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OECD Conceptual Framework - veerktgjskasse .

Vi har udviklet test til at identificere hormonforstyrrende
stoffer med gnavere, fisk og padder i 20 ar sa EAS(T)
medierede effekter delvist daekket for miljg:

Pattedyr (V)

Fisk (V(=T))

Padder (V) f/ <

Fugle ,‘ Validerede Test
" Guidelines

Krybdyr +

Hvirvellpse dyr (95% af alle arter) +



Hvordan forbedrer vi veerktgjskassen og reguleringerne SO SHman
VERTEBRATES
Forbedring for hvirveldyr EAS(T): =

* ubrugt potentiale i extrapolering af hormonforstyrrende
effekter pa tvaers af arter og klasser af hvirveldyr

Warm-blooded Cold-blooded

Forbedret lovgivning:
* Opdater standardinformationskravene - iseer for REACH

2

Birds Reptiles

&<

Amphibians

For hvirvellgse dyr er der lang vej igen. Fordelen er at de ikke
betragtes som forsggsdyr
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OECD test guidelines for hormonforstyrrende stoffer i miljpet — swsme

Life- ED modalities
stage covered

embryo Xenopus Embryonic Thyroid Assay

g juvenile 231 Amphibian Metamorphosis Assay T

g adult 241 Larval Amphibian Growth and Metamorphosis Assay E,AT,S
@ adult 229 Fish Short-Term Reproduction Assay E,AS
@ adult 230 21-Day Fish Assay E,AS
@@( juvenile 234  Fish Sexual Development Test E,AS
@,‘ adult 240 Medaka (Zebrafish) Extended One Generation Test E,A,S
&&= embryo 251 Rapid Androgen Disruption Activity Reporter (RADAR) assay A

embryo 250 Detection of Endocrine Active Substances, acting through estrogen E
o receptors, using transgenic tg (cyp19alb:GFP) Zebrafish embrYos

* EATS = Estrogen, Androgen, Thyroid, Steroidogenesis
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/ebrafisk som forsggsdyr

* Tropisk art — Lille fisk — kort generationstid

* Kontinuert segleeggende, gennemsigtige ag, genetisk kortlagt

olole

Zygots Fertilized Twocells  Fourcells  Eightcells  Sixteencells Thitytwo  Sixty four High stage High to oblong
transmon
D E F A B D F H 1 3 J L
: c . ) C e | ! Q O - . .
Oblong to Dome 30% epiboly  50% epiboly ~ Germ ring Shield 70% epiboly  75% epiboly  80% epiboly  90% epiboly  Bud stage 2-somite

sphere

4-somites  8-somites  13-somites  q5.comites  17-somites

20-somites 25-somites

24 hr 28 hr 33 hr 36 hr

From: Kimmel et al. Stages of embryonic development of the zebrafish
Dev. Dyn. 203:253-310, 1995

48 hr
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/ebrafisk som forsggsdyr

Der er udgivet mere end 100 000 artikler om zebrafisk og forskning.

Transgene zebrafisk: Et responselement kobles til et reporter-gen
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/ebrafisk som forsggsdyr

A: Normal zebrafisk

B: zebrafisk med humant pigment gen
Cancer Research Foundation, Pennsylvania State College of Medicine



(zebra)fisk som model for hvirveldyr

*70% af menneskets gener findes i
zebrafisk

*Mere end 80% af
sygdomsfremkaldende gener findes i
zebrafisk

Yngler aret rundt i modsaetning til vores
hjemmehgrende arter

Er ikke et forsggsdyr de fgrste 5 dage!

Der er staerke kraefter mod flere
dyreforsgg (Industri/NGO/befolkning)

EU —in vivo dyreforsgg skal minimeres
(3R)

*(Howe et al., Nature, 2013)

Figure 3: Evolutionary aspects of the zebrafish genome.

Zebrafisk (Danio rerio)
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Udvikling fra befrugtning til 5 dage efter befrugtning
Forsegsdyr? _

Voksne - 2 mdr. > /%




EndocRine Guideline Optimisation

Thyreoideahormonsystem-sensitive endpoints i zebrafisk

Control

Svemmeblaere

gjenudvikling oppUStNing

Hjerneudvikling

svemmeadfard

Thyreoidea Thyroidhormoner ;
histopathologi/ E
morphologi £

This project has received funding from the European Union’s Horizon 2020

research and innovation programme under grant agreement No. 825753 (ERGO). @ ERGO EU WWW.ergO'prOject.eu

This output reflects only the author’s view and the European Union cannot be held
responsible for any use that may be made of the information contained therein.



