby et al., 

2019). Resultaterne fra dette projekt viste en forskel mellem kontrolgruppen og de eksponerede 

grupper (41,0 og 131,2 µg/L) ved øget totallængde, men den præcise mekanismen, hvorfor hæmmet 

thyreoideahormonsystem fører til øget totallængde er endnu ikke kendt, udover at thyreoideahormo-

ner hæmmer haletudsens vækst (Dodd & Dodd, 1976; Etkin, 1968). Derfor anbefales det at bruge 

de mekanistiske endpoints, men de apikale endpoints som er afhængige af thyreoideahormoner kan 

bruges som et pejlemærke for thyreoideaforstyrrende effekter (Dang, 2019). 

Sammenlignes LOEC mellem arterne (Tabel 2 og 3), er X. lavis den mest sensitive art, men ud fra 

nuværende tidspunkt findes der kun dette forsøg, som undersøgte histologiske eksponeringseffekter 

af skjoldbruskkirtlen hos en anden slægt end Xenopus. R. temporaria havde signifikant hæmmet ud-

vikling ved eksponering af 250 µg perchlorat/L, og dette var den laveste eksponerede koncentration 

(Ruthsatz et al., 2019), så hvis R. temporaria blev eksponerede for en lavere koncentration end 250 

µg/L, vil det kunne bekræfte om LOEC for hæmmet udvikling er 250 µg perchlorat/L eller lavere. I 

dette forsøg var totallængden signifikant øget ved 41,0 og 131,2 µg/L, men ikke for 11,9, og derfor 

var LOEC 41,0 µg/L. Denne LOEC er tæt på 32 µg/L hos X. laevis (Y. F. Zhang et al., 2019), så det 

kan tyde på at arterne er lige sensitive ved dette apikale endpoint (Tabel 3). Det mest sensitive end-

point observerede ved X. laevis var reduceret thyreoidea (T4) i kolloidvæsken i skjoldbruskkirtlen 

(Hu et al., 2006) ved brug af immunokemiske metoder på de histologiske snit i stedet for farvning 

af eosin og hematoxylin. LOEC for denne metode var 8 µg perchlorat/L, hvilket er den laveste kon-

centration i alle de andre henviste forsøg. Thyreoidea i kolloidvæsken er et mekanistisk endpoint, da 

perchlorat hæmmer syntesen af thyreoideahormoner ved hæmning af transporten af det essentielle 
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iod (Figur 3 og 4) (Eskandari et al., 1997). Derfor kan man bruge thyreoidea i kolloidvæsken som et 

sensitivt mekanistisk endpoint ved undersøgelse af thyreoideaforstyrrende effekter ved syntesen af 

thyreoideahormoner.  

5.2 Thyreoideahormonsystemet hos andre vertebrater 

Thyreoideahormonsystemet findes hos alle chordataer, men det er kun hos vertebraterne at skjold-

bruskkirtlen findes, dog er det ikke alle vertebrater som har en egentlig skjoldbruskkirtel (Paris et 

al., 2008). Kommunikationen i HPT-aksen er tilnærmelsesvist ens for alle vertebrater, men der er 

små forskelle, fx er det stimulerende hormon fra hypotalamus CRH hos haletudser, mens det er 

TRH hos alle andre (Figur 2) (Denver, 1988; Sternberg et al., 2011). Thyreoideahormonerne er ens 

på tværs af vertebratklasserne, og derfor kan hormonerne fra pattedyr aktivere et responssignal hos 

fx frøer (Brown & Cai, 2007; Paris & Laudet, 2008). Forskellen mellem vertebratklasserne (og mu-

ligvis arter) er hvilke specifikke proteiner som fx transporterer thyreoideahormonerne rundt i blo-

det, eller hvordan metabolismen af thyreoideahormonerne er (Paris & Laudet, 2008; Zoeller et al., 

2007). Thyreoideahormonsystemet er nødvendigt for at alle vertebrater for kunne gennemføre livs-

cyklusserne, og derfor kan forstyrrelser på thyreoideasystemet have en stor konsekvens (Brown & 

Cai, 2007; Mughal et al., 2018). Hos padder har flere forsøg påvist forsinket udvikling ved thyreoi-

deaforstyrrende kemikalier (fx Ruthsatz et al., 2019; Tietge et al., 2005).  

