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Annexe - Partie 2/2 

 

PORTANT S UR 

 

CELLULES 

 

DANS LES 

 

DES 

 

B.71 ESS A1S DE SE NSIBILISATION CUTANEE IN 

 

L'ACTIVATION 

 

CLE RELATIF A 

 

DANS LA VOIE TOXICOLOGIQUE IMPLIQUEE 

 

L'EVENEMENT 

 

DENDRITIQUES 

 

EFFETS INDESIR BLES (AlP) DE S ENSIBILISATION CUTANEE 

 

INTRODUCTION GENERALE 

 

Methode d'essai fnd6e sur l''v'nement ck relatif h l'activation des cellules dendritiques 

 

1. Un sensibilisant c utan6 est une substance qui provoque une r6ponse allergique suite t un 

 

contact avec la peau, selon la d6丘nition du Sy steme g6n6ral harmonis6 de classification et 

 

d'&iquetage des produits chimiques des Nations unies (SG1) (1) et du reg1ement (CE) 

 

n0 1272/2008 de l'Union europeenne relatif t la classification, & l'&iquetage et & 

 

l'emballage des substances et des m6langes (le《 reglement CLP》)l .l Les principales phases 

 

du processus biologique de sensibilisation cutan6e font l'objet d'un consensus g6n&al. 

 

Dans le cadre du programme de l'OCDE sur les AlP (2), les connaissances dont on 

 

dispose sur les m&anismes chimiques et biologiques a ssoci6s & la sensibilisation cutan6e 

 

ont 6t6 r6sum6es sous la forme d'un Alp (Adverse Outcome Pathway) ou voie 

 

toxicologique impliqu6e dans les effets ind6sirbles, allant de l'6v6nement mol&ulaire 

 

initiateur jusqu'aux effets ind6sirbles sur la sant6 du type dermatite de contact allergique, 

 

en passant par les 6 tapes i term6diaires. Dans le cas pr6sent, l'6v6nement mol&ulaire 

 

initiateur (le premier 6 v6nement cl6) est l'&ablissement d'une liaison covalente entre des 

 

substances chimiques 6 lectrophiles et les centres nucl6ophiles des prot6ines de la peau. Le 

 

deuxieme 6 vdnement ck sur cet AlP se d6roule dans les k6ratinoc昇es et comprend des 

 

r6ponses inflammatoires et des changements d'expression g6nique, lks ?t des voies de 

 

signalisation cellulaire sp&ifiques telles que les voies d6pendant de l'6kment de r6ponse 

 

antloxydant/6lectrophlle (ARE, Antioxidant Response Element). Le troiskme 6 v6nement 

 

ck est l'activation des cellules dendritiques (DC), habituellement 6 valu6e d'apr6s 

 

l'expression de marqueurs de surface sp6cifiques de la cellule, les chimiokines et les 

 

cvtokines. Le auatrkme 6 v6nement ck est la D rolif&ation et l'activation des 

 

la 

 

les 

 

(CE) n0 1272/2008 du Parlement europ&n et du Conseil du 16 d&embre 2008 relatifa 

 

al'&iquetage et a l'emballage des substances et des mlanges, modifiant et abrogeant 

 

1Rglemnt 

 

classification, 

 

directives 67/548/CEE et 1999/45/CE et modifiant le reglement (CE) n0 1907/2006,J 0 L 353 du 31.12.2008, 

 

p. 1. 
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lymphoc界es T,6 valu6e indirectement par l'essai de stimulation locale des ganglions 

 

lymphatiques (ELGL) chez la souris (3). 

 

2. La pr6sente m&hode d'essai est 6 quivalente a la ligne directrice (LD) 442E (2017) de 

 

l'OCDE. Elle d6crit les essais in vitro portant sur les m6canismes de l'6V6nement c l6 relatif 

 

a l'activation des cellules dendritiques dans l'AOP de sensibilisation cutan6e (2). La 

 

m&hode d'essai comprend des essais utilis6s pour aider a distinguer les sensibilisants des 

 

non-sensibilisants c utan6s, selon le S G1 de l'ONU et le reglement CLP. 

 

Les essais d&rits dans la pr6sente methode d'essai sont les suivants: 

 

- test d'activation de la lign& cellulaire humaine (h-CLAT), 

 

- test d'activation de la lignee cellulaire U937 (U-SENSTM) 

 

essai par gene rapporteur de l'interleukine 8 (essai IL-8 Luc) 

 

3. Les essais d&rits dans la pr6sente m6thode d'essai et dans la ligne directrice 

 

correspondante de l'OCDE peuvent diff&er sur les plans de la proc6dure e mploy6e pour 

 

g6n6rer les donn6es et des r6sultts mesur6s, mais ils peuvent s'utiliser indiffremment 

 

pour r6pondre aux exigences des pays en mati6re de r6sultats d'essais portant sur 

 

l伯v6nement c l6 relatif a l'activation des cellules dendritiques dans l'AOP de 

 

sensibilisation cutan6e, tout en b6n6丘ciant de l'acceptation mutuelle des donn6es de 

 

l'OCDE. 

 

Fondements et principes des essais inclus dans la m&hode d'essai fondee sur les 6 v6nements 

 

cl6s 

 

4. Traditionnellement, l'6valuation de la sensibilisation cutan6e a fait appel a 

 

l'exp&imentation animale. Les m6thodes classiques qui utilisent un cobaye - le test de 

 

maximisation chez le cobaye (GPMT) de Magnusson et Kligman et le test de Buehler, 

 

6 galement chez le cobaye (m&hode d'essai B.6) (4) - portent sur les phases d'induction et 

 

d'6licitation de la sensibilisation cutan&. Les essais chez la souris - 1'ELGL (m6thode 

 

d'essai B.42) (3) et ses deux variantes n'utilisant pas d'isotopes radioactifs, l'ELGL: DA 

 

(methode d'essai B.50) (5) et l'ELGL:B rdU-ELISA (m&hode d'essai B.51) (6) - portant 

 

tous trois sur la r6ponse a l'induction exclusivement, se sont 6 galement impos6s, car ils 

 

pr6sentent l'avantage, par rapport aux tests sur le cobaye, de pr6server davantage le bien - 

 

e tre animal et de fournir une mesure objective de la phase d'induction de la sensibilisation 

 

cutan&. 

 

5. R&emment, des m&hodes d'essai de type m6canistique in chemico ou in vivo portant sur 

 

le premier 6 v6nement cl6 de l'AOP de sensibilisation cutan6e [m&hode d'essai B. 59: essai 

 

de liaison directe sur la r6activit6 peptifique (DPRA)] (7) ou sur le deuxieme 6 v6nement 
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c l6 de l'AOP de sensibilisation cutan& (m6thode d'essai B .60: essai A R-Nrf2 lucif&ase) 

 

(8) ont 6t6 a dopt6es pour contribuer a l'6Valuation du potentiel de sensibilisation des 

 

produits chimiques. 

 

6. Les essais d&rits dans la pr6sente m&hode d'essai permettent de quantifier, au choix, soit 

 

les variations d'expression de marqueurs de surface a ssoci6s au processus d'activation des 

 

monocメes et des DC suite a l'exposition a un sensibilisant (CD54 et C D86, par exemple), 

 

soit les changements d'expression de l'IL-8, une cメokine assoc i6e a l'activation des DC. Il 

 

a 6t6 s ignal6 que les sensibilisants c utan6s induisent l'expression de marqueurs 

 

membranaires associ6s a l'activation des DC (2) tels que C D40,C D54,C D80,C D83 et 

 

C D86, induisent aussi des cメokines pro-inflammatoires telles que IL-1 3 et T NF-x, ainsi 

 

que plusieurs chimiokines parmi lesquelles IL-8 (CXCL8) et CC L3 (9) (10) (11) (12). 

 

7. Cependant, l'activation des DC n'est qu'un des 6 v6nements cl6s de l'AOP sensibilisation 

 

cutan& (2) (13), les informations fournies par les essais mesurant uniquement les 

 

marqueurs de l'activation des DC peuvent ne pas suffire a elles seules pour conclurea 

 

l'absence de pouvoir de sensibilisation cutan6e des produits chimiques. Par c ons6quent, les 

 

donl6es obtenues avec les essais d&rits dans la pr6sente LD peuvent apporter une aidea 

 

l'identification des sensibilisants cutan6s (ct6gorie 1 du S GH de l'ONU/CLP) et des non-

sensibilisants, dans le cadre d'une approche int6gr6e (IATA), en combinant ces doni6esa 

 

d'autres informations compl6mentaires provenant par exemple d'essais in vitro portant sur 

 

d'autres phases de l'AOP sensibilisation cutan6e, ainsi que de m6thodes non 

 

exp&imentales telles que la pr6vision a partir de donn6es c rois6es (read-across) relativesa 

 

des produits chimiques similaires (13). On trouvera dans la litt&ature des exemples 

 

d'utilisation des donn6es obtenues avec ces essais suivant des approches d6丘nies, c'est-a-

dire des approches normalis6es au regard des sources d'information et des proc6dures 

 

d'analyse des donn&s a des fins de pr6dictions (13). Ces donn&s peuvent constituer des 

 

6 l6ments utiles dans le cadre d'une d6marche IATA. 

 

8. Les essais d&rits dans cette m6thode d'essai ne peuvent pas e tre utilis6s seuls, ni pour le 

 

classement des sensibilisants cutan6s dans les sous-cat6gories lA et lB du S G1 de 

 

l'ONU/CLP par les autorit6s charg6es d'appliquer ces deux sous-categories optionnelles, 

 

ni pour pr6dire la puissance de sensibilisation dans le cadre d'6valuations de s&urit6. 

 

Cependant, en fonction du cadre r6glementaire applicable, des r6sultats positifs avec ces 

 

m&hodes peuvent &re consid&6s comme suffisants a eux seuls pour classer un produit 

 

chimique dans la c at6gorie i du S G1 de l'ONU/CLP. 
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9. Dans la pr6sente m&hode d'essai, le terme< produit chimique d'essai d6signe ce qui est 

 

test61 et ne fait pas r6f&ence a l'applicbilit6 des essais pour tester les substances mono-

constituants, les substances multi-constituants ou les melanges. On dispose actuellement 

 

d'informations limit6es sur l'applicabilit6 des essais a des substances multi-constituants oua 

 

des m6langes (14) (15). Les essais sont n6amoins techniquement applicables aux essais de 

 

substances multi-constituants et de m6langes. Toutefois, avant d'appliquer la pr6sent 

 

m&hode d'essai a un m6lange pour obtenir des doill6es a des丘 ns r6glementaires, il convient 

 

de v&ifier si et, dans l'affirmative, pourquoi les r6sultats peuvent &re acceptables dans le 

 

cadre reglementaire impos2. Cette v&ification n'est pas n6cessaire si l'essai du m6lange 

 

r6pond a une exigence r6glementaire. De plus, en cas d'essai portant sur des substances multi-

constituants ou des m6langes, il convient de tenir compte de l'interf&ence possible de la 

 

cメotoxicit6 des constituants avec les r6ponses observ&s. 

 

i En juin2013, la R&inion conjointe de l'OCDE est convenue que, dans la mesure du possible, le terme《 substance himi que d'essai》 devrait gtre e mploメ 

 

de fa9on plus co hrente pour d6signer ce qui est soumis a l'essai dans les lignes directrices nouvelles our6vis6es de l'OCDE. 

 

2 Ce libella a 6t6 prpos6 et approuv6 lors de la r6unlon EPIC (WNT) d'avril 2014 
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Appendice i 

 

SENSIBILISATION CUTANEE IN VITRO:TEST D'ACTIVATION DE LA LIGNEE 

 

CELLULAIRE UUMAINE (h-CLAT) 

 

REMARQIIS PRELIMINAIRES ET LIMITES 

 

1. L'essai h-CLAT permet de quantifier les variations d'expression des marqueurs de surface 

 

cellulaires a ssoci6s au processus d'activation des monoc界es et des DC (CD86 et C D54), 

 

dans la lign& cellulaire de leuc6mie monoc界aire humaine TIP-i, t la suite de 

 

l'exposition a des sensibilisants (1) (2). Le niveau d'expression mesur6 pour les marqueurs 

 

de surface cellulaires CD86 et CD54 est utlls6 pour aider & distinguer les sensibilisants des 

 

non-sensibilisants cutan6s. 

 

2. L'essai h-CLAT a fait l'objet d'une 6 tude de validation coordonn& du Laboratoire de 

 

r6f&ence de l'Union europ&nne pour les m6 thodes de substitution & l'exp&imentation 

 

animale (EURL ECVAM), suivie d'un examen id6pendant par des pairs sous la conduite 

 

du Comit6 scientifique consultatif (ESAC) de EURL ECVAM.A pr的 analyse des donn6es 

 

disponibles et sur avis des organismes de r6gultion et des parties prenantes, 1'EURL 

 

ECVAM a recommand6 l'utilisation de la m6thode h-CLAT (3) dans le cadre d'une 

 

approche int6gr6e de type IATA, pour aider & distinguer les sensibilisants des non-

sensibilisants & des fins de classification et d'&iquetage des dangers. On trouvera dans la 

 

1tt6rature des exemples d'utilisation des donnees h-CLAT combin6es & d'autres sources 

 

d'information (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11). 