(zebra)tisk som model for hvirveldyr — SDU-~
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thyreoideahormonsystemet

Konservering af TH
signalering:
fisk, padder og pattedyr

Molekylzer konservering af TH-virkning ° syntese
* sekretion
- Nedbrydning * transport
Cytoplasma . ‘q“ Kernen
) l
| J Co-regulator
. / \ komplekser
Transportere Deiodinases
i h %, 2and 3 Transcriptional

regulering

= 1'.. o t-.
o, TT . e—l) gt f.._'l!!,

TH aktivering

Chromatin remodellering og
og modifikation

Modificeret fra Sachs & Buchholz, 2017
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TPO katalyserer oxidation af jod og tilfgjer jod til tyrosin
pa proteinet thyroglobulin — TH syntese

Vi tester modelstoffer og bisphenol a (BPA)
alternativer




THS-sensitive endpoints |

Ervrorents’ Toscoiogy snd Chematy—Yolsme 41 Numbes 11—pp Jeld-Jedl, 203
Bncwwnd 4 Javuary J) | Acomped 3% Sdy 3T 52

ET&C

PATHWAYS AND PREDICTIONS

AOP Report: Thyroperoxidase Inhibition Leading to
Altered Visual Function in Fish Via Altered Retinal
Layer Structure

Lina G&lz.* Lina Bauwmnann,” Pauling Pannetier,” Thomas Braunbeck,” Dries Knapen,” and Lucia Vergauwen™*
hpars Divisngy weud Dinsuingy Bwvaan ® Crong Casfion b Cigascnms Wialen Lncearuty of Meclelmey Saielns) Cmemasy
*Jutn st Veharoary Pepsingy snd Baochamoy, Daparart of Vetserasy banoe, Unasnty of Artasep, Wi, Bakgm

e T4 in serum
TPO inhibition decreased

Exposure duration (days)

TH levels

zebrafisk - SDU<=

University of
OH Southern Denmark

HO O |

Retinal layer
5 Increased

2 population
mortali
altered &y growth rate

Decreased

https://aopwiki.org/aops/364
Vision — Behavior Mortality?




THS-sensitive endpoints i zebrafisk (BPA og BPE)  Volzetal., 2024 SDU-~
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- BPE er potentielt hormonforstyrrende pa THS, ligesom BPA (volz et al. 2024)

“Kjkée.r et él., 111 pfep



Svpmme performance BPE and BPA

Distance moved [mm/S min]

0 pglL
5 ugiL

=

125 pgiL

Distance moved (mm/min)
.
o

625 pgiL
3125 pgiL

H

Fdkk ki
dkek
Rk
edkk
T ih I
L

Light period 1 Dark period 1 Light period 2 Dark period 2

- BPA & BPE nedsatter svgmme performance i zebrafisk i lyse og mgrke perioder

Volz et al., 2024

Kjer et al., in prep
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Effekter pa hjerneudvikling i zebrafisk (33 dage) SDU<=
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Pernille Ravn Klausen 2024
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Southern Denmark

Telencephalon

Effekter pa specifikke omrader af
hjernen efter eksponering for
methimazole (TPO-hammer)




Fffekter p& hjerneudvikling i zebrafisk (5 dage) SDU-=

Southern Denmark
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0 ug/L 3125 pglL
BPE concentrations

Pernille Ambus Kjer
Preliminary data: Tendens til mindre hjerner i BPE eksponeret fisk — og Simone Fibiger

malt blindet! Serensen, 2025
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Blgddyr som model for hvirvellgse dvr S e

Stor mosesnegl Lymnaea stagnalis

e Sundhed

* Model for hvirveldyr
* Neurobiologi — store nerver

e Udviklingsbiologi
* Laering og hukommelse

* Milj@ og sundhed

* Hvirvellgse dyr — meget anderledes
hormonsystem, men ogsa ligheder med
hvirveldyr
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Basisviden og tests med snegle e

Voksne snegle (OECD TG 243)
-28 dage
-Reproduktion
-Vaekst
-Histologi af kgnskirtler, IR
genekspression, effekter hos afkom? &

Snegleaeg og embryoer
-Udviklingstid
-Klekning
-Hjerterate
-Abnormaliteter

Foto: Caspar Yan Hansen



Basisviden og tests med snegle — BPAP

—_

voksne)

i

.:'_'| = I

Number of egg masses / individual

—

Control 31,5 pg.L-1 625 pg.L-1 125 pg.L-1 250 pg.L-1 500 pg.L-1

Number of egg masses / individual

CH3

10
Time (day)

Effekter pa reproduktion = mere end 50 % faerre lagte aagmasser ved 31,5 ug BPAP/L

28 dage-EC,, (reproduktion) = 38.7 ug BPAP/L — mere fglsom end zebrafisk

20

SDU/&‘

un Ityf

Concentration

* 5 4+ m p

Control

31.5 pa/L
62.5 pg/L
125 pg/L
250 pgiL
500 pgiL



Basisviden og tests med snegle — BPAP SDU=

(embryoer)

bryoer ved dag 9:

Billeder af em

} | : o :".':"/
A | - . .
Kontrol 31.25 pg/L 62.5 pg/L
Control - -m— e ] S
31,25 yg.L-1- <|D7 1 1
§ e 1. » Signifikante effekter pa hjerteslag
£ ) 5 ved 31.25 g BPAP/L
g 125uglL-1- --]— - ? ;
< 250 pg.L- -:ﬂ—' - - . — 1 - » Signifikante effekter pa vaekst ved
500 pg.L-1- -:H— - - _m_ J 500 Mg BPAP/L
1000 pg.L-1- E - - - +
0 2 4 6 0 50 100 150 200

Rotation (rd.min-1) Heartbeat (bt.min-1)



Thyreoidea hormon(lighende)system i SDu+

blgddyr

Snegle undersggt for thyreoideahormoner
- Analyse udfgrt pa LC-MSMS (Agilent 6495c)

Det f@rste spgrgsmal, vi gnsker at
besvare, er: Har Lymnaea stagnalis
thyreoideahormoner?