5.2.1 Fisk 

Hos fiskene, er thyreoideahormonsystem ligesom det generelle vertebrat (Figur 2), dog er det ikke 

alle fiskearter som har folliklerne organiseret i en skjoldbruskkirtel (Baumann et al., 2016; Paris & 

Laudet, 2008). Fisk er en anden vertebrategruppe, hvor thyreoideahormonforstyrrende effekter er 

velundersøgt. Hos fisk er øjets udvikling afhængig af thyreoideahormoner (Baumann et al., 2016), 

og ved eksponering af propylthiouracil i æg fra zebrafisk (Danio rerio), havde øjet hos fiskelar-

verne (5 dage efter befrugtning) udviklet sig signifikant forskelligt fra kontrolgruppen ved en kon-

centration på 250 mg propylthiouracil /L (Baumann et al., 2016). I samme forsøg var nogle thyreoi-

dea-relateret gener signifikant op- eller nedreguleret (Baumann et al., 2016), hvor genet for enzymet 

TPO (Figur 3+4) var kraftigt opreguleret, hvilket stemmer overens med at propylthiouracil hæmmer 

TPO, og derfor er follikelcellens respons at øge enzymkoncentrationen. Mekanismen bag den speci-

fikke ændrede øjeudvikling hos zebrafisk ved eksponering af propylthiouracil, er endnu ikke kendt, 

men det antages at det pigmenterede del af øjet er meget afhængigt af thyreoideahormoner, da pro-

pylthiouracil ændrede øjets udvikling mere end et andet thyreoideaforstyrrende kemikalie, som 



Mette Bøhnke Speciale i biologi 1. juni 2019 

Mboeh14 SPBB801 (60 ECTS) Syddansk Universitet

   

Side 38 af 59 

 

forstyrrer thyreoideahormonreceptoren (Baumann et al., 2016). Follikelcellehøjden hos zebrafisk 

var blevet undersøgt efter eksponering med perchlorat, hvor follikelcellehøjden var signifikant redu-

ceret efter 12 ugers eksponering med 1131 µg perchlorat/L (Mukhi et al., 2005). I samme forsøg 

blev thyreoideahormonkoncentrationen (T4) i kolloidvæsken undersøgt ved brug af samme im-

munokemiske metoder som Hu et al. (2006), hvor Mukhi et al. (2005) fandt signifikant reducerede 

thyreoideahormonkoncentration i kolloidvæsken ved eksponering på 11 µg/L. Sammenlignet med 

resultaterne fra Hu et al. (2006) (Tabel 2), er X. laevis og zebrafisk lige sensitive overfor thyreoi-

deahormonforstyrrelser forårsaget af perchlorat (henholdsvis LOEC på 8 og 11 µg/L). Mukhi et al. 

(2005) undersøgte thyreoideahormon i kolloidvæsken efter 12 ugers restitution i rent vand, hvor det 

kun var fiskene fra den højeste eksponering (11480 µg/L) som stadig havde reducerede thyreoi-

deahormonkoncentration i kolloidvæsken. Dette stemmer overens med at blokeringen af NIS med 

perchlorat, som er reversibel (Eskandari et al., 1997).  

Generelt er fisk afhængig af thyreoideahormoner ved udviklingen fra larve til fisk, og der er artsva-

riationer for hvor meget morfologien ændres i denne udviklingsperiode (Carr & Patino, 2011). Ved 

gonadeudvikling og reproduktion er thyreoideahormoner nødvendige, og ved eksponering af thy-

reoideaforstyrrende kemikalier påvirkes gonadeudviklingen og reproduktionssucces (Carr & Patino, 

2011). Ved kronisk eksponering af perchlorat (100 mg/L), blev skjoldbruskkirtelmorfologien æn-

dret hos trepigget hundestejle (Gasterosteus aculeatus) (Petersen et al., 2015), hvor follikelcellehøj-

den blev signifikant øget i embryoer og unge fisk. Ved undersøgelse af sammenhængen mellem 

koncentrationen af thyreoideahormoner og thyreoideaforstyrrende kemikalier hos to lokale fiskear-

ter i USA, fandt Brar et al. (2010) signifikante sammenhæng mellem thyreoideahormoner og thy-

reoideaforstyrrende kemikalier (primært PCB’er). I områder med høje koncentrationer af PCB’er 

var forholdet mellem T3 og T4 ændret, og det skyldes at PCB’er påvirker deiodinase-enzymerne, 

som omdanner T4 til T3 (Zoeller et al., 2007). Ligeledes er bisphenoler (A, F, S og Z) blevet påvist 

at påvirke thyreoideahormonsystemet ved ændret gentransskription og ændret thyreoideahormon-

koncentration i zebrafiskembryoer (Lee et al., 2019). Ingen af de benævnte studier omkring thyreoi-

deaforstyrrelser hos fisk (Baumann et al., 2016; Brar et al., 2010; Lee et al., 2019; Mukhi et al., 

2005) beskrev, hvad de observerede thyreoideaforstyrrelser betydede for individerne eller populati-

onen. Hvis skaderne på udviklingen af øjet er irreversible, og synssansen hæmmes, vil individet 

ikke kunne se, og derfor vil fødesøgning og undgåelse af predation være svært. Derfor kan skader 

på udviklingen af øjet fører til højere dødelighed, og det vil have en betydning for populationen. 
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Den ændrede thyreoideahormonkoncentration fører muligvis ikke til nogen skadelige effekter for 

individerne eller populationen, men det er endnu ikke undersøgt. 

5.2.2 Krybdyr 

Hos krybdyrene, er thyreoideahormonsystemet vigtigt for deres vækst, termoregulering, metabo-

lisme og reproduktion (Chang et al., 2018; Lynn, 1960), og thyreoideahormonsystemet i krybdyr er 

ligesom det generelle thyreoideahormonsystem i vertebrater (Figur 2) (Lynn, 1960). Krybdyr er 

ikke lige så undersøgt som padder og fisk, og derfor findes der ingen standardiseret testmetode for 

krybdyr, og der er få eksponeringsforsøg med thyreoideahormonforstyrrende kemikaliers effekt i 

krybdyr. Der er ikke en modelart indenfor krybdyr, og derfor testes der på forskellige arter, og det 

giver et overblik over artssensitiviteten. Efter eksponering af insekticidet diflubenzuron til den asia-

tiske øgle (Eremias argus) blev observerede reducerede vægt ved dermaleksponering (20 mg/kg) 

efter 42 dage, og ændret thyreoideahormonkoncentration blev observerede ved både dermal- og 

oraleksponering (20 mg/kg) (Chang et al., 2018). Der var kønsforskel på thyreoideahormonkoncen-

trationerne, hvor thyreoideahormonkoncentrationen blev øget hos hannerne, men sænket hos hun-

nerne, og hunnerne var mere sensitive ved ændret thyreoidea-relaterede gener ved oraleksponering 

end hannerne. Alle resultaterne tyder på at krybdyr er mere sensitive overfor oraleksponering end 

dermalt, hvilket er forventeligt, da de har en lav permeabilitet over huden i forhold til padder (Lynn, 

1960). Mekanismen bag diflubenzuron er ikke kendt hos øgler, men det tyder på at diflubenzuron er 

thyreoideaforstyrrende. Et feltstudie sammenlignende pesticiders thyreoideahormonforstyrrelser hos 

en anden øgleart (Podarcis bocagei) (Bicho et al., 2013), hvor der blev observerede thyreoideahor-

monforstyrrende effekter. Hanner blev sammenlignet fra to pesticideksponerede marker og to øko-

logiske marker, hvor arealet af skjoldbruskkirtlen var større ved de pesticideksponerede marker end 

de økologiske. Alachlor var det pesticid, som blev fundet i højst koncentrationer ved de pesticidek-

sponerede marker, og alachlor har thyreoideaforstyrrende effekter i rotter og padder (Helbing et al 

& Wilson et al i Bicho et al., 2013). Disse forsøg tyder på at pesticider har thyreoideaforstyrrende 

effekter i krybdyr, og at histologi af skjoldbruskkirtlen er et brugbart endpoint hos øgler, og eventu-

elt krybdyr. Ved eksponering af perchlorat (177 µg/g æg) i skildpaddeæg (Chelydra serpentina) 

faldt klækningssuccesen signifikant fra kontrolgruppen, mens dødeligheden efter klækningen var 

signifikant øget ved 200 µg perchlorat/g æg hos Trachemys scripta (Eisenreich et al., 2012). Hos 

begge arter var thyreoideahormonkoncentrationen reduceret, og det betyder at skildpadder kan på-

virkes af thyreoideahormonforstyrrende kemikalier. 
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5.2.3 Fugle 

Thyreoideahormonsystemet regulerer vækst, reproduktion, fjerproduktion og metabolismen hos 

fuglene, og thyreoideahormonsystemet overordneret det samme som alle vertebrater (Figur 2). Der 

er en forskel, som er at TSH kontrolleres af T3 og ikke TRH (Merryman & Buckles, 1998). Thyreoi-

deahormonforstyrrelser hos fugle er ikke velundersøgt, og thyreoideahormonforstyrrende endpoints 

er endnu ikke inkluderet i den nuværende testmetode på fugle (OECD testguide 206, niveau 4) 

(OECD, 2018). Fra et eksponeringsforsøg med tigerfinker (Amandava amandava), blev observeret 

en signifikant reducering af follikelcellekernen ved eksponering af pesticiderne mancozeb (430 

mg/kg/dag) og imidacloprid (15,5 mg/kg/dag) i foderet (Pandey & Mohanty, 2015). Samtidig blev 

observerede en vægtforøgelse af skjoldbruskkirtlen ved 30 dags eksponering af mancozeb i foderet, 

mens follikelcellehøjden blev reduceret ved 30 dags eksponering af imidacloprid. Begge pestici-

derne sænkede koncentrationen af TSH og TH under ynglesæsonen, og det kan have betydning for 

reproduktionen (Pandey & Mohanty, 2015). Et feltstudie pointerede at fugle i området med høje 

koncentrationer af klorede organiske forbindelse (fx PCB) muligvis kunne have ændret skjoldbrusk-

kirtelmorfologi, og derved reducerede reproduktionssucces (Sonne et al., 2010).      

5.2.4 Pattedyr 

Ligesom hos de andre vertebratgrupper, kontrollerer thyreoideahormonsystemet udvikling, metabo-

lisme og vækst i pattedyr (Tata, 2006). I et eksponeringsforsøg med perchlorat i drikkevand i 51 

dage (1-10 mg/kg dyr) hos præriemarkmusen (Microtus ochrogaster) blev thyreoideahormonkon-

centrationen målt i blodet og skjoldbruskkirtlen (Isanhart et al., 2005). Thyreoideahormonkoncen-

tration var signifikant lavere i skjoldbruskkirtlen ved 10 mg/kg end kontrolgruppen, mens thyreoi-

deahormonkoncentrationen var uændret i blodet. Isanhart et al. (2005) forventede at observere en 

forskel på metabolismen mellem kontrolgruppen og eksponeringsgruppen, da thyreoideahormoner 

er væsentlige for metabolismen, men der var ingen forskel. Dette kan skyldes feedback-systemet i 

thyreoideahormonsystemet (Figur 2), da den lave koncentration af TH ikke hæmmer udskillelsen af 

TSH, og derfor øges udskillelsen af TSH, som stimulerer skjoldbruskkirtlen til at udskille TH. 

Isanhart et al. (2005) konkluderede at en fysiologisk effekt (fx reduceret metabolisme) først vil 

kunne observeres efter kronisk eksponering af perchlorat, da skjoldbruskkirtlen kan oplagre store 

mængder thyreoideahormoner.  

Thyreoideahormonsystemet er vigtigt for padder i forbindelse med metamorfosen, og metamorfosen 

kan sammenlignes med fosterudvikling hos mennesket, hvor organerne udvikles (Tata, 2006). Når 
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hjernen udvikles i fosteret, er thyreoideahormonsystemet essentielt (Jugan et al., 2010), og thyreoi-

deahormonforstyrrelser kan føre til kognitive forstyrrelser og neurologiske skader (Mughal et al., 

2018). Derfor er det vigtigt at udvikle effektive og sensitive testmetoder til at undersøge kemikaliers 

thyreoideaforstyrrende effekter. Padder og fisk er de mest undersøgte grupper i forhold til thyreoi-

deahormonforstyrrende effekter, og undersøgelsen af thyreoideahormon i folliklerne ved brug af 

immunokemiske metoder er den mest sensitive metode, som inkluderer et mekanistisk endpoint (Hu 

et al., 2006; Mukhi et al., 2005). Man har antaget at padder var den mest sensitive vertebratgruppe 

overfor thyreoideahormonforstyrrende effekter (Brown & Cai, 2007; Miyata & Ose, 2012), men 

padder og fisk er lige sensitive (LOEC på henholdsvis 8 og 11 µg perchlorat/L), og derfor bør man 

fortsætte med at undersøge på disse grupper. 

5.3 Testmetoder og endpoint 

Eksponeringsforsøget i dette projekt tog udgangspunkt i OECD-guideline LAGDA (Testguide 241, 

niveau 4) for at undersøge om, der var en forskel mellem den europæiske frø, R. temporaria, og tro-

piske X. laevis. De undersøgte endpoints ved begge arter var apikale (biometriske parametre) og 

mekanistiske (histologi af skjoldbruskkirtlen), og efter gennemgang af andre eksponeringsforsøg, 

findes der forskellige endpoints som er undersøgt. Thyreoideahormonkoncentrationen i blodet er et 

ofte et endpoint i eksponeringsforsøgene, men det er sjældent et sensitivt endpoint, samt feedback-

mekanismen i HPT-aksen opregulerer thyreoideahormonkoncentrationen (Figur 2). Derfor kan det 

være svært at skelne mellem at et thyreoideahormonforstyrrende kemikalie forskyder ligevægten 

midlertidigt eller forårsager irreversible effekter, når thyreoideahormonkoncentrationen i blodet må-

les (Mughal et al., 2018). Coady et al. (2017) pointerede at selv om et mekanistisk endpoint er sen-

sitivt (fx thyreoideahormon i folliklerne (Hu et al., 2006; Mukhi et al., 2005), så forklarer endpoin-

tet intet om effekterne for populationen, hvilket er meget relevant i forhold til beskyttelse af dyreli-

vet og miljøet mod thyreoideaforstyrrende kemikalier. Vi ved ikke, hvilken effekt at 8 µg perchlo-

rat/L har på populationen af X. laevis, eller om det er en effekt på populationen. De mekanistiske 

endpoint fra skjoldbruskkirtelhistologi i LAGDA anses ikke som at være et populationsrelevant 

endpoint, da sammenhængen mellem ændrede skjoldbruskkirtel og populationseffekter ikke er klar 

(Marty et al., 2017). Flere har pointeret, at de officielle testmetoder (fx fra OECD) mangler sam-

menhæng mellem endpoint (mekanistisk eller apikal) og skadelige populationseffekt (Coady et al., 

2017; Marty et al., 2017). Forsinket udvikling ved padder (Tabel 3) kan være et relevant endpoint 

for skadelige populationseffekter (Marty et al., 2017). Fordi des længere periode som haletudse, des 
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længere tid i vandet (for størstedelen af paddearterne) som giver øget predation, så færre individer 

overlever, og det kan resultere i faldende populationer. Omvendt kan inducering af metamorfosen af 

thyreoideahormonforstyrrende kemikalier fører til hurtigere udvikling, men mindre individer, hvor 

overlevelsen vil være mindre grundet lavere fitness (fx lavere bevægelighed grundet kortere ben-

længde) (Ruthsatz et al., 2019). Udover dette kan thyreoideahormonforstyrrende kemikalier påvirke 

haletudsernes tilpasningsevne til ændrende miljø fx lavere vandstand (hurtigere udtørring af vand-

hullet) accelerer metamorfosen (Bekhet et al., 2014), og hvis haletudsernes udvikling hæmmes af 

det thyreoideaforstyrrende kemikalie, kan de ikke nå at gennemføre metamorfosen før vandhullet er 

tørret ud. Haletudsernes tilpasningsevne til ændrende miljø er vigtigt, især når klimaforandringer 

inkluderes (Ruthsatz et al., 2019; Thambirajah et al., 2019).  

Fordi der er kommunikation mellem thyreoideahormonsystemet og kønshormonsystemet (Flood et 

al., 2013), er et af endpointene i LAGDA histologisk undersøgelse af gonaderne (OECD, 2015). Li-

gesom histologi af skjoldbruskkirtlen, vil histologien af gonaderne ikke kunne forklare om effekter 

på populationen. I stedet for kunne man yngle en generation efter den eksponerede generation, og 

antallet af levedygtige afkom vil kunne bruges som et populationsrelevant endpoint. Dette vil kræve 

flere ressourcer, men på nuværende tidspunkt har ingen undersøgt generationen efter den ekspone-

ret generation. Et pilotforsøg vil kunne undersøge sammenhæng mellem histologien af gonaderne 

og/eller skjoldbruskkirtlen og populationsrelevante endpoints.    

5.4 Bevaring af padder 

Padder er den mest truede vertebratgruppe, hvor 70 % af 

alle paddearterne er truede eller har faldende population 

(Thambirajah et al., 2019). Forurening påvirker 30% af de 

truede paddearter (IUCN, 2004) (Figur 22), og derfor skal 

der handles, så udryddelsen af paddearterne stoppes. Pad-

der er vigtige i økosystemet, hvor de fungerer som føde-

grundlag for rovdyr (fx fugle og krybdyr) og holder insekt-

bestanden i balance (Hamer & McDonnell, 2008). Udover 

bevarelse af padders habitat, som er den største trussel (Fi-

gur 22), vil hindring af yderligere forurening kunne være 

løsninger på at bevare padderne. Nogle paddearter er påvir-

ket af flere faktorer end kun en, fx både habitattab og forurening (Figur 22). Resultater fra 

Figur 22: Hvordan truede arter er påvirket af 

forskellige trusler (efter Primack, 2010) 
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feltundersøgelser (fx eksponeringsgraden af mistænkelige stoffer) kombinerede med generationsfor-

søg vil kunne vise sammenhængen mellem effekter i miljøet og effekterne fra laboratorieforsøg (fx 

perchlorat), og disse resultater vil kunne bruges til at bestemme, hvor stor effekten af et thyreoi-

deahormonforstyrrende kemikalie vil være på paddepopulationen, når miljømæssige faktorer som 

temperatur og nedbør inkluderes. 

Ved risikovurdering af pesticider, testes ofte den aktive hovedingrediens i pattedyr og fugle (Bruhl 

et al., 2013), mens der ikke findes en specifik testmetode for padder (og krybdyr) på trods at feltstu-

dier har vist signifikante påvirkninger (Bicho et al., 2013; Gungordu et al., 2016). Heldigvis er im-

plementering af risikovurdering for padder og krybdyr igangsat (Ockleford et al., 2018), og dette vil 

kunne hjælpe med viden om pesticiders effekt på padder (og krybdyr), og denne viden kan blive 

brugt i bevarelsesprojekter. Et andet problem ved testning af kemikalier, er at der kun testes for et 

kemikalie, men miljøet indeholder en cocktail af flere forskellige kemikalier (Marty et al., 2017; 

Slaby et al., 2019). Dette komplicerer problemstillingen, da effekter fra eksponering af et enkelt ke-

mikalies påvirkning på fx thyreoideahormonsystemet (fx perchlorat) skal sammenlignes med meka-

nismen for andre kemikaliers påvirkning (fx propylthiouracil). Både perchlorat og propylthiouracil 

er thyreoideahormonforstyrrende stoffer, og man kender ikke vekselvirkningens effekterne af begge 

samtidigt. Det er muligt at effekten af begge stoffer er additiv, hvor det både effekten af perchlorat 

og propylthioracil sammenlagt. Det kan også være, at thyreoideahormonsystemet ikke kan regulere 

effekten af begge stoffer samtidig, og effekten af begge stoffer er synergistisk, hvor effekten er 

mere end begge stoffer sammenlagt.  

5.5 Fejlkilder og usikkerheder 

Dette eksponeringsforsøg havde udgangspunkt i LAGDA fra OECD, hvor den væsentlige forskel 

var en anden art. R. temporaria har en anden levevis end X. laevis. Da X. laevis er fuldstændig 

vandlevende, er der ikke behov for en rampe, som fungerer som landjorden. Derimod har R. tempo-

raria behov for en rampe, da arten går på land i slutningen af metamorfosen (Jørgensen & 

Kjærgaard Jensen, 2015). Ved forsøgsdesign, er dette en af de væsentlige faktorer, og uden rampen, 

vil individerne drukne, da frøer i slutningen af metamorfosen ikke har gæller længere, og de begyn-

der at bruge lungerne (Burggren & West, 1982). Dette kan muligvis være skyld i den høje dødelig-

hed i eksponeringsforsøget, at individerne ikke har kunne respirere i det fortrukne medie. Kontrol-

gruppen havde højst dødelighed (23,6 ± 5,4) til sammenligning med den lavest eksponerede gruppe 

(11,9 µg/L) (14,0 ± 2,0) (Figur 11). Ifølge valideringen i LAGDA (Testguide 241) må dødelighed i 
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kontrolgruppen ikke overstige 20 % (OECD, 2015), hvilket er ikke gældende for dette ekspone-

ringsforsøg, da dødeligheden varierer fra 33-77 % i kontrolreplikaterne. Andre forsøg med R. tem-

poraria har varierende dødelighed (Brande-Lavridsen et al., 2010; Gutleb et al., 2000), så det er 

svært at præcisere den konkrete grund til den høje dødelighed i kontrolgruppen, da nogle af grup-

perne havde lavere dødelighed end kontrolgruppen. Generelt for alle arter, når de skal gennemfører 

klimaks, er høj dødelighed (Dent, 1968). Dette stemmer overens med den signifikante øget dødelig-

hed i kontrolgruppen i slutningen af forsøget, hvor metamorfosen var i gang med klimaksfasen (Fi-

gur 11). 

Variationen i kontrolgruppen var generelt større end i de andre grupper (fx follikelcellehøjden, figur 

17), og det har resulteret i, at det har været svære at detektere signifikante forskelle. Grunden til den 

store variation - især i kontrolgruppen - kan skyldes, at de indsamlede æg stammede fra flere for-

skellige hunner (og eventuelle hanner). Hos R. temporaria er polygami almindeligt, hvor flere for-

skellige hanner kan befrugte flere forskellige hunner (Ruthsatz et al., 2019). En anden grund er at 

æggene ikke blev lagt samtidigt, og derfor var æggene i forskellige udviklingsstadie før eksponerin-

gen begyndte. Hvis dette forsøg skulle følge valideres efter LAGDA, kunne resultaterne ikke bruges 

til officielle risikovurderinger eller lignende, og forsøget skulle gentages (OECD, 2015). 

 5.4.1 Forsøgsoptimering 

Eksponeringsforsøget indeholder potentielt flere resultater, da halvdelen af alle eksponerede frøer er 

frosset ned, og man kan måle thyreoideahormonkoncentrationer på dem ligesom andre forsøg gør 

(Gutleb et al., 2000; W. Zhang et al., 2019). Thyreoideahormonkoncentrationen kan bruges til at 

forklare hormonkoncentrationen på det aflivede tidspunkt, men thyreoideahormonkoncentrationen 

ændres i løbet af metamorfosen (Brown & Cai, 2007; Kaltenbach, 1996), og derfor vil resultaterne 

varierer. Den immunokemiske metode fra (Hu et al., 2006; Mukhi et al., 2005) vil være optimalt at 

bruge, da denne metode er meget sensitiv, og metoden kan udføres ud fra et kit. 

Hvis formålet med eksponeringsforsøget er at sammenligne sensitiviteten mellem modelarten X. la-

evis og R. temporaria, bør forsøget været afsluttet tidligere, da de eksponerede grupper har nået at 

indhente den forsinket udviklingseffekt fra perchlorat. Udviklingsstadie er et sensitivt endpoint, og 

det havde muligvis været muligt at detektere en forskel i udviklingen, hvis æggene var i samme ud-

viklingsstadie, da eksponeringen blev igangsat. 

Hvis formålet med eksponeringsforsøget er at undersøge thyreoideahormonforstyrrelser hos R. tem-

poraria, bør forsøget forlænges til næste generation, selvom det kan være svært at få frøerne til at 
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yngle (Wlizla et al., 2017). I det daværende eksponeringsforsøg, var endpointene ikke relevante for 

populationen, da der endnu ikke er viden om, hvordan forhøjet follikelcellehøjde påvirker populati-

onen. Derfor bør populationsrelevante endpoints undersøges, så eksponeringsforsøget også kan bru-

ges til beskyttelse af paddepopulationen. 

6 Konklusion 

Æg fra den europæiske art, R. temporaria, blev eksponeret for perchlorat (11,9; 41,0; 131,2 og 

426,9 µg/L) i 46-48 dage, og eksponeringen resulterede i forskel på vægt, totallængde, snude-anus 

længde og follikelcellehøjde. Follikelcellehøjden blev undersøgt via histologiske undersøgelser af 

skjoldbruskkirtlen i 27 kontrolindivider og 14 individer fra henholdsvis 11,9- og 426,9 µg/L-grup-

pen, og follikelcellehøjden var reduceret for 11,9 µg/L-gruppen sammenlignet med kontrolgruppen. 

Dette stemte ikke overens med resultater fra andre forsøg med X. laevis og X. tropicalis, da follikel-

cellehøjde burde være øget ved eksponering af thyreoideahormonforstyrrende stoffer. Totallængden 

var forhøjet ved eksponering på 41,0 og 131,2 µg/L, og dette stemte overens med lignende forsøg, 

da thyreoideahormonforstyrrende effekter øger væksten hos haletudser. Vægt og snude-anus længde 

var reducerede i den højst eksponeret gruppe (426,9 µg/L), og denne reducering skyldes mere toksi-

ske effekter end thyreoideahormonforstyrrende effekter. På baggrund af resultaterne fra total-

længde, blev lavest observerede effektkoncentration bestemt til 41 µg perchlorat/L, og denne kon-

centration stemte overens med lignende resultater fra eksponeringsforsøg med X. laevis. Det kon-

kluderes at X. laevis og R. temporaria er lige sensitive ud fra lavest observerede effektkoncentra-

tion, men gentagelse af eksponeringsforsøg med R. temporaria anbefales grundet stor variation og 

dødelighed i kontrolgruppen. 
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Figur 6 fra http://www.animalspot.net/common-frog.html (26/5/19) 
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Bilag 

Bilag 1: Udviklingsstadie 26-46 efter Gosner (1960)  
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Bilag 2: Karoversigt 

Karoversigten er som følgende med nominelle og gennemsnitlige aktuelle koncentrationer: 

Kar nr. 
Nominel koncentra-

tion [µg/L] 

Gennemsnitlig aktuel 

koncentration [µg/L] 

1 522 438,9 

2 522 434,2 

3 163 128,7 

4 163 133,3 

5 0 (kontrol) 0 

6 0 (kontrol) 0 

7 16 10,9 

8 16 11,1 

9 0 (kontrol) 0 

10 0 (kontrol) 0 

11 51 40,8 

12 51 40,1 

13 522 426,5 

14 522 406,4 

15 163 131,8 

16 163 130,9 

17 0 (kontrol) 0 

18 0 (kontrol) 0 

19 51 40,5 

20 51 42,3 

21 0 (kontrol) 0 

22 0 (kontrol) 0 

23 16 12,3 

24 16 13,2 
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Bilag 3: Indstøbningsprocessen 

Hovederne af haletudserne blev støbt ind efter følgende proces: 

Trin Tid  Reagens 

1 2 timer 50 % ethanol 

2 1 time 70 % ethanol 

3 2 timer 70 % ethanol 

4 3 timer 96 % ethanol 

5 2 timer 96 % ethanol 

6 1 time 99 % ethanol 

7 2 timer 99 % ethanol 

8 3 timer 99 % ethanol 

9 1 time 100 % Tissue-Tek® Tissue Clear® 

10 2 timer 100 % Tissue-Tek® Tissue Clear® 

11 2 timer 100 % paraffin (60oC) 

12 2 timer 100 % paraffin (60oC) 
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Bilag 4: Farveprocessen 

Præparaterne blev farvet efterfølgende proces: 

Trin Tid  Reagens 

1 7 min Tissue-Tek® Tissue Clear® 

2 7 min Tissue-Tek® Tissue Clear® 

3 6 min 99 % ethanol 

4 6 min 99 % ethanol 

5 6 min 99 % ethanol 

6 5 min 96 % ethanol 

7 5 min 96 % ethanol 

8 5 min 70 % ethanol 

9 10 min Vand (gennemløbende) 

10 4 min Hematoxylin 

11 10 min Vand (gennemløbende) 

12 45 sek. Eosin 

13 10 min Vand (gennemløbende) 

14 6 sek. 70 % ethanol 

15 6 sek. 96 % ethanol 

16 6 sek. 96 % ethanol 

17 6 sek. 99 % ethanol 

18 6 sek. 99 % ethanol 

19 6 sek. 99 % ethanol 

20 10 min 99 % ethanol 

21 6 sek. Tissue-Tek® Tissue Clear® 

22 6 min Tissue-Tek® Tissue Clear® 
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Bilag 5: Eksempel på histologiresultater 

Figur 22 viser et eksempel, hvordan follikelcellehøjden var målt i dette projekt. Figur 23 viser et ek-

sempel, hvordan lumen og kolloidvæsken var målt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figur 23: Fire udvalgte follikler fra et histologipræparat af R. temporaria (eksponeret for 

426,9 µg perchlorat /L). 
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Figur 24: Den største lumen i et histologipræparat af R. tempo-

raria (eksponeret for 426,9 µg perchlorat /L) 
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Bilag 6: Yderligere figurer 
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Figur 25: Bagbenslængden (cm) i forhold til udviklingsstadie (Gosner) for kontrolgruppen (N=163; 

sort), 11,9 µg/L-gruppen (N=100; blå), 41,0 µg/L-gruppen (N=93; grøn), 131,2 µg/L-gruppen (N=82; 

gul) og 426,9 µg/L-gruppen (N=72; rød). 
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Figur 26: Totallængden (cm) i forhold til udvilkingsstadie (Gosner) for kontrolgruppen (N=163; sort), 

11,9 µg/L-gruppen (N=100; blå), 41,0 µg/L-gruppen (N=93; grøn), 131,2 µg/L-gruppen (N=82; gul) og 

426,9 µg/L-gruppen (N=72; rød). 