 

3. Il a 6t6 d6motr6 que l'essai h-CLAT est transf&able & des laboratoires exp&iment6s dans 

 

les techniques de cultures cellulaires et de l'analyse par c界om&rie en flux. Le niveau de 

 

reproductibilit6 attendu des pr6dictions obtenues par l'essai est de l'ordre de 80 % intra-

laboratoire et 80 % inter-laboratoires (3) (12). L'6tude de validation (13) et d'autres 6 tudes 

 

publi&s (14) ont permis de conclure que, par rapport aux r6sultts obtenus par la methode 

 

ELGL, la pr&ision de distinction entre sensibilisants cutan6s (cat6gore i du S G1/CLP) et 

 

non-sensibilisants est de 85 % (N = 142), avec une senslbllit6 de 93 % (94/101) et une 

 

sp&ificit6 de 66 % (27/41) (d'apr6s une nouvelle analyse de 1'EURL ECVAM (12) 

 

prenant en compte toutes les donn&s existantes mais excluant les r6sultats n6gatifs 

 

obtenus avec un coefficient de partage octanol-eau (log Koe) sup&ieur & 3,5 tel que d&rit 

 

au paragraphe 4). il est probable que les fux-n6gatifs dans les pr6dictions effectu6es avec 

 

l'essai h-CLAT concernent davantage des produits chimiques ayant une puissance de 

 

sensibilisation de la peau faible & mod&6e (c'est-&-dire sous-cat6gorie lB du S G1/CLP) 

 

que des produits chimiques ayant une puissance de sensibilisation de la peau 6 lev6e (c'est-
&-dire sous-cat6gorie lA du S G1/CLP) (4) (13) (15). L'ensemble de ces donn6es montre 
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l'utllit6 de l'essai h-CLAT comme e l6ment contribuant a l'identification des dangers de 

 

sensibilisation cutan&. Cependant, les valeurs relatives a la pr&ision de l'essai h-CLAT 

 

utils6 seul n'ont qu'un caract6re indicatif, car cet essai doit &re combin6 a d'autres sources 

 

d'information dans le contexte d'une d6marche IATA, et c onform6met aux dispositions 

 

6nonc&s aux paragraphes 7 et 8 de l'Introduction G6n&ale.E n outre, dans l'6valuation des 

 

m&hodes d'&ude de la sensibilisation c utan6e sans ex$rimentation animale, il convient de 

 

tenir compte du fait que 1'ELGL et les autres m6thodes d'exp&imentation animale ne 

 

ren6tent peut-&re pas parfaitement la situation chez l'etre humain. 

 

4. Les donn&s actuellement disponibles montrent que la m6thode h-CLAT est applicablea 

 

des produits chimiques couvrant divers groupes fonctionnels organiques, m&anismes 

 

r6actionnels, puissances de sensibilisation cutan& (telles qu'&ablies par des 6 tudes in vivo) 

 

et propri6t6s physico-chimiques (3) (14) (15). La m6 thode h-CLAT est applicable aux 

 

produits chimiques solubles ou formant une dispersion stable (colluide ou suspension dans 

 

laquelle le produit chimique d'essai ne se d6pose pas et ne se s6pare pas du 

 

solvant/v6hicule en formant plusieurs phases) dans un solvant/v6hicule a dapt6 (voir 

 

paragraphe 14). Les r6sultats pour les produits chimiques pr6sentant un log Koe sup&ieur 

 

& 3.5 sont souvent des faux n6gatifs (14). Par c ons6quent, les r6sultats n6gatifsa ssoci6sa 

 

des produits chimiques pr6sentant un log Koe sup&ieur 6 gal a 3.5 ne doivent pas &re 

 

con sid6r6s. Cependant les r6sultats positifs associ6s a des produits chimiques pr6setant un 

 

log Koe sup&ieur 6 gal a 3.5 peuvent quand meme e tre utilis6s pour &ayer l'identification 

 

du produit chimique d'essai comme sensibilisant c uta6. De plus, en raison des capacit6s 

 

m&aboliques limit6es de la lign& cellulaire utilis& (16) ainsi que des conditions 

 

exp6rimentales, les pro-hapt6nes (substances n&essitant une activation enzymatique, par 

 

exemple via des enzymes P450) et les pr&haptenes (substances actiV6es par oxydation), en 

 

particulier ceux dont l'oxydation est lente, peuvent eux aussi donner des resultats negatifs 

 

avec le h-CLAT (15). Il est possible de tester des produits chimiques fluorescents avec le 

 

h-CLAT (17), neanmoins les produits fortement fluorescents qui 6 mettent a la meme 

 

longueur d'onde que l'isothiocyanate de fluoresc6ine (FITC) ou que l'iodure de propidium 

 

(IP) causent une interf&ence avec la d6tection par cメom&rie en flux. Ces produits ne 

 

peuvent donc pas &re ad6quatement ana lys6s avec des anticorpsc onugu6s au FITC oua 

 

l'IP. Dans ce cas, on peut recourir respectivement au marquage des anticorps par d'autres 

 

fluorochromes, ou a d'autres marqueurs de cメotoxicit6, a condition qu'il soit d6montr6, 

 

par exemple en testant les substances d'6preuve de c omp6tence c it6es a l'appendice 1-2, 

 

que ces techniques g6n&ent des r6sultats similaires aux anticorps marqu6s au FITC (voir 

 

paragraphe 24) ou a l'IP (voir paragraphe 18). A la lumiere de ce qui pr&ede, les r6sultats 

 

n6gatif devront &re i nterpr&6s dans le contexte des limites indiquees et combin6s avec 

 

d'autres sources d'information dans le cadre d'une d6marche IATA .S 'il est d6montr6 que la 

 

m&hode h-CLAT n'est pas applicable a d'autres cat6gories spkifiques de produits 

 

chimiaues d'essai. cette m&hode ne doit D as leur &re aDDliqu6e. 
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5. Comme indiqu6 ci-dessus, la m&hode h-CLAT aide a distinguer les sensibilisants c utan6s 

 

des non-sensibilisants. Cependant, utlls6e dans le cadre d'une approche nt6gr6e de type 

 

IATA, elle peut aussi contribuer & l'6valuation de la puissance de sensibilisation (4) (5) (9). 

 

Des travaux compl6mentaires, s'appuyant de pr6f&ence sur des donn6es humaines, seront 

 

toutefois n&essaires pour d&erminer de quelle fa9on les r6sultats du h-CLAT pourraient 

 

venir & l'appui de ce type d'6Valuation 

 

6. Les d&finitions sont doni6es & l'appendice 1.1 

 

PRINCIPE DE L'EssAI 

 

7. La m&hode in vitro h-CLAT permet de quantifier les variations d'expression de marqueurs 

 

de surface (CD86 et CD54) des cellules de la lign6e cellulaire de leuc6mie monoc界aire 

 

humaine TIP-i, apres une exposition de 24 heures & un produit chimique d'essai. Ces 

 

mol&ules de surface sont des marqueurs typiques de l'activation des monoc界es TIP-i et 

 

peuvent imiter l'activation des DC, &ape critique dans l'amor9age des lymphoc外es T. La 

 

variation d'expression des marqueurs de surface est mesur& par cメom6trie en flux a prs 

 

coloration cellulaire avec des anticorps marqu6s par fluorochrome. La c界otoxct6 est 

 

mesur& en parall6le pour savoir si l'activation de l'expression des marqueurs de surface a 

 

lieu & des concentrations i nfrieures au niveau de c界otoxicit6. L'intensit6 relative de 

 

fluorescence des marqueurs de surface, compar6e & celle du t6moin de solvant/V6hicule, est 

 

calcul6e et utilis& dans un modele pr6dictif (voir paragraphe 26), pour aider & distinguer 

 

les sensibilisants des non-sensibilisants. 

 

DEMONSTRATION DES COM PETENCES 

 

8. Avant d'utiliser en routine l'essai d&rit dans le pr6set appendice & la m6thode d'essai 

 

B .7i, les laboratoires devront faire la preuve de leurs com$tences techniques, en 

 

appliquant la m&hode aux dix substances d'6preuve list&s & l'appendice 1.2.E n outre, les 

 

utilisateurs de cet essai devront conserver une base de donn&s historiques issues des 

 

contr6les de r6activit6 (voir paragraphe ii) et obtenues avec le temoin positif et le temoin 

 

de solvant/vehicule (voir paragraphes 20-22), et devront utiliser ces donnees pour 

 

confirmer que la reproductibilit6 de l'essai dans le temps au sein de leur lab oratoire. 

 

PROCEDURE 

 

9. Le pr6sent essai est bas6 sur le protocole h-CLAT du service de base de donn6es sur les 

 

m&hodes alternatives & l'exp&imentation animale (DB-ALM, DataBase service on 

 

Alternative Methods to animal experimentationが158) (18), qui est celui qui a 6t6 utilis6 

 

pour l'6tude de validation coordonn& par 1'EURL ECVAM. Il est recommand6 d'utiliser ce 
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protocole lors de la mise en a uvre et de l'utilisation de la m6 thode h-CLAT au laboratoire. 

 

On trouvera dans ce qui suit une description des principaux 6 16ments et modes op&atoires 

 

de la m6 thode h-CLAT, qui comprend deux 6 tapes: un essai de dtrimtion de la dose et 

 

la mesure de l'expression de D86/D54. 

 

Pr6paration des cellules 

 

il. La m6thode h-CLAT fait appel a la lign6e cellulaire de leuc6mie monoc外aire humaine, 

 

TIP-i. Il est recommand6 d'acqu&ir les cellules (TIB-202TM)a upr6s d'une banque de 

 

cellules reconnue, par exemple l'American Type Culture Collection. 

 

li. Les cellules TIP-i sont cultiV6es a 37 oc dans une atmosphere humidifi6e it 5%CO 2, 

 

dans un milieu RPMI-i640 s upp16mente avec il % de s&um bovin f潟ta1 (SBF), 

 

0.05 mM de 2-mercapto6thao1, ill unit6s/ml de p6nicil1ine et ill ig/ml de 

 

streptomycine. Il est possible d'6viter l'ajout de p6nicilline et de streptomycine dans le 

 

milieu. Cependant, dans ce cas, les utilisateurs devront v&ifier que l'absence 

 

d'antibiotiques dans le milieu n'a aucun effet sur les r6sultats, par exemple en testant les 

 

substances d'6preuve indiqu6es it l'appendice 1-2. Quoi qu'il en soit, dans le but de 

 

minimiser le risque de contamination, les bonnes pratiques de culture cellulaire seront 

 

suivies, ind6pendamment de la pr6sence ou non d'antibiotiques dans le milieu de culture 

 

cellulaire. Les cellules TIP-i sont repiqu6es r6guli&ement tous les 2 ou 3 jours, it une 

 

densit6 comprise entre 0.1 et 0.2 x il6 cellules/ml, et doivent &re maintenues it une densit6 

 

comprise entre 0.i et i x 106 cellules/ml. Avant utilisation pour l'essai, les cellules doivent 

 

&re qualifi6es par un contr6le de r6activit6. Ce contr6le doit e tre r6alis6 deux semaines 

 

a pres la d&ong6lation, avec pour t6moins positifs le 2,4-dinitrochlorobenzene (DNCB) 

 

(No CAS 97-00-7, puret6 と 99 %) et le sulfate de nickel (NiSO4) (No CAS jolol-97-0, 

 

puret6 と 99 %) et pour t6moin n6gatif l'acide lactique (AL) (No CAS 50-2 i-5, 

 

puret6 と 85 %). Le DNCB et le NiS04 doivent tous deux g6n&er des r6ponses positives it 

 

la fois pour les marqueurs de surface cellulaires CD86 et CD54. L'acide lactique doit 

 

g6n&er une r6ponse n6 gative it la fois pour les marqueurs de surface cellulaires CD86 e t 

 

CD54.Se u1es les cellules ayant r6ussi le contr6le de r6activit6 sont utilis&s pour l'essai. 

 

Les cellules peuvent e tre repiqu6es jusqu'it deux mois apres d&ong6ltion, sans d6passer 

 

30 repiquages. Le co ntr61e de reactiVite doit &re conduit selon les proc6dures d6crites aux 

 

paragraphes 20-24. 

 

12.. Pour l'essai, les cellules TIP-i sont en semenc6es it une densite de 0,i x il6 cellules/ml 

 

ou de 0,2 x 106 cellules/ml, et pr&ultiv6es dans des flacons de culture pendant 72 h 

 

ou 48 h, respectivement. Il est important que la densit6 cellulaire dans le flacon de culture 

 

i mm6diatement apres la p&iode de pr6-culture soit autant que possible la meme dans 

 

chaque exp&imentation (en suivant l'une des deux conditions de pre-culture ci-dessus). E n 

 

effet, la densit6 cellulaire dans le flacon de culture imm6diatement a pr6s la pr6 -culture peut 
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influencer l'expression de C D86ICDS4 induite par des a llergenes (19). Le jour de l'essai, 

 

les cellules sont r&olt&s depuis le flacon de culture et suspendues a une densit6 

 

de 2 x 106 cellules/mi dans un milieu frais. Les cellules sont ensuite e nsemenc6es dans une 

 

plaque microtitre 24 puits a fond plat, avec 500 d (1 X 106 cellules/puits), ou dans une 

 

plaque 96 puits a fond plat, avec 80 i1 (1,6 X 1 05 cellules/puits). 

 

Essai de d6termination de la dose 

 

13. Un essai de deterinton de la dose est men6 pour &ablir la valeur C V75,a savoir la 

 

concentration de produit chimique d'essai provoquant une vibilit6 cellulaire (CV) de 75 % 

 

compar6 au t6moin de s olvant/v6hicule. Cette valeur CV 75 est utilis& pour d6terminer la 

 

concentration de produits chimiques d'essai a utiliser lors de la mesure d'expression de 

 

CD86/CD54 (voir paragraphes 20-24). 

 

Prpar万on des Produits chimiques d'essai et des t1lmins 

 

14. Les produits chimiques d'essai et les substances t6moins sont pr6par6s le jour de l'essai. 

 

Dans la m6 thode h-CLAT, les produits chimiques d'essai sont dissous ou dispers6s de 

 

f9on stable (voir paragraphe 4), en choisissant de pr6f&ence comme s olvant/v6hicule une 

 

solution saline ou le milieu, ou, en deuxieme option, dans du dim&hylsulfoxyde (D1S0, 

 

puret6 ? 99 %) si le produit chimique d'essai n'est pas soluble ou ne forme pas une 

 

dispersion stable dans les deux s olvants/v6hicules pr&6dents. Les concentrations finales 

 

sont de 100 mg/mL (solution saline ou milieu) ou de 500 mg/mL (D1S0). Il est possible 

 

d'utiliser d'autres solvants/6hicules que ceux i ndiqu6s ci-dessus, a condition que ce choix 

 

soit suffisamment &ay6 sur le plan scientifique. La stabilit6 du produit chimique d'essai 

 

dans le s olvant/6hicule final doit &re prise en compte. 

 

15. A partir des solutions me res de produits chimiques d'essai, 100 mg/ml (solution saline ou 

 

milieu) ou a 500 mg/ml (D1S0), les dilutions suivantes sont effectuees: 

 

si le so lvant/vehicule est la solution saline ou le milieu: huit solutions meres (huit 

 

concentrations) sont preparees par une s6 rie de dilutions de facteur 2 en utilisant le 

 

s olvant/v6hicule pertinent. Ces solutions mres sont ensuite diluees a nouveau par un 

 

facteur de 50 dans le milieu de culture (solutions de travail). Si la concentration finale 

 

maximale de 1 000 ig/ml dans la plaque n'est pas toxique, la concentration maximale doit 

 

tre a nouveau d&ermin& en r6alisant un autre essai de c界otoxicit6. La concentration 

 

finale dans la plaque ne doit pas d6passer 5 000 ig/l pour les produits chimiques d'essai 

 

dissous ou en dispersion stable dans la solution saline ou le milieu; 

 

si le so lvant/v6hicule est le D1S0: huit solutions m&es (huit concentrations) sont 

 

prpar6es par une s6 rie de dilutions de facteur 2 en utilisant le s olvant/v6hicule pertinent. 

 

Ces solutions llle res sont ensuite dilu&s a nouveau par un facteur de 250 dans le milieu de 
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culture (solutions de travail). La concentration finale dans la plaque ne doit pas d6passer 

 

1000 ig/ll,11leme si cette concentration est non-toxique. 

 

Les solutions de travail sont enfin utilis6es pour l'exposition, en ajoutant le meme volume 

 

de solution de travail au volume de cellules TIP-i en suspension 

 

paragraphe 17), pour parvenir it une dilution suppl6mentaire 

 

concentrations finales dans la plaque vont de 7,81 it 1 000 gig/I 

 

dans la plaque (voir aussi 

 

facteur 2 (en g6n&al, les 

 

山
み
 

 

i6. Le t6min de solvant/vehicule utilise pour la m6thode h-CLAT est le milieu de culture 

 

(pour les produits chimiques d'essai dissous ou en dispersion stable (voir paragraphe 4) 

 

dans le milieu ou dans la solution saline), ou le D1S0 (pour les produits chimiques 

 

d'essai dissous ou en dispersion stable dans le D1S0). Ce t6moin est test6 it une 

 

concentration finale unique de 0,2 % dans la plaque. On effectue la meme dilution que 

 

pour les solutions de travail, comme d&rit au paragraphe 15. 

 

Application des Produits chimiques d'essai et des t1lmins 

 

17. Le milieu de culture ou les solutions de travail d&rits aux paragraphes 15 et 16 sont 

 

m6la ng6s en proportion 1:1 (v/v) avec les suspensions de cellules pr6par6es dans la plaque 

 

microtitre 24 ou 96 puits it fond plat (voir paragraphe 12). Les plaques traitees sont ensuite 

 

plac6es en incubation pendant 24士 0,5 heures it 37 0C, 5 % COZ. Des pr&autions doivent 

 

&re prises contre l'6vaporation des produits chimiques d'essai volatiles et pour 6Vi ter toute 

 

contamination crois6e entre puits par les produits chimiques d'essai (en scellant la plaque 

 

avant incubation avec les produits chimiques d'essai, par exemple) (20). 

 

Coloration d l'iodure de propidium ('P) 

 

18.A pres 24士 0,5 heures d'exposition, les cellules sont transf&6es dans des tubes a essai et 

 

collect6es par centrifugation. Les surnageants sont6 limin6s et le culot cellulaire est 

 

suspendu dans 200 i1 (plaque 96 puits) ou 600 iL (plaque 24 puits) de tampon phosphate 

 

salin contenant 0,1 % d'albumine de s&um bovin (tampon de coloration). On 

 

transf&e 200 i1 de suspension de cellules dans une plaque microtitre 96 puits it fond rond 

 

(6chantillons issus de la plaque 96 puits) ou dans un microtube (&hantillons issus de la 

 

plaque 24 puits), puis les cellules sont rinc6es deux fois dans 200 tl (96 puits) ou 600 tl 

 

(24 puits) de tampon de coloration. Pour finir, les cellules sont remises en suspension dans 

 

le tampon de coloration (400 i1, par exemple) et on ajoute une solution d'lP (20 1, par 

 

exemple) (pour obtenir, par exemple, une concentration finale d'lP de 0,625 g/ml). 

 

D'autres marqueurs de c界otoxiit6 tels que la 7-aminoactinomycine D (7-AAD) ou le bleu 

 

de Trypan, entre autres, peuvent 6 tre utilis6s comme colorants s'il est prouV6 qu'ils 

 

g6n6rent des r6sultats comparables a l'IP, par exemple en testant les substances d'6preuve 

 

figurant a l'appendice 1-2. 

 

Mesure de ctotoxicitpar cノtomdtrie enβux et estimation de la valeur C V75 
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19. Le niveau de fixation de l'IP est ana lys6 par cメom6trie en flux sur le canal FL-3. Au total, 

 

10 000 cellules vivantes (IP-n6gtlves) sont analys&s. La v iabllte cellulaire est calcul& 

 

par le programme d'analyse du cメometre suivant l'6qution ci-apr6s. Si la viabilt6 

 

cellulaire est faible, il convient d'analyser jusqu'& 30 000 cellules, y compris des cellules 

 

mortes. Une autre option est d'acqu6rir les donn6es pendant une minute a pr6s le d6but de 

 

l'analyse. 

 

Viabilit6 

 

cellulaire = 

 

Nombre de cellules vivantes 

 

Nombre total de cellules analys&s 

 

La valeur CV 75 (voir paragr2 

 

et 75 % de survie des cellules 

 

comme suit: 

 

Log C V75 = 

 

0'i: 

 

X100 

 

[3), soit la concentration provoquant 25 % dec昇otoxicit6 

 

-1, est calcul& par interpolation log-lin6aire des donn&s, 

 

(75-c)xLog(b)-(75-a)xLog(d) 

 

a-c 

 

aest la valeur minimale de viabilit6 cellulaire sup&ieure t 75 % 

 

e est la valeur maximale de viabilit6 cellulaire inf&ieure a 75 % 

 

b et d sont les concentrations provoquant les valeurs de viabilit6 cellulaire a et e, 

 

respectivemen 
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roches peuvent &re utilis&s 

 

d6montr6 que cela n'a pas d'impact sur 

 

d'preuve). 

 

pour calculer la valeur C V75 a condition qu'il soit 

 

les rsultats (par exemple en testant les substances 
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Mesure de l'expression de C D86/CD54 

 

Pr中aration des produits chimiques d'essai et des tmoins 

 

20. Le so lvant/v6hicule a ppropri6 (solution saline, milieu ou D1S0, voir paragraphe 14) est 

 

utilis6 pour dissoudre les produits chimiques d'essai ou pour cr6er une dispersion stable. 

 

Les produits chimiques d'essai sont d'abord dilu6s jusqu'& une concentration 

 

correspondant i iii fois (dans la solution saline ou le milieu) ou 500 fois (dans le D1S0) 

 

la valeur CV 75 x 1,2 telle que d&ermin6e dans l'essai de dtermimtim de la dose (voir 

 

paragraphe 19).S i la valeur C V7S ne peut pas &re &ablie (c'est-d-dire, sila c舛otoxicit6 

 

0 bserv6e dans l'essai de dterinatim de la dose est insuffisante), il convient d'utiliser 

 

comme concentration de d6part la concentration soluble ou en dispersion stable la plus 

 

6 lev6e du produit chimique d'essai pr6par6 avec chaque s olvat/v6hicule. On notera que la 

 

concentration finale dans la plaque microtitre ne doit pas d6passer 5 000 ig/ml (dans la 

 

solution saline ou le milieu) ou 1 000 ig/ml (dans le D1S0). Ensuite, des dilutions en 

 

s&ie de facteur 1,2 sont r6alis&s avec le solvat/v6hicule pertinent pour obtenir les 

 

solutions meres (huit concentrations allant de 100x1,2×CV 75 a 100x0,335×CV 75 (dans 

 

la solution saline ou le milieu) ou de 500x1,2 xCV 75 a 500x0,335 xCV 75 (pour le 

 

D1S0)) qui seront test6es suivant la m&hode h-CLAT (voir le protocole DB-ALM f0 158 

 

pour un exemple de sch6ma de dosage). Les solutions meres sont ensuite dilu6es a nouveau 

 

par un facteur de 50 (solution saline ou milieu) ou 250 (D1S0) dans le milieu de culture 

 

(solutions de travail). Ces solutions de travail sont enfin utilis6es pour l'exposition, a pr6s 

 

une dilution finale de facteur 2 dans la plaque microtitre.Si les r6sultts ne rentrent pas 

 

dans les criteres d'acc eptabilit6 pour la V iabilit6 cellulaire d&rits aux paragraphes 29 et 30, 

 

l'essai de dteriatio de la dose peut &re r6p6t6 pour d6duire une valeur CV75 plus 

 

pr&ise. Il convient de noter que seules des plaques 24 puits peuvent &re utilis&s pour la 

 

mesure de l'expression de CD86/CDS4. 

 

21. Le t6moin de solvant/v6hicule est pr6par6 comme indiqu6 au paragraphe 16. Le t6moin 

 

positif utilis6 dans la m&hode h-CLAT est le DNCB (voir paragraphe 11), dont des 

 

solutions m6res sont pr6par6es dans le D1S0 et dilu&s comme pour les solutions m6res 

 

au paragraphe 20. Le DNCB doit &re utilis6 comme t6moin positif pour la mesure de 

 

l'expression de D86/D54 & une concentration finale unique dans la plaque (en 

 

g6n&al 4,0 ig/ml). Pour obtenir une concentration de 4,0 ig/ml de DNCB dans la plaque 

 

microtitre, une solution de base de 2 mg/ml de DNCB dans le D1S0 est pr6par6e puis 

 

dilu6e & nouveau par un facteur de 250 dans le milieu, jusqu'& obtenir une solution de 

 

travail & 8 ig/ml. Il est aussi possible de prendre la valeur CV7S du DNCB, d&ermin& 

 

dans chaque installation d'essai, comme concentration du t6moin positif. D'autres t6moinS 

 

positifs a dapt6s peuvent &re utilises si des doniees historiques sont disponibles pour en 

 

d&iver des crit6res d'acceptabilit6 comparables pour les 6 preuves. Pour les t6moinS 

 

positifs, la concentration finale unique dans la plaque ne doit pas d6passer 5 000" g/mL 
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(solution saline ou milieu) ou 1 000 ig/mL (D1S0). Les c riteres d'acceptbilit6 de 

 

l'6preuve sont identiques a ceux d6crits pour les produits chimiques d'essai (voir 

 

paragraphe 29), sauf le dernier critere d'acceptbilit6 puisque le t6moin positif est trait6a 

 

une concentration unique. 

 

Application des produits chimiques d'essai et des tdllloins 

 

22. Une exp&ience par produit chimique d'essai et par substance t6moin est n&essaire pour 

 

obtenir une pr6diction. Chaque exp&ience consiste en au moins deux 6 preuves 

 

ind6pendantes visant a mesurer l'expression de D86/D54 (voir paragraphes 26-28). Les 

 

6 preuves independantes se d&oulent des jours distincts, ou le meme jour en respectant les 

 

conditions suivantes pour chaque 6 preuve: a) pr6paration de solutions meres et de travail 

 

fraiches, ind6pendantes, du produit chimique et des solutions d'anticorps, et b) utilisation 

 

de cellules r&olt6es en deux temps in d6pendants (provenant de flacons de culture 

 

diff&ents); les cellules peuvent cependant &re issues d'un llle me repiquage. Les solutions 

 

de travail des produits chimiques d'essai et des substances t6moins (500 i1) sont 

 

m6lang&s a 500 i1 de la suspension de cellules (1x106 cellules) suivant un ratio 1:1. Les 

 

cellules sont incub&s pendant 24士 0,5 heures comme d&rit aux paragraphes 20 et 21. 

 

Pour chaque 6 preuve, un seul r6plicat par concentration du produit chimique d'essai et de 

 

la substance t6moin suffit, car la pr6diction provient d'au moins deux 6 preuves 

 

ind6pendantes. 

 

Liboration cellulaire et anaり"se 

 

23.A pr6s 24士0,5 heures d'exposition, les cellules sont transf&6es de la plaque 24 puits vers 

 

des tubes a essai et collect6es par centrifugation, avant d'&re lav&s deux fois avec 1ml de 

 

tampon de coloration (si n6cessalre, des 6 tapes de lavage suppl6mentaires peuvent e tre 

 

faites).A pres lavage, les cellules sont satur6es avec 600 il de solution de blocage (tampon 

 

de coloration contenant 0,01 % (rIv) de globuline (fraction Cohn II, III, humain: sIGMA, 

 

#G2388-1OG)) et i ncub6es a 4。C pendant 15 minutes.A pres la saturation, les cellules sont 

 

r6parties en trois aliquotes de 180 gL, dans une plaque 96 puits a fond rond ou dans un 

 

microtube 

 

24.A pres centrifugation, les cellules sont color6es a 4。C pendant 30 minutes, avec 50 tl 

 

d'anticorps marqu6s au FITC: anti-CD86 ou anti-CD54, ou anticorps murins isotype IgG1. 

 

Les anticorps, d&rits dans le protocole f0 158 (h-CLAT) de la base de donn&s DB-ALM 

 

(18), sont dllu6s dans du tampon de coloration selon un ratio de 3:25 v/v [pour CD86 (BD-

Pharlingen, #555657; Clone: Fun-1)] ou 3:50 v/v [pour C D54 (DAKO, #F7143; Clone: 

 

6.5B5) et IgGi (DAKO, #X0927)]. Ces ratios de dilution des anticorps ont6t6 i detif6s au 

 

moment de la mise au point de l'essai conune ceux pr6setant le meilleur rapport 

 

signal/bruit. L'exp&ience acquise lors de la mise au point de lessai indique que l'intensit6 

 

de la fluorescence des anticoros est g6n &alement comDarable d'un lot a un autre. 
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Cependant, les utilisateurs peuvent souhaiter proc6der au titrage des anticorps dans leurs 

 

conditions de laboratoire, afin de d&erminer la concentration la mieux adapt&. Des 

 

anticorps ati-CD86 et/ou a ntl-CD54 m arqu6s par d'autres fluorochromes peuvent e tre 

 

utilis6s s'il est prouv6 qu'ils g6n6rent des r6sultats comparables aux anticorps marqu6s au 

 

FITC, par exemple en testant les substances d'6preuve figurant a l'appendice 1.2. Il 

 

convient de noter qu'un changement de clone ou de fournisseur d'anticorps, comme d&rit 

 

dans le protocole f0 158 (h-CLAT) de la base de doml6es DB-ALM (18), peut avoir un 

 

impact sur les r6sultats.A pres avoir 6t6 1av6es deux fois ou plus dans 150 il de tampon de 

 

coloration, les cellules sont remises en suspension dans du tampon de coloration 

 

(p.ex. 400 t1) et on ajoute la solution d'lP (p.ex. 20 t1, pour une concentration finale 

 

de 0,625 tg/l) ou un autre marqueur de c界otoxicite (voir paragraphe 18). Le niveau 

 

d'expression de CD86 et CD54, ainsi que la viabllt6 cellulaire, sont aalys6s par 

 

cvtom&rie en flux. 

 

RSULTATS ET RAPPORT 

 

Evaluation des donnees 

 

25. Le niveau d'expression de CD86 et CD54 est analys6 par cメom&rie en flux sur le 

 

canal FL-i.E n fonction de la moyenne g6om&rique de l'intensit6 de fluorescence (IMF, 

 

i ntensit6 moyenne de fluorescence), l'intensit6 relative de fluorescence (IRF) de CD 86 et 

 

de CD54 pour les cellules t6moins (ctrl) positives et pour les cellules expos6es au produit 

 

chimique est calcul6e comme suit: 

 

X 100 

 

IMF cellules e xpos'es au produit chimique - IMF t'lnoins isotypes e xpos's au produit chimique 

 

IMF t'moins e xpos's au so lvant/v'iicule - IMF t'moins isotypes e xpos's au so Ivant/v'hi cule 

 

color6es avec les anticorps murins IgGi 

 

RFI= 

 

La viabilit6 cellulaire des cellules t6moins is 

 

(isotypes) est aussi ca lcul6e, suivant 1'6 quation i ndiqu6e au paragraphe 19. 

 

Modele predictif 

 

26.. Pour la mesure de l'expression de D86/D54, on teste chaque produit chimique d'essai 

 

dans au moins deux 6 preuves ind6pendantes pour en d6duire une pr6diction unique 

 

(POSITIVE ou NEGATIVE). Une pr6diction par h-CLAT est jug& POSITlVE si l'une au 

 

moins des conditions suivantes se r6alise dans deux sur deux ou au moins deux sur trois 

 

6 preuves ind6pendantes; dans le cas contraire, la pr&liction est jug& NEGATIVE 

 

(figure 1): 

 

IRF de CD86 ? 150 % & toutes les concentrations test&s (et viめllit6 cellulaireと 50 %) 

 

IRF de CD54 ? 200 % & toutes les concentrations test&s (et viめllit6 cellulaire ? 50 %) 
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27.E n se basant sur les crit&es ci-dessus, si les deux premi&es 6 preuves sont toutes deux 

 

positives pour C D86 et/ou toutes deux positives pour C D54, la prediction par h-CLAT est 

 

j ug6e POSITIVE et il n'est pas n6cessaire de r6aliser une troisieme 6 preuve. De llleme , si 

 

les deux premi&es 6 preuves sont toutes deux n6gatives pour les deux marqueurs, la 

 

pr6diction par h-CLAT est jug& NEGATIVE (compte tenu des dispositions pr6vues au 

 

paragraphe 30) et il n'est pas n6cessaire de r6aliser une troisi6me 6 preuve. Cependant, si 

 

les deux premi6res 6 preuves ne sont pas concordantes pour l'un des marqueurs au moins 

 

(CD54 ou C D86), il est n&essaire de rea1ser une trolsieme 6 preuve et la pr6diction sera 

 

fond6e sur le r6sultat obtenu dans la lll aorit6 des trois 6 preuves individuelles (c'est-a-dlre 

 

2 sur 3). A ce sujet, on notera que, si deux 6 preuves ind6pendantes sont menees et que 

 

l'une n'est positive que pour CD86 (ci-apres P1) tandis que l'autre n'est positive que pour 

 

CD54 (cl-apr6s P2), il est n&essaire de r6aliser une troisleme 6 preuve.S i la trolsieme 

 

6 preuve est n6gative pour les deux marqueurs (ci-apr6s N), la pr6diction par h-CLAT est 

 

jug& NEGATIVE.A l'inverse, si la troisi6me 6 preuve est positive pour l'un des 

 

marqueurs (P1 ou P2) ou pour les deux marqueurs (cl-apr6s Pl2), la pr&liction par h-CLAT 

 

est jug& POsITIVE. 

 

par h-CLAT doit e tre 

 

rm6ment aux dispositions des 

 

pr& 

 

In釦 

 

Figure 1: modele pr6dictifutllis6 dans l'essai h-CLAT. Une 

 

consid&6e dans le cadre d'une approche int6gr6e IATA et co 
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Deux premi白reS 

 

epreuves 

 

* 

 

l 

 

P12 & N 

 

P1 & N 

 

P2 & N 

 

Pl & P2 

 

I 

 

rOIsIeme ' preuve 

 

中 

 

寺 

 

P12&N&N # 

 

P1 & N & N 

 

P2 & N & N 

 

P1 & P2 & N 

 

v 

 

NE GAT I 

 

L 

 

中 

 

p 12&pl &P

2 

# 

 

pl & Pl & P2 

 

pl & P2 & P2 

 

P12 & P12 & N 

 

P12 & P1 & N 

 

P12 & P2 & N 

 

P1 & P1 & N 

 

P2 & P2 & N 

 

I 

 

.-

PoslTlF 

 

Deux premi白reS 

 

epreuves 

 

寺 

 

N&N 

 

v 

 

roisi白me' preue 

 

inutile 

 

f 

 

* 

 

P12 & P12 

 

Pl2 & P1 

 

Pl2 & P2 

 

pl & Pl 

 

p2 & P2 

 

v 

 

roIsIdme ' preuve 

 

inuti厄 

 

IPOこ〒． ,NEG. 

 

Pi: pruv positive pour C DS6 seul; P2: preuve positive pour C D54 seul; P12: preuve positive pour C D86 et C D54; N: 

 

l'preuve n'est positive m pour C D86, ni pour C D54. 

 

*Les cases montrent les combinaisons pertmentes de r6sultats issus des deux prenleres preuves, indpendarnment de 

 

s sur la base des r6sultats obtenus 

 

des rsultat 

 

l'ordre d'obtention des rsu1tts. 

 

#Les cases montrent les combinaisons pertinentes de r6sultts issus des trois 

 

dans les deux prenieres preuves (cases au-dessus), mais ne re f16tent pas l' 

 

28. Even tuellement, pour les produits chimiques d'essai assortis d'une pr6diction par h-CLAT 

 

POSITIVE, deux valeurs de concentration efficace (CE), CE 150 pour CD86 et CE200 

 

pour CD54, peuvent &re d6termin6es (c'est-d-dire la concentration & laquelle les produits 

 

chimiques d'essai g6n&ent une IRF de 150 ou 200). Ces valeurs de CE pourraient 

 

contribuer & 1'6Valution de la puissance de sensibilisation (9), dans le cadre d'une approche 

 

int6gr6e iATA (4) (5) (6) (7) (8). Elles sont calcul6es & l'aide des 6 qutions ci-dessous: 

 

×“

concentration 

ー 

β c~ncentrati~n)] 

 

x (A c~ncentrati~n -β c~ncentrati~n)] 

 

一βc~ncentrati~n 十た150-βmJ/(lRFー 

 

一B c~ncentrati~n 十 l(200-βmJ/(lRFー 
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Ac~ncentmti~n est la plus faible concentration en ig/ml g6n&ant une IR F> 150 (CD86) ou 200 

 

(CD54) 

 

Bc~ncentrati~n est la plus forte concentration en gg/ml g6n6rant une IRF < 150 (CD86) ou 200 

 

(CD54) 

 

Au est l'IRF la plus faible concentration g6n&ant une IR F> 150 (CD86) ou 200 (CD54) 

 

B眼F est l'IRF la plus forte concentration g6n&ant une IRF < 150 (CD86) ou 200 (CD54) 

 

Afin de d&erminer avec plus de pr&ision les valeurs CElSO et CE 200, trois preuves 

 

ind6pendantes de mesure de i 'expressim de D86/D54 peuvent &re n6cessaires. Les 

 

valeurs CElSO etCE 200 finales sont alors d6finies comme la valeur m6diane des CE 

 

calculees a partir des trois preuves ind6pendantes.Si seules deux 6 preuves ind6pendantes 

 

sur trois satisfont aux crit&es de positivit6 (voir paragraphes 26-27), la valeur CE 150 

 

ou CE 200 la plus 6 lev6e des deux est retenue. 

 

Criteres d' acceptabilite 

 

29. Les crit&es d'acceptabilit6 suivants doivent &re remplis lors de la mise en a uvre de la 

 

m&hode h-CLAT (22) (27). 

 

les valeurs de viabilit6 cellulaire du t6moin dans le milieu et du t6moin de so 1Vant/Vehicule 

 

sont sup&ieures a 90 %. 

 

pour le t6moin de s olvant/v6hlcule, les IRF de CD86 et de CD54 ne dpassent pas les 

 

criteres de positivit6 (CD86 IRF?: 150 % et CD54 WF ?: 200 %). Les valeurs d'IRF pour 

 

le t6moin de solvant/v6hicule sont calcul6es suivant la formule indiqu6e au paragraphe 25 

 

(en rempla9ant la mention《 IMF du produit chimique》 par《 IMF du solvant/v6hicule》 et 

 

《 IMF du solvant/v6hicule》 par《 EVIF du t6moin (dans le milieu)). 

 

pour les deux t6moins (milieu et solvant/v6hicule), les ratios IMF CD86/temom isotype et 

 

IMF CD54/t6moin isotype sont> 105 % dans les deux cas. 

 

pour le t6moin positif (DNCB), les IRF de C D86 et de CDS4 satisfont aux criteres de 

 

positivit6 (CD86 WF?: 150 % et C D54 IRF ?: 200 %), avec une viabilite cellulaire > 50 % 

 

pour le produit chimique d'essai, la Vi abilit6 cellulaire est> 50 % pour au moins quatre 

 

concentrations test6es dans chaque preuve. 

 

30. Un r6sultat n6gatif n'est acceptable que pour les produits chimiques d'essai pr6sentant une 

 

vlabilit6 cellulaire inf&ieure a 90 %a la plus haute concentration test6e (soit 1,2 xCV 75, 

 

selon le sch6ma de dilutions en s&ie d&rit au paragraphe 20).Si la viablht6 a 1,2 xCV 75 

 

est 6 gale ou sup&ieure a 90 %, le r6sultat n6gatif n'est pas pris en compte. Dans ce cas, il 

 

est recommand6 d'essayer d'affiner le choix des doses en r6p&ant la d&ermination 

 

de CV75. Il convient de noter que, si une concentration de 5 000 ig/ml dans la solution 

 

saline (ou dans le milieu ou autres solvants/vehicules), une concentration de 1 000 ig/m1 
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dans le D1S0, ou la concentration soluble la plus 6 lev& est utllsee comme concentration 

 

maximale d'essai pour un produit chimique, un r6sultt n6gtif est acceptable llleme en 

 

pr6sence d'une V iabilit6 cellulaire sup6rieure a 90 %. 

 

Rapport d'essai 

 

31. Le rapport d'essai doit comporter les informations suivantes. 

 

乃・αんit chimique d'essai 

 

S ubstance mono-constituant 

 

identification chimique: d6signtion(s) IUPAC ou CAS , num&o(s) CAs, code SM ILES ou 

 

InCh', formule d6ve1opp6e et/ou autres identifiants; 

 

apparence physique, Log Koe, hydro s olubilt6,s olubiht6 dans le D1S0, masse 

 

mo leculaire et autres proprietes physico-chimiques, selon les donn6es disponibles; 

 

puret6, identit6 chimique des impuret6s s'il y a lieu et si les conditions pratiques le 

 

permettent, etc.; 

 

traitement avant essai, s'il y a lieu (chauffage, broyage, par exemple); 

 

concentration(s) test&(s); 

 

conditions de stockage et stabilit6, selon les donn6es disponibles; 

 

J usti丘cation du choix du solvant/6hicule pour chaque produit chimique d'essai. 

 

S ubstance multi-constituants, UVCB ou m6lange 

 

caract&isation, dans la mesure du possible, par exemple par l'identit6 chimique (voir ci-

dessus), la puret6, les caract&istiques quantitatives et les propri6t6s physico-chimiques 

 

pertinentes (voir ci-dessus) des constituants, selon les donn&s disponibles; 

 

apparence physique, hydrosolubilit6, s olubilit6 dans le D1S0 et autres prpri6tes physico-

chimiques pertinentes, selon les donn6es disponibles; 

 

masse mol&ulaire ou masse mol&ulaire apparente dans le cas de m6langes/poly元res de 

 

composition connue ou autres informations pertinentes pour la conduite de l'&ude; 

 

traitement avant essai, s'il y a lieu (chauffage, broyage, par exemple); 

 

concentration(s) test&(s); 

 

conditions de stockage et s tabilit6, selon les donn&es disponibles; 

 

i usti丘ction du choix du solvant/v6hicule iour chaque iroduit chimiciue d'essai. 

 

TbllloinS 
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T6 moin positif 

 

identification chimique: d6slgntion(s) IUPAC ou CAS , num&o(s) CAs, code SM ILES ou 

 

InCh', formule d6velopp6e et/ou autres identifiants; 

 

apparence physique, Log Koe, hydro s olub il it6,so lubilit6 dans le D1S0, masse 

 

mol&ulaire et autres propr&6s physico-chimiques pertinentes, selon les donn&s 

 

disponibles; 

 

puret6, i dentit6 chimique des im puret6s s'il y a lieu et si les conditions pratiques le 

 

permettent, etc.; 

 

traitement avant essai, s'il y a lieu (chauffage, broyage, par exemple); 

 

concentration(s) test6e(s); 

 

conditions de stockage et s tailite, selon les donn6es disponibles; 

 

r6f&ence aux doni6es historiques relatives aux t6mons positifs d6montrant la c onformt6 

 

aux crit&es d'acceptabi1it6, s'il ya lieu. 

 

T6 moin n6gtif et t6mon de s olVant/6hlcule 

 

identification chimique: d6slgntion(s) IUPAC ou CAs, num&o(s) CAs, code SM ILES ou 

 

InCh', formule d6velopp& et/ou autres identifiants; 

 

puret6, i dentit6 chimique des impuret6s s'il y a lieu et si les conditions pratiques le 

 

permettent, etc.; 

 

apparence physique, masse mol&ulaire et autres propri&6s physico-chimiques pertinentes, 

 

si des solvants/vehlcules autres que ceux mentionn6s dans la Ligne directrice sont utllls6s, 

 

et selon les donn&s disponibles; 

 

conditions de stockage et s tallt6, selon les donnees disponibles; 

 

justification du choix du solvant/v6hicu1e p our chaciue rroduit chimiaue d'essai. 

 

am漉tuons d'essai 

 

nom et adresse du donneur d'ordre, de l'installation d'essai et du directeur de l'6tude; 

 

description de l'essai utilis6; 

 

lgn6e cellulaire utilis&, conditions de stockage et source (&ablissement d'oii proviennent 

 

les cellules, par exemple); 

 

flux uti1is6 (modele, par exemple), en particulier param&rage des 

 

anticorps et marqueur de c界otoxlclt6 utlhses; 
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proc6dure appliqu&e pour d6montrer les comp&ences du laboratoire dans l'ex&ution de 

 

l'essai au moyen des substances d'preuve de comp&ence et proc6dure a pplqu6e pour 

 

d6montrer la reproductibllit6 de l'essai dans le temps, par exemple donn6es historiques des 

 

t6moins et/ou des con tr6les de r6actiVit6. 

 

Critrs d 'ccptbilit de l'essai 

 

Vl ab1llt6 cellulaire, valeurs IMF et IRF avec le t6mon de solvant/6hicule compar6es & la 

 

plage d'acceptbilit6; 

 

viabilite cellulaire et valeurs IRF avec le temoin positif compar6es & la plage 

 

d'acceptabilit6; 

 

vlbllt6 cellulaire de toutes les concentrations test&s du produit chimique d'essai. 

 

Mode p'r切ire 

 

nombre d'preuves r6alis6es; 

 

concentration de produit chimique d'essai, application et moment d'exposition (si diff&ent 

 

du moment reconiniad6) 

 

dur6e d'exposition (si diff&ente de la dur& recommand&); 

 

description des crit&es d'6va1ution et de d&ision app1iqu6s; 

 

description de toutes modifications a pport6es au mode op&atoire. 

 

Rおultats 

 

tableau des doml6es, y compris CV 75 (s'il y a lieu), IMF g6om&rique, IRF, valeurs de 

 

vlabllte cellulaire, valeurs CE l50/CE200 (s'il y a lieu) pour chaque produit chimique 

 

test6 et substance temoin dans chaque e preuve, et indication de la classification du produit 

 

chimique d'essai d'apr6s le mo dele pr6dictif; 

 

description de toutes autres observations pertinentes, s'il y a lieu. 

 

Dおcuss勿ndes rsultat 

 

discussion des r6sultts obtenus par la m&hode h-CLAT; 

 

examen des r6sultats de l'essai dans le contexte d'une d6marche it6gr6e (IATA), si 

 

d'autres informations pertinentes sont disponibles. 

 

ancんsions 
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Appendice 1.1 

 

DEFINITIONS 

 

Pr&ision: 6 troitesse de l'accord entre les r6sultts de l'essai et les valeurs de r6f&ence 

 

acce pt6es. Elle constitue une mesure de performance de l'essai et l'un des aspects de sa 

 

く〈 pertinence》. Ce terme est souvent utilis6 au sens de《 concordance, pour qualifier la 

 

proportion de r6sultats corrects d'un essai (21). 

 

AlP (Adverse Outcome Pathway, voie toxicologique impliquee dans les effets 

 

i ndesirables): s6 quence d'6V6nements conduisant ?t la survenue d'un effet ind6sirble in 

 

vivo,a partir de la structure chimique d'un produit chimique cible ou d'un groupe de produits 

 

chimiques analogues et de l'6v6nement initiateur au niveau mol&ulaire (22). 

 

Produit chimique: une substance ou un m61ange. 

 

C V75: concentration estim6e g6n&ant une Vi bilit6 cellulaire de 75 %. 

 

CE 150: concentrations g6n&ant des WF de 150 pour l'expression de C D86. 

 

CE 200: concentrations g6n&ant des IRF de 200 pour l'expression de C D54. 

 

Cytometrie en flux: technique de c界om&rie dans laquelle des cellules en suspension dans 

 

un fluide passent une par une dans un faisceau d'excitation lumineuse, le sch6ma de 

 

diffusion de la lumlere &ant caract6ristique des cellules et de leurs composants; les cellules 

 

sont souvent marqu6es avec des marqueurs fluorescents pour que la lumi&e soit d'abord 

 

absorb6e puis 6 mise a nouveau a une autre fr6quence. 

 

Danger: propri&6 intrins6que d'un agent ou situation susceptible de provoquer des effets 

 

ndesirables lorsqu'un organisme, un systeme ou une (sous-) population est expos6(e) & cet 

 

agent. 

 

IATA (Integrated Approaches to Testing and Assessment, approches int6gr6es en 

 

matiere d'essais et d''valuation): approche structur6e utilis& dans l'identification du 

 

danger (potentiel), la caract&isation du danger (puissance) et/ou dans l'6valution de la 

 

s&urit6 (potentiel de danger/puissance du danger et exposition) d'un produit chimique ou 

 

d'un groupe de produits chimiques, qui int6gre de f9ons trat6gique et pond&6e toutes les 

 

donnees pertinentes dans le but d'informer une d&ision r6glementaire sur le danger 

 

potentiel et/ou le risque et/ou le besoin d'effectuer d'autres tests cibl6s. 

 

脱 moin avec milieu: r6plicat non trait6 contenant tous les composants d'un sys teme 

 

d'essai. Cet &hantillon subit les memes pr〕c6dures que les &hantillons t6moins trit6s ou 

 

non avec le produit chimique d'essai afin de d&erminer si le solvant/6hicule interagit avec 

 

le sys teme d'essai. 
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M6lange: m6lange ou solution constitu6(e) d'au moins deux substances. 

 

Substance mono-constituant: substance, d6fie par sa composition quantitative, dans 

 

laquelle un constituant principal est present a hauteur de 80 % minimum (rIr). 

 

Substance multi-constituants: substance, definie par sa composition quantitative, dans 

 

laquelle plus d'un constituant principal est pr6sent dans une concentration?: 10 % (rIr) 

 

et< 80 % (rim). Une substance multi-constituants r6sulte d'un processus de fabrication. La 

 

diff&ence entre un m6lange et une substance multi-constituants est qu'un m6lange est 

 

obtenu en associant deux substances ou plus sans qu'il se produise de r6action chimique. 

 

Une substance multi-constituants est le r6sultt d'une raction chimique. 

 

Temoin positif: rplicat contenant tous les composants d'un sy st6me d'essai, trait6 avec une 

 

substance cormue pour induire une r6ponse positive. Pour qu'il soit possible d'6valuer la 

 

variabilt6 dans le temps de la r6ponse du t6moin positif, l'intensit6 maximale de celle-ci ne 

 

doit pas &re excessive. 

 

Pre-haptenes: produits chimiques devenant sensibilisants suite a une transformation 

 

abiotique. 

 

Pro-haptenes: produits chimiques acqu&ant un potentiel de sensibilisation cutan& suite t 

 

une activation enzymatique. 

 

Intensit6 relative de fluorescence (IRF): valeur relative de la moyenne g6om&rique de 

 

1'intensit6 de fluorescence (IMF) des cellules expos6es au produit chimique compar6e ?t 

 

1'IMF des cellules expos6es au s olvantIv6hicu1e. 

 

Pertinence: d&rit la relation entre l'essai et l'effet 6 tudi6, et rend compte de 1'ad6qution 

 

de l'essai et de son utilit6 a des fins sp&ifiques. La pertinence indique dans quelle mesure 

 

l'essai mesure ou pr6dit correctement l'effet biologique d'int&et. Elle tient compte de la 

 

pr&ision (concordance) de 1' essai (21). 

 

Fiabilite: indique dans quelle mesure la mise en a uvre d'un essai peut &re reproduite au 

 

cours du temps par un meme laboratoire ou plusieurs laboratoires utilisant le meme mode 

 

opertoire. Pour l 'evaluer, on calcule la reproductibilit6 intra-laboratoire et inter-laboratoires 

 

et la rp6tabilite intra-laboratoire (21). 

 

Epreuve: consiste a tester un ou plusieurs produits chimiques parallelement t un 

 

solvant/v6hicule et a un t6moin positif. 

 

Sensibilit: proportion des produits chimiques positifsノactifs qui sont correctement class6s 

 

par l'essai. Elle permet de mesurer la pr6cision d'un essai produisant des donn6es 

 

cat6gorielles, et constitue un aspect important de l 'valuation de la pertinence de l'essai 

 

(21). 

 

Tamnon de coloration: tamon ihosphte salin contenant 0.1 % albumine de s&um bovin. 
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Temoin de so 1vant/v6hicu1e: 6c hantillon non trait6 contenant tous les composants d'un 

 

syst6me d'essai, exceptd le produit chimique d'essai, mais comprenant le so 1Vant/V6hicule 

 

utilis6. Il sert t d&erminer une rponse de r6f&ence pour les &hantillons trait6s avec le 

 

produit chimique d'essai dissous ou en dispersion stable dans le meme solvant/vdhicule. 

 

Test6 simultan6ment avec un t6moin avec milieu, cet &hantillon indique 6 galement si le 

 

solvant/v6hicule interagit avec le syst6me d'essai. 

 

Sp&ificit: proportion des produits chimiques n6gtifs/inactifs qui sont correctement 

 

c1ass6s par l'essai. Elle permet de mesurer la pr6cision d'un essai produisant des donn 

 

cat6gorielles, et constitue un aspect important de l'6valution de la pertinence de l'essai 

 

(21). 

 

Substance: 6 l6ment chimique et ses compos6s i l'&at naturel ou obtenus par un proc6d6 de 

 

production, y compris tout additif n&essaire pour pr6server leur s tbilite ainsi que toute 

 

impuret6 produite par le prc6d6 utils6, mais a l'exclusion de tout solvant pouvant &re 

 

extrait sans affecter la stabilit6 de la substance ni modifier sa composition. 

 

Produit chimique d'essai: toute substance ou tout m6lange soumis t un essai r6als6 

 

suivant la pr6sente m6thode. 

 

SG1 (Systしme generai harmonis' de classification et d'&iquetage des produits 

 

chimiques des Nations unies):s邪 teme proposant la classification des produits chimiques 

 

(substances et m6langes) conform6ment t des types et des niveaux normals6s de dangers 

 

physiques, sanitaires et environnementaux, ainsi que la communication des 6 l6ments 

 

d'information correspondants, notamment par des pictogrammes, mentions d'avertissement, 

 

mentions de danger, conseils de prudence et fiches de doml6es de s&urit6, afin de diffuser 

 

des informations sur leurs effets i nd6sirbles dans l'objectif de prot6ger les personnes (en 

 

particulier les employeurs, employs, transporteurs, consommateurs et personnels des 

 

services d'urgence) et l'environnement (23). 

 

UVCB: substances de composition inconnue ou variable, produits de r6actlon complexes ou 

 

mat&iels biologiques. 

 

Essai valide: essai dont la pertinence et la丘 bilit6 sont jug&s satisfaisantes pour des fins 

 

sp&ifiques, et qui repose sur des principes scientifiquement valables. Un essai n'est jamais 

 

valide dans l'absolu. mais seulementp ar raDDort & une fin pa rticuli&e (21'). 
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Appendice 1.2 

 

SUBSTANCES D'EPREUVE DE COMPETENCE 

 

Avant d'utiliser en routine l'essai d6crit dans le pr6sent appendice la m6thode d'essai B .71, 

 

les laboratoires doivent d6montrer leurs comp&ences techniques en obtenant la pr6diction 

 

attendue avec la m&hode h-CLAT pour les 10 substances recommand6es au tableau i et en 

 

obtenant des valeurs C V75,CE l5o et CE 200 compatibles avec les plages de r6f&ence 

 

respectives d'au moins 8 substances d'preuve sur 10. Ces substances ont et6 s6lectionn6es 

 

de fa9on a repr6senter la gamme des rponses possibles en ce qui concerne les dangers de 

 

sensibilisation cutan&. Les autres criteres de s6 lection 6 taient la disponibilit6 des substances 

 

dans le commerce, ainsi que la disponibilit6 de donn6es de r6f&ence de grande qualit6 in 

 

vivo et in vitro g6n&6es avec la m&hode h-CLAT. Des doml6es de r6f&ence publi&s pour 

 

la m&hode h-CLAT sont par ailleurs disponibles (3) (14). 

 

Tableau 1:S ubstanccs reconimand&s pour d6montrer les comp&ences teclmiques relatives a la m&hode 

 

h-CLAT 

 

Resultats h-CLAT Resultats h-CLAT 

 

pour C D54 

 

(C200 plage de 

 

reference en 

 

tglml)2 

 

pour C D86 

 

(CE15o plage de 

 

reference en 

 

tglml)2 

 

CV 75 

 

回age de 

 

I・ekI・ence en 

 

.tglml2 

 

Prediction in 

 

vかIi 

 

Etat 

 

physique 

 

No CAs 

 

Substances d'epreuve de 

 

competence 

 

Positive 

 

(0.5-15) 

 

Positive 

 

(0.5-10) 

 

2-12 

 

Sensbilsant 

 

(extrme 

 

So1de 

 

97-00-7 

 

2,4-D血itrchlorbenzene 

 

Negative 

 

(>1.5)3 

 

Positive 

 

(10-100) 

 

Positive 

 

(10-140) 

 

Positive 

 

(<250) 

 

Positive 

 

(20-75) 

 

Negtive 

 

(>5 000) 

 

Negtive 

 

(>5 000) 

 

Negtive 

 

(>5 000) 

 

Negtive 

 

(>1 000) 

 

Positive 

 

(<40) 

 

5-95 

 

Sensibilisant 

 

（比n) 

 

Solde 

 

106-50-3 

 

4-Phenlenedianiine 

 

Positive 

 

(<100) 

 

3 0-5 00 

 

Sensibilisant 

 

(oder) 

 

Solide 

 

10101-97-0 

 

Su1fte de nickel 

 

Negtive 

 

(>10)3 

 

30-400 

 

Sensibilisant 

 

(oder) 

 

So1ide 

 

149-30-4 

 

Mercapto-2-benzothiazole 

 

Negtive 

 

(>5)3 

 

>20 

 

Positive 

 

(20-90) 

 

Negtive 

 

(>5 000) 

 

Negtive 

 

(>5 000) 

 

Negtive 

 

(>5 000) 

 

Negtive 

 

(>1 000) 

 

25-100 

 

> 5 000 

 

> 5 000 

 

1 500-5 000 

 

>1 000 

 

Sensibilisant 

 

(faible) 

 

Sensibilisant 

 

(faible) 

 

Non-
Sensibilisant 

 

Non-
Sensibilisant 

 

Non-
Sensibilisant 

 

Non-
Sensihilisant 

 

Liquide 

 

5989-27-5 

 

取＋）ーhmonene 

 

So1ide 

 

39236-46-9 

 

Imidazolidinyl ur& 

 

Liquide 

 

67-63-0 

 

Isopropanol 

 

Liquide 

 

56-81-5 

 

Glycerl 

 

Liquide 

 

50-21-5 

 

Acide lactique 

 

Acide 4-aniinobenzoique 150-13-0 So 1ide 

 

Abrviations: No CAS = Num&o d'enregistrement au ChemicalAbstractsSe rvce 

 

Prediction de danger (et de puissance) in vivo d'aprs les donn6es ELGL (3) (14). La puissance in vivo est d&erniin6e d'aprs 

 

lesc rit己rs prpos6s par 1'ECETOC (24). 

 

Bas& sur les valeurs historiques observ&s (13) (25). 

 

Historiquement, la m4] orite des rsultts obtenus pour ce marqueur &aient negtifs, on attend donc un rsultt le plus souvent 
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sur la base des quelques rsultts positifs historiques. E n c as de rsultt positif, la valeur 
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Appendice 2 

 

SENSIILISATION CUTANEE IN VITRO:TEST D'ACTIVATION DE LA LIGNEE 

 

CELLULAIRE U937 (U-SENSTM) 

 

RMARQUES PRLIMIN IRS ET LIMITES 

 

1. L'essai U~SENSTM permet de quantifier les variations d'expression des marqueurs 

 

cellulaires de surface asso ci6s au processus d'activation des monoc舛es et des DC (i.e. 

 

C D86), dans la lign& cellulaire de lymphome histiocメaire humain U937, & la suite de 

 

l'exposition & des sensibilisants (1). Le niveau d'expression m esur6 pour le marqueur de 

 

surface C D86 dans la lign6e cellulaire U937 peut alors apporter une aide pour distinguer 

 

les sensibilisants des non-sensibilisants cutanes. 

 

2. L'essai U~SENSTM a fait l'objet d'une &ude de validation (2) coordonn& par L'0r6al, 

 

suivie d'un examen ind6pendant par des pairs sous la conduite du Comit6 scientifique 

 

consultatif (ESAC) du Laboratoire de r6f&ence de l'Union europ6enne pour les m6thodes 

 

de substitution ?i l'exp&imentation animale (BURL ECVAM) (3).A pres analyse des 

 

preuves disponibles et sur avis des organismes de r6gulation et des parties prenantes, 

 

1'EURL ECVAM a recommand6 l'utilisation de la m6thode U~SENSTM (4) dans le cadre 

 

d'une approche int6gr6e de type IATA, pour aider & distinguer les sensibilisants des non-

sensibilisants & des fins de classification et d'6tiquetage des dangers. Dans son Guide 

 

relatif & la production de rapports sur les approches s trctur6es d'int6gration des donn6es et 

 

d'utilisation de sources individuelles d'information dans le cadre d'une approche IATA 

 

pour la sensibilisation cutan&, l'OCDE analyse actuellement plusieurs 6 tudes de cas 

 

d&rivant diverses s trt6gies d'essai et diff&ents mo d6les pr6dictif. L'une des approches 

 

d6fnies repose sur l'essai U-SENS (5). On trouvera dans la litt&ature (4), (5) (7) des 

 

exemples d'utilisation des don6es U~SENSTM combin6es & d'autres sources 

 

d'information, y compris des donn6es historiques et des donn6es humaines valides pr-ー 

 

existantes (6). 

 

3. Ii a 6t6 d6montr6 que l'essai U~SENSTM est transf&able & des laboratoires exp&iment6s 

 

dans le domaine des cultures cellulaires et de l'analyse par c昇om&rie en flux. Le niveau 

 

de reproductibilit6 attendu des pr6dictions faites par l'essai est de l'ordre de 90 % intra-

laboratoire et 84 % inter-laboratoires (8). L'6tude de validation (8) et d'autres &udes 

 

publi&s (1) ont permis de conclure que, compar6 aux r6sultats obtenus par la m&hode 

 

ELGL, la pr&ision de distinction entre sensibilisants cutan6s (cat6gorie i du S G1/CLP) et 

 

non-sensibilisants est de 86 % (N = 166), la se nsibiite est de 91 % (i 18/129) et la 

 

sp&ificit6 est de 65 % (24/37). En comparaison avec les r6su1tats obtenus chez l'humain, 

 

la prkision de distinction entre sensibilisants cutan6s (cat6gorie i du S G1/CLP) et non-
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sensibilisants est de 77 % (N = 101), la s enslbllt6 est de 100 % (58/58) et la s p&i丘clt6 est 

 

de 47 % (20/43).E n comparaison avec la m&hode ELGL, il est probable que les faux-

n6gtifs dans les pr6dictions e ffctu6es avec la m&hode U~SENSTM concernent plus de 

 

produits chimiques ayant une puissance de sensibilisation de la peau faible a mod&6e 

 

(c'est-a-dire s ous-cat6gorie lB du S G1/CLP) que de produits chimiques ayant une 

 

puissance de sensibilisation de la peau 6 lev6e (c'est-a-dire sous-cat6gorie lA du 

 

SG1/CLP) (1) (8) (9). L'ensemble de ces donn&s montre l'utilit6 de l'essai U-sENsTM 

 

comme 6 l6ment contribuant a l'identification des dangers de sensibilisation cutan6e. 

 

Cependant, les valeurs relatives a la pr6cislon de l'essai U~SENSTM utilis6 seul n'ont qu'un 

 

caractere indicatif, car cet essai doit &re combin6 a d'autres sources d'information dans le 

 

contexte d'une d6marche IATA, et conform6ment aux dispositions 6 nonc6es aux 

 

paragraphes 7 et 8 et a l'Introduction. Au demeurant, dans l'6valuation des m&hodes 

 

d'6tude de la sensibilisation cutan& sans exp&imentation animale, il convient de tenir 

 

compte du fait que 1'ELGL et les autres m&hodes d'exp&imentation animale ne re且etent 

 

peut-6tre pas parfaitement la situation chez l'espece d'int&&, a savoir l'&re humain. 

 

4. Les donn&s actuellement disponibles montrent que l'essai U~SENSTM est applicablea des 

 

produits chimiques (y compris des ingr6dients cosm6tiques tels que conservateurs, 

 

surfactants, substances actives, colorants) couvrant divers groupes fonctionnels organiques, 

 

propri&6s physico-chimiques, puissances de sensibilisation c utan6e (telles qu'&ablies par 

 

des 6 tudes in vivo) et l'ensemble des m&anismes de r6action connus associ6s a la 

 

sensibilisation cutan6e (i.e., accepteur de Michael,sy nth6se d'une base de S chiff, agent 

 

acylant, substitution nucl6ophile bimol&ulaire [SN2] ou substitution nucl6ophile 

 

aromatique [SNAr]) (1) (8) (9) (10). L'essai U-sENsTM est applicable aux produits 

 

chimiques solubles ou formant une dispersion stable (colloide ou suspension dans laquelle 

 

le produit chimique d'essai ne se d6pose pas et ne se s6 pare pas du solvant/V6hicule en 

 

formant plusieurs phases) dans un solVant/v6hicule adapte (voir paragraphe 13). Les 

 

produits chimiques de la base de donn6es signales comme des pr-haptenes (substances 

 

activ&s par oxydation) ou des pro-hapt6nes (substances n&essitant une activation 

 

enzymatique, par exemple via des enzymes P450) ont 6t6 correctement identifi6s par l'essai 

 

USENSTM (1) (10). Les substances pouvant conduire a la rupture de la membrane peuvent 

 

g6n&er des faux-positifs dus a une augmentation non sp&ifique de l'expression de CD 86. 

 

En effet, 3/7 faux-positifs compar6s a la classification de r6f&ence in vivo &aient des 

 

surfactants (1). Pour cette raison, les r6sultats positifs avec les surfactants doivent &re 

 

trait6s avec pr&aution, tandis que les r6sultts n6 gatif avec les surfactants peuvent &re 

 

utilis6s pour &ayer l'identification du produit chimique d'essai comme non-sensibilisant. Il 

 

est possible de tester des produits chimiques fluorescents avec l'essai U~SENSTM (1), 

 

cependant les produits fortement fluorescents qui 6me ttent dans la m6me longueur d'onde 

 

que l'isothiocyanate de fluoresc6ine (FITC) ou que l'iodure de propidium (IP) causent une 

 

i nterfrence avec la d&ection par c舛om&rie en flux. Ces produits ne peuvent donc pas &re 
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ad6quatement a nalys6s avec des anticorps conugu6s au FlIC (risque de faux -negtif) oua 

 

l'IP (viabilt6 non mesurable). Dans ce cas, on peut recourir respectivement au marquage 

 

des anticorps par d'autres fluorochromes, ou a d'autres marqueurs de cメotoxicit6, 

 

respectivement, i condition qu'il soit d6montr6, p.ex. en testant les substances d'6preuve 

 

de comp&ence cit6es a l'appendice 2.2, que ces techniques g6nerent des r6sultat 

 

similaires aux anticorps marqu6s au FlIC ou t l'iP (voir paragraphe 18).A la lumi&e de 

 

ce qui pr&ede, les r6sultats positifs avec les surfactants et les r6sultts n6gatif avec des 

 

produits chimiques fortement fluorescents devront &re interpr&es dans le contexte des 

 

limites indiqu6es et combin6s avec d'autres sources d'information dans le cadre d'une 

 

d6marche IATA .S 'il est d6montr6 que l'essai U~SENSTM n'est pas applicable ?t d'autres 

 

cat6gories sp&ifiques de produits chimiques d'essai, cet essai ne doit pas leur &re 

 

appliqu6. 

 

5. Comme indique ci-dessus, l'essai U~SENSTM aide ?t distinguer les sensibilisants cutan6s des 

 

non-sensibilisants. Cependant, utilis6e dans le cadre d'une approche int6gr& de type 

 

elle peut aussi contribuer a l'valuation de la puissance de sensibilisation. Des 

 

de pr6f&ence sur des donn6es humaines, seront 

 

de quelle fa9on les r6sultats de l'essai U~SENSTM 

 

compl6mentaires, s'appuyant 

 

IATA' 

 

travaux 

 

toutefois n&essaires pour d6terminer 

 

pourraient venir t l'appui de ce type d'6 valuation. 

 

6. Les d6丘nitions sont fournies l'Appendice 2.1. 

 

PRINCIPE DE L'EssAI 

 

7. L'essai U~SENSTM est un essai in vitro qui permet de quantifier les variations d'expression 

 

du marqueur de surface CD86 des cellules de la lign6e cellulaire de lymphome 

 

histioc舛aire humain (cellules U937)a pres une exposition de 45士 3 heures & un produit 

 

chimique d'essai. Le marqueur de surface CD86 est typique de l'activation des 

 

cellules U937. Il s'agit d'une mol6cule de costimulation connue pour simuler l'activation 

 

monoc昇aire, e tape critique dans l'amor9age des lymphocメes T. La variation d'expression 

 

du marqueur de surface CD86 est mesur& par c界om&rie en flux a prs coloration 

 

cellulaire avec des anticorps marqu6s & l'isothiocyanate de fluoresc6ine (FITC). La 

 

ytotoxicit6 est mesur& en parallele (en utilisant l'IP, par exemple) pour savoir si la 

 

surexpression du marqueur de surface CD 86 a lieu & des concentrations inf&ieures au 

 

niveau de c界otoxicit6. L'indice de stimulation du marqueur de surface CD 86,c o mp ar6 & 

 

celui du t6moin de solvant/v6hicule, est calcul6 et ins&6 dans un modele pr6dictif (voir 

 

DaraaraDhe 19), Dour aider & distinauer les sensibilisants des non-sensibilisants. 

 

DEMONSTRATION DES COM PETENCES 
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8. Avant d'utiliser en routine l'essai d6crit dans le 

 

B .71, les laboratoires devront faire la preuve 

 

appliquant la 

 

confrm6ment 

 

m&hode aux dix substances 

 

aux 

 

Bonnes pratiques pour les 

 

pr6 

 

de 

 

sent appendice a la m&hode d'essai 

 

leurs c omp6tences techniques 

 

d'6preuve 

 

m&hodes 

 

list6es a l'appendice 2 

 

in vitro (11).E n outre, 

 

utilisateurs de l'essai devront conserver une base de donn&s historiques g6n6r6es avec 

 

v&ifications de r6activit6 (voir paragraphe 11), avec le t6moin positif et avec le t6moin 

 

m
ユ
 

 

』
』
血
 

 

solvant/v6hicule (voir paragraphes 15-16), et devront utiliser ces doml6es pour confirmer 

 

la reproductibilit6 & long terme de l'essai au sein de leur laboratoire. 

 

PROCEDURE 

 

9. 1. Le pr6sent essai est bas6 sur le protocole U~SENSTM f0 183 de la base de donn&s sur 

 

les m6thodes de substitution (DB-ALM) (12). Le mode op6ratoire normalis6 doit &re suivi 

 

lors de la mise en a uvre et de l'ex&ution de l'essai U~SENSTM en laboratoire. Un systeme 

 

automatis6 d'utilisation du U~SENSTM peut &re e mploy6 s'il est prouv6 qu'il g6n&e des 

 

r6sultats comparables, par exemple en testant les substances d'6preuve figurant ?t 

 

l'appendice 2.2. On trouvera dans ce qui suit une description des principaux e l6ments et 

 

modes op&atoires pour l'essai U~SENSTM. 

 

Preparation des cellules 

 

10. Il convient d'utiliser la lign6e cellulaire de lymphome histiocメaire humain, U937 (13), 

 

pour mettre en（お uvre l'essai U~SENSTM. Les cellules (clone C RL1593.2) seront obtenues 

 

aupr6s d'une banque de cellules reconnue, par exemple l'merican Type Culture 

 

Collection. 

 

11. Les cellules U937 sontc ultiv6es t 37。C dans une atmosph&e humide a 5 %CO Z, dans un 

 

milieu de culture RPM'- 1640 suppl6met6 avec 10 % s6rum de veau ftal 

 

(SVF), 2 mM L-glutamine, 100 unit6s/ml p6nicilline et 100 ig/ml streptomycine (milieu 

 

complet). Les cellules U937 sont repiqu&s r6guli&ement tous les 2 ou 3 jours a une 

 

denslt6 de 1,5 ou 3 x il5 cellules/ml, respectivement. La densit6 cellulaire n'exc己de pas 2 

 

x 106 cellules/ml et la viabilit6 cellulaire m esur6e par l'exclusion du bleu de Trypan 

 

est ? 90 % (ce critere ne doit pas e tre appliqu6 au premier passage a pres d&ong6lation). 

 

Avant utilisation pour l'essai, chaque lot de cellules, de SV F ou d'anticorps doit &re 

 

qualifi6 par une v&ification de r6activit6. La v&ification de r6actwit6 des cellules est 

 

r6a1s6e avec le t6moin positif, l'acide picrylsulfonique (acide 2,4,6-trnitro-

benz6nesulfonique: T NBS) (NoCAS 2508-19-2, puret6 ? 99 %) et avec le t6moin positif, 

 

l'acide lactique (NoCAS 50-21-5, puret6 ? 85 %) au moins une semaine apr6s 

 

d&ong6lation. La v&ification de r6activit6 est r6alis6e avec six concentrations finales pour 

 

chacun des t6moins (TNBS: 1; 12,5; 25; 50; 75; 100 ig/lll et acide 

 

lactique: 1; 10; 20; 50; 100; 200 F g/mL). Le T NBS dissous dans du milieu complet doit 
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g6n&er une r6ponse positive pour C D86 d6pendante de la concentration (i.e.a partir d'une 

 

concentration donnant une r6ponse positive, .S.C D86? 150, la concentration sup&ieure 

 

donne une .S.C D86 croissante) et l'acide lactique dissous dans du milieu complet doit 

 

g6n&er une r6ponse n6gative pour C D86 (voir paragraphe 21).S eu1s les lots de cellules 

 

soumis avec s ucc的 et a deux reprises t la v&ification de r6activit6 sont u tilis6s dans 

 

l'essai. Les cellules peuvent &re repiqu&s jusqu'& sept semaines apr6s d6cong6lation. Un 

 

maximum de 21 repiquages est possible. La v&ification de r6activit6 doit &re r6alis& 

 

suivant le protocole d&rit aux paragraphes 18 & 22. 

 

12. Pour l'essai, les cellules U937 sont ensemenc&s & une densit6 de 3 x 10う cellules/ml ou 

 

de 6 x io5 ceiules/ml, puis pr6-cultiv&s dans des flacons de culture pendant 2 ou 1 

 

jour(s), respectivement. D'autres conditions de pr6-cu1ture que celles indiqu6es ci-dessus 

 

peuvent &re uti1is6es, & condition que les raisons scientifiques en soient expliqu6es et s'il 

 

est prouv6 que ces conditions gen&ent des r6su1tats comparables, par exemple en testant 

 

les substances d'6preuve figurant & l'appendice 2.2. Le jour de l'essai, les cellules sont 

 

r&olt&s depuis le flacon de culture et suspendues & une densit6 de 5 x 105 cellules/ml 

 

dans un milieu frais. Les cellules sont ensuite ensemenc&s dans une plaque 96 puits & fond 

 

plat, & raison de 100 jil/puits (densit6 cellulaire finale 0,5 x ii5 cellules/puits) 

 

l'reparation des produits chimiques d'essai et des temoins 

 

13. L'6valuation de la s olubilt6 est r6alis6e avant l'essai. A cet effet, les produits chimiques 

 

d'essai sont dissous ou dispers6s de fa90n stable & une concentration de 50 mg/ml. en 

 

choisissant de pr6f&ence comme solvant/v6hicule le milieu complet, ou, en deuxl6me 

 

option, le dim&hylsulfoxyde (D1S0, puret6 ? 99 %) si le produit chimique d'essai n'est 

 

pas soluble dans le milieu complet. Pour l'essai, la concentration finale du produit 

 

chimique d'essai est de 0,4 mg/ml en milieu complet si le produit chimique est soluble 

 

dans ce solvat/v6hicule. S i le produit chimique n'est soluble que dans le D1S0, la 

 

concentration du produit chimique d'essai est de 50 mg/ml. Il est possible d'utiliser 

 

d'autres s olvants/v6hicules que ceux indiqu6s ci-dessus, & condition que les raisons 

 

scientifiques en soient expliqu&s. Il importe de tenir compte de la stabilit6 du produit 

 

chimiaue d'essai dans le solvant/v6hicule. 

 

14. Les produits chimiques d'essai et les substances t6moin sont pr6par6s le jour de l'essai. 

 

E tant donn6 qu'aucun essai de d6termination de la dose n'est men6, on testera, pour la 

 

premi6re 6 preuve, six concentrations finales (1, 10, 20, 50, 100 et 200 ig/ml) dans le 

 

solvant/v6hicule correspondant, soit du milieu complet, soit du D1S0 & 0,4 % dans du 

 

milieu. Pour les 6 preuves suivantes, en partant de solutions de produits chimiques d'essai & 

 

une concentration de 0,4 mg/ml dans du milieu complet ou de 50 mg/ml dans du D1S0, 

 

au moins quatre solutions de travail (i.e. au moins quatre concentrations) sont pr6par6es 

 

avec le solvant/v6hicule correspondant. Pour finir, les solutions de travail sont utllis6es 
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pour le traitement en ajoutant un meme volume de cellules U937 en suspension (voir 

 

paragraphe 11 ci-dessus) au volume de solution de travail dans la plaque, pour parvenira 

 

une dilution suppl6mentaire de facteur 2 (12). Les concentrations (au moins quatre) pour 

 

toute 6 preuve s uppl6mentaire sont choisies en fonction des r6sultts particuliers de toutes 

 

les 6 preuves pr&6dentes (8). Les concentrations finales utilisables 

 

sont 1; 2; 3; 4; 5; 7,5; 10; 12,5; 15; 20; 25; 30; 35; 40; 45; 50; 60; 70; 80; 90; 100; 120; 140 

 

; 160; 180 et 200 ig/mL. La concentration finale maximale est 200 ig/ml. Si une valeur 

 

positive est obtenue pour C D86 a 1 ig/l, il convient de tester a 0,1 ig/l pour trouver la 

 

concentration de produit chimique d'essai qui ne franchit pas le seuil de positivit6 de 

 

CD86. Pour chaque 6 preuve, la valeur EC1SO (concentration a laquelle les produits 

 

chimiques d'essai atteignent le seuil de positivit6 de 150 % pour C D86, voir 

 

paragraphe 19) est calcul& si une r6ponse positive pour C D86 d6pendante de la 

 

concentration est observ&.S i un produit chimique d'essai induit une r6ponse positive pour 

 

CD86 non d6pendante de la concentration, le calcul de la valeur EC 150 peut ne pas e tre 

 

pertinent, comme d&rit au protocole U~SENSTM DB-ALM n。183 (12). Pour chaque 

 

6preuve, la valeur C V70 (concentration a laquelle les produits chimiques d'essai atteignent 

 

le seuil de c界otoxicit6 de 70 %, voir paragraphe 19) est calcul6e chaque fois que possible 

 

(12). Pour 6 valuer l'effet reliant la concentration a la r6ponse pour C D86, toutes les 

 

concentrations choisies parmi les concentrations utilisables doivent e tre bien r6parties entre 

 

l'EClSO (ou la concentration la plus 6 lev6e non cメotoxique induisant une r6ponse 

 

n6gative pour C D86) et la VC70 (ou la plus haute concentration permise, i.e. 200 ig/ml). 

 

Au moins quatre concentrations par 6 preuve doivent &re test6es, avec au moins deux 

 

concentrations communes avec la ou les 6 preuve(s) precedente(s), a des丘 ns de 

 

comparaison. 

 

l'essai U~SENSTM est le milieu complet (pour 

 

dispersion stable) (voir paragraphe 4) ou le 

 

les produits chimiques d'essai dissous ou en 

 

en 

 

15. Le t6moin de so lvant/vehicule utilise dans 

 

les produits chimiques d'essai dissous ou 

 

DMSO a 0,4 % dans du milieu complet (pour 

 

dispersion stable dans le DMSO). 

 

16. Le temoin positif utilise dans l'essai U-sENsTM est le T NBS (voir paragraphe 11), prepare 

 

dans du milieu complet. Le T NBS doit e tre utilis6 comme t6moin positif dans la mesure de 

 

l'expression de C D86 a une concentration丘 nale unique dans la plaque (50" g/ml) g6n6rant 

 

une vibilt6 cellulaire > 70 %. Pour arriver a une concentration de 50 ig/ml de T NBS 

 

dans la plaque, une solution de base de T NBS a i M (soit 293 mg/rl) dans du milieu 

 

complet est pr6par&, avant de proc6der a une dilution de facteur de 2930 dans du milieu 

 

complet jusqu'a obtenir une solution de travail a 100 ig/ml. L'acide lactique (CAS 50-2 1-

5) est utils6 comme t6moin n6 gtif a 200 gg/ml dissous dans du milieu complet (a partir 

 

d'une solution de base a 0,4 mg/rl). Pour chaque plaque de chaque 6 preuve, trois r6plicats 

 

de milieu complet t6moin non trait6, de t6moin de s olvant/v6hicule et de temoins n6gatif et 
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D'autres t6moins positifs adapt6s peuvent &re utilis6s si des 

 

des criteres d'acceptabilit6 

 

de l'6preuve sont identiquesa 

 

disponibles pour en d6river 

 

positif, sont pr6par6s (12). 

 

donn6es historiques sont 

 

comparables pour les 6 preuves. Les criteres d'acceptabilt6 

 

ceux des produits chimiques d'essai (voir paragraphe 12). 

 

Application des produits test6s et des t6moins 

 

17. Le temoin de so lVant/6hicule ou les solutions de travail d6crites aux paragraphes 14 ?t 16 

 

sont n元 lang6s en proportion 1:1 (v/v) avec les suspensions de cellules pr6par6es dans la 

 

plaque microtitre 96 puits ?t fond plat (voir paragraphe 12). Les plaques trait6es sont 

 

plac6es en incubation pendant 45士 3 heures & 37。C, 5 % CO 2. Avant incubation, les 

 

plaques sont sce ll6es avec une membrane semi-per 6able, afin d'6viter toute 6 vaporation 

 

de produits chimiques d'essai volatiles et toute contamination crois6e entre les cellules 

 

trait&s avec les Droduits chimiciues d'essai (12). 

 

Coloration cellulaire 

 

18. Apr6s une exposition de 45士 3 heures, les cellules sont transf&&s dans une plaque 

 

microtitre & fond conique et coiect&s par centrifugation. L'interf&ence de solubilit6 

 

correspond & la pr6sence de cristaux ou de gouttelettes visibles au microscope apres 45士 3 

 

heures de traitement et avant coloration cellulaire. Les surnageants sont 6 limin6s et les 

 

cellules restantes sont rinc&s une fois dans 100 tl tampon phosphate salin (PBS) glac6 

 

contenant 5 %s6 rum de veau fおtal (tampon de coloration). Les cellules sont centrifug&s, 

 

puis re-suspendues dans 100 .tL tampon de coloration et color&s avec 5 i1 (soit 0,25 .tg) 

 

anticorps a nti-CD86 ou anticorps murins isotype IgGi marq6s au FITC, & 4。C pendant 30 

 

minutes & l'abri de la lumi&e. Les anticorps d&rits dans le protocole U~SENSTM DB-ALM 

 

n。183 (12) doivent e tre utils6s (pour CD86: BD-Pharlingen #555657 Clone: Fun-1, ou 

 

Caltag/Invitrogen # MHCD8601 Clone:B U63; pour IgGi: BD-Pharlingen #555748, ou 

 

Caltag/Invitrogen # G14992). L'exp6rience acquise lors de la mise au point de l'essai 

 

indique que l'intensit6 de la fluorescence des anticorps est g6n6ralement comparable d'un 

 

lot & un autre. Il est possible d'utiliser d'autres clones ou d'autres fournisseurs d'anticorps 

 

pour l'essai, si ceux-ci ont6t6 soumis avec succ的 & la v&iflcation de r6activit6 (voir 

 

paragraphe 11). Cependant, les utilisateurs peuvent souhaiter proc6der au titrage des 

 

anticorps dans leurs conditions de laboratoire, afin de d&erminer la concentration la mieux 

 

adapt&. D'autres m&hodes de d&ection, par exemple des anticorps a nti-CD86 marqu 

 

avec d'autres fluorochromes, peuvent &re utilis&s s'il est prouv6 qu'elles g6nerent des 

 

r6sultats comparables aux anticorps marqu6s au FITC, par exemple en testant les 

 

substances d'6preuve figurant & l'appendice 2.2. Apres deux rin9ages dans 100 .tl tampon 

 

de coloration et un rin9age dans 100 iil PBS glac6, les cellules sont suspendues dans du 

 

PBS glac6 (par exemple, 125 iil pour les &hantillons a nalys6s tube apres tube, 

 

manuellement, ou 50 tl pour une plaque d'auto-&hantillonneur) et on ajoute la solution 
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arqueurs de cメotoxicit6 tels que la 7-

peuvent &re utilis6s comme 

 

111 

 

de 

 

D'autres 

 

le bleu 

 

d'lP (concentration finale 3 F g/ml). 

 

mne D (7-AAD) ou 

 

aminoactino 

 

colorants s'il est prouv6 qu'ils g6nerent des r6sultts comparables a l'IP, par exemple en 

 

testant les substances d'6preuve figurant a l'appendice 2.2. 

 

Analyse par cy tom6trie en flux 

 

19. Le niveau d'expression de C D86, ainsi que la viabilte cellulaire, sont a nalys6s par 

 

c外om&rie en flux. Les cellules sont plac6es sur graphique a points a &helle 

 

logarithmique, suivant leur taille (FSC) et leur granularit6 (ssc), pour rep6rer clairement 

 

la population dans la fen&re Rl et 6 liminer les d6bris. L'objectif est 

 

d'acqu&ir 10 000 cellules dans la fen&re Rl, pour chaque puits. Les cellules appartenant 

 

une meme fen&re Rl sont repr6sent&s sur un graphique a points FL3 ou FL4/SSC. Les 

 

cellules viables sont identifi&s en tra9ant une deuxieme fen&re R2 de s6lection de la 

 

population cellulaire n6gtive a l'iodure de propidium (canaux FL3 ou FL4). LaV ibilt6 

 

cellulaire est calcul6e par le programme d'analyse du c舛om6tre suivant l'6quation ci-

a pr6s. Si la V iabilit6 cellulaire est faible, il convient d'acqu&ir jusqu'a 20 000 cellules, 

 

dont des cellules mortes. Une autre option est d'acqu&ir les donn&s pendant une minute 

 

al〕 r6s le d6but de l'analyse. 

 

X 100 

 

Nombre de cellules vivantes 

 

Nombre total de cellules acquises 

 

Viabilit6 cellulaire = 

 

Le pourcentage de cellules FL 1-positives est ensuite mesur parmi les cellules viables 

 

retenues dans la fen&re R2 (sous-fenetre de Rl). L'expression de C D86 a la surface 

 

cellulaire est analys6e au moyen d'un graphique a points FL1/55C ne prenant en compte 

 

que les cellules viables (R2). 

 

Pour les puits contenant du milieu complet/IgGi, le seuil d'analyse est丘 x6 proche de la 

 

population principale pour que les t6moins en milieu complet pr6sentent une valeur IgG 1 

 

dans la zone cible de 0,6a 0,9 %. 

 

aux 

 

de couleur est d6finie comme un d6calage de la dispersion correspondant 

 

au FITC (moyenne g6om&rique d'I.S. IgG1 FL1 ? 150 %). 

 

L'interfrence 

 

IgGi marqu6s 

 

L'indice de stimulation (I.S.) de C D86 pour les cellules t6moin (non traitees ou dans du 

 

D1S0 a 0,4 %) et pour les cellules trait6es avec les produits chimiques est obtenu par le 

 

calcul suivant: 

 

X 100 

 

% cellules trait6 es c D86+ - % cellules trait6es l gG1+ 

 

% cellules t6moin c D86+ - % cellules t6moin l gG1+ 

 

trait6es IgG 1+: pourcentage de cellules FL 1-positives reconnues par 

 

seuil d'analyse (plage d'acceptation と 0,6 % et< 1,5 %, voir 
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paragraphe 22) parmi les cellules viables non trait&s. 

 

% cellules t6moin IgGl+ ou trait6es C D86+: pourcentage de cellules FL1-positives 

 

reconnues par IgGi ou C D86 mesur6 sans dplacer le seuil d'analyse, parmi les cellules 

 

viables t6moin ou trait6es. 

 

RSULTATS E T RAPPORT 

 

Evaluation des donn&s 

 

20. Les param6tres suivants sont ca lcu16s dans l'essai U~SENSTM: valeur C V70, c'est-a-dire la 

 

concentration gen&ant une survie de 70 % des cellules U937 (c界otoxicite 30 %) et la 

 

valeur EC 150, c'est-a-dire la concentration a laquelle les produits chimiques d'essai 

 

induisent un indice de stimulation (I.S.) de C D86 de 150 %. 

 

La valeur CV 7o est ca lcul6e par interpolation semi-logarithmique suivant l'6quation ci-

apres: 

 

CV70=C1+[(V1-70)/(Vl _V2)*(C2_Cl)] 

 

est la valeur minimum de viabllit6 cellulaire sup&ieure a 70 % 

 

est la valeur maximum de vibilit6 cellulaire inf&ieure a 70 % 

 

et C 2 sont les concentrations auxquelles les vibiis6s cellulaires VI etV 2 sont atteintes 

 

、叫 
m 

W 
q 

 

respectivement. 

 

Dose (ii&' 

 

―� 

 

Il est possible d'employer d'autres approches pour d6duire la valeur CV 70,a condition que 

 

cela ne modifie par les r6sultt (par exemple, en testant les substances d'6pruve). 

 

L'EC 150 est ca lcul6e par interpolation log-lin6aire suivant l'6qution c i-apres: 

 

EC150=cl +[(150一S.Ii）ノ（sエ2一s.l.D*(C2一Cl)] 

 

0仕 

 

Cl est la concentration la plus 6 lev6e, en ig/m, avec un I .S.C D86く 150 % (I.S. 1). 
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C2 est la concentration la plus faible, en ig/ml, avec un I.S.C D86と 150 % (I.S. 2) 

 

eurs BC 150 et CV 7o sont calcukes 

 

pour chaque 6 preuve: les valeurs E C1So et CV 7o sont utilis&s comme outils 

 

d'investigation de l'effet reliant la concentration & la r6ponse dans la surexpression de 

 

CD86 (voir paragraphe 14), 

 

la valeur CV 7o globale est d6terminee en fonction de la viabilit6 moyenne (12), 

 

la valeur ECl 50 globale d'un produit chimique d'essai dont la pr6diction est un r6sultt 

 

POSITIF avec l'essai U~SENSTM est d&ermin& en fonction des valeurs moyennes d'I.s. 

 

C D86 (voir paragraphe 21) (12). 

 

Modele predictif 

 

21. Pour les mesures d'expression de C D86, chaque produit chimique d'essai est test6 & au 

 

moins quatre concentrations et dans au moins deux 6 preuves i nd6pendantes (r6alis6es en 

 

des jours distincts) pour arriver & une pr&liction unique (NEGATIF ou POSITIF). 

 

La conclusion individuelle pour une 6 preuve U~SENSTM est N6gative (ci-apr6s N) si l'Ls. 

 

de CD86 est inf&ieur & 150 % & toutes les concentrations non cメotoxiques (viabilit6 

 

cellulaire と 70 %) et si aucune interf&ence n'est observ6e (cメotoxicit6, solubilit6: voir 

 

paragraphe 18, ou couleur: voir paragraphe 19, quelles que soient les concentrations non 

 

c匹otoxiques auxquelles l'interfrence est d&ect6e). Dans tous les autres cas: pour un I .S. 

 

de CD86 suprieur ou e gal & 150 % et/ou l'observation d'une interfrence, la conclusion 

 

individuelle pour une 6 preuve U~SENSTM est Positive (ci-apres P). 

 

Une pr6dictlon U~sENsTM est consid&6e conmie NG TWE si au moins deux preuves 

 

ind6pendantes g6nerent un r6sultt n6gtif (N) (Figure 1).S i les deux premi&es preuves 

 

g6nerent un r6sultt N, la pr&liction U-sENsTM est consid&& comme NEGATIVE et il 

 

n'est pas n&essaire de r6aliser une troisi6me preuve. 

 

Une pr6diction U~SENSTM est co nsid6r6e comme POSITIVE si au moins deux 6 preuves 

 

ind6pendantes a6n6rent un r6sultt Dositif (P) (Fiaure i ).S i les deux p remi&es 6p reuves 
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g6nerent un r6su1tt P, la pr6dictlon U-sENsTM est co nsid&6e comme POSITIVE et il 

 

n'est pas n&essaire de r6aliser une troisi6me preuVe. 

 

E tant donn6 qu'aucun essai de d6termintion de la dose n'est m en6, le cas o ii, lors de la 

 

premi&e preue, l'I.S. de C D86 est sup&ieur ou 6 gal t 150 % t la plus haute 

 

concentration non cメotoxique seulement, constitue une exception. Dans ce cas, l'6preuve 

 

est consid6r6e comme NON CONCLUANTE (NC) et d'autres concentrations doivent &re 

 

test6es lors d'preuves s uppl6mentaires (entre la plus haute concentration non cメotoxique 

 

et la plus faible concentration c舛otoxique, voir paragraphe 20).S i une 6 preuve est 

 

consid&6e comme NC, il convient de mener au moins deux e preuves s upplementaires, 

 

voire trois si les resultats des 6 preuves deux et trois sont non-concordants (N et/ou P, au 

 

choix) (Figure 1). Les e preuves suivantes sont consid&6es comme positives meme si seule 

 

l'une des concentrations non c界otoxiques g6n&e une valeur pour CD86 sup&ieure ou 

 

6 gale a 150 %,6 tant donn6 que les parmtres de concentration ont6t6 a dapt6s 

 

sp&ifiquement a ce produit chimique d'essai. La pr&liction finale s'appuie sur le r6sultt 

 

majoritaire pour l'ensemble des trois ou quatre 6 preuves individuelles (soit 2 sur 3 ou 2 

 

sur 4) (Figure F). 

 

Figure 1: modele pr&1ctlfutllis6 dans lIcssa i U~SENSTM. Toute prdiction &nise avec l'essai U~SENSTM 

 

doit &re consid&& dans le cadre d'une approche int6gr& IATA et co nfrmment aux dispositions du 

 

paragraphe 4 et des paragraphes 7, 8 et 9 de l'introduction. 
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$ 

 

Deux premie reS 

 

epreu ves 

 

l 

 

NC & P 

 

NC & N 

 

N&P 

 

P&N 

 

、 

 

Troisi&me ' preve 

 

NC & N & P 

 

NC& P& N 

 

epreuve 

 

NC & N & P & N 

 

NC& P& N & N 

 

l 

 

NEGATI F 

 

$ 

 

NC & N & P & P 

 

NC& P& N & P 

 

よ 

 

POSITIF 

 

NC & N & N 

 

N & P& N 

 

P&N&N 

 

QuatH&me 

 

epreuve 

 

inutile 

 

NEGATIF 

 

$ 

 

NC & P & P 

 

N & P& P 

 

P&N&P 

 

Quatrieme 

 

epreuve 

 

in utile 

 

POSITIF 

 

Deux prem j&es 

 

epreuves 

 

N&N 

 

v 

 

roisi白me 

 

epreuve 

 

inutile 

 

NEGATI F 

 

P& P 

 

v 

 

Troisi&me 

 

epreuve 

 

inutile 

 

P0S1T1 F 

 

N:6 preuve sans r6su1tat positif pour C D86 ni interf&ence; 

 

P: pruv avec rsultt positif pour C D86 et]ou mterf&ence(s); 

 

NC: non concluant. Prmire pruve non concluante si CD86 est positif umquement a la concentration non 

 

cytotoxique la plus 6 lev6e; 

 

＃】 un rsultt individuel non concluant (NC)a ttribu uniquement lors de la prenil己re preuve n&essite de mener 

 

une troisi己me preuve pour obtenir une majo rt己 de rsultts positifs (P) ou n6gtifs (N) pour au moms deux 

 

preuves