Hvis ja, hvordan a&ndrer niveauet af
disse hormoner sig gennem deres

; - g udvikling?"
S . 2 o 2 E
© a o a 2 = = E
2 2 = = 2 g £ = o
g 5 o T - 3 £ E Det andet spgrgsmal er: Hvad er
= 3 - > . .
| T | B | & disse hormoners rolle i Lymnaea
N/A 10 stagnalis?
? ? ? ? » Day |/ ? } 1;5 » Shell length (mm) g
Pre-hatching Post-hatching

Lymnaea stagnalis development stages criteria for before and after hatching 21



Thyreoidea hormon(lignende)system i
blgddyr

Forste analyser ved SDU pa voksne snegle i juvenile stadie.

Snail 1

Snail 2

Snail 3

Snail 4

Snail 5

Snail 6

Snail 7

- T3;3,5-T2; T1Am ; T1Ac; TO and Triac fundet | juvenile sneglene

Weight
(mg)

32,0

39,5

49,0

53,1

54,8

60,0

61,5

T4

rT3

T3

+

3,3'-T2

3,5-T2

+

T1

T1Am

T1Ac

T0

Tetrac

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

SDU&

University of
Southern Denmark

Triac Diac

22



Thyreoidea hormon(lignende)system i blgddyr SDue

3,5-T2 T3
! ! !
UVic= M Genome BC
] PROTEOMICS CENTRE
%103 +ESI TIC MRM Frag=380.0% (** -> ™) sample_421_1.d Smooth

e|NION

%104 +ESI TIC MRM Frag=380.0% (™ -> ™) sample_401_1.d Smocth

1.754|1 *56.838 1 '
14
0

24

Ny metode til thyreoideahormon i blgddyr
* Forenklet prgveforberedelse (faerre trin)

1.54
14

esoydoydo.]

0.54
o4
%103 +ESI TIC MRM Frag=380.0v (™ -> *) sample_441_1.d Smocth
5 *5.804 H
: ‘ e Hurtigere analyse
1.5
14

* Lavere omkostninger

04
%103 +ESI TIC MRM Frag=380.0% (™ -> *) sample_461_1.d Smocth
291 *5.804 1

*5104

1981191 Ajae3

1.54 *5.104

-> Kvantificering af hormonniveauer i snegle
gennem deres udvikling, fra aeg til voksne (forar
o 2025 ved SDU)

4103 +ESI TIC MRM Frag=380.0 (* -> ) sample_482_1.d Smooth
25! 1
24
154
14
054
04

14

138119 9187

oddiH

*5.788

28 3 32 34 36 38 4 42 44 456 48 5 52 54 56 58 6 62 64 66 68 7 72 74 76 78
Counts vs. Acquisition Time (min)

23
Thyreoideahormoner fundet i embryoer pa forskellige udviklingsstadier.
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Hvorfor bruge snegle?

1) Opbygge bedre og mere baggrundsviden

— Forsta om kemikalier er arsagen til nogle af problemerne hos hvirvellgse i

naturen (f.eks. ift. biodiversitetskrisen) s

ek S ®OE / [-L /l

‘--e.:é“u:l.rwl;wmjm-\mmam e o e

2) Udvikle testmetoder — ID af hormonforstyrrende stoffer ﬁﬁ%% W \*s Jaszy

. | L | | | | [

- Beskytte hvirvellgse dyr s N e

g“he"“,q" e = O -~

. “11e . o e WY S el
—>Hurtigere og billigere tests end med hvirveldyr

— Reducere brugen af hvirveldyr (3R: Replacement, Reduction, and Refinement)

European Environment Agency: ‘Data gaps of concern’



veerktgjskassen S

Vi arbejder med at fa T og DNT med i fisketests og
mulighed for at identificere hormonforstyrrende
kemikalier i hvirvellgse dyr (bloddyr)

Pattedyr (V)
Fisk (V(+T))-V
Padder (V)
Fugle

- | Validerede Test
Krybdyr ' Guidelines

Hvirvellgse dyr (95% af alle arter) = -



_ s Take home messages

Skift fgrst vaek fra dyreforsgg nar alternative metoder, der
beskytter dyr i miljget er udviklet

Opy
pas pa biodiversiteten ® A

EU — antallet af fisk der bruges til regulatoriske test og forskning
mindre en 0,1 % af industrifisk der fanges i DK. ) n*
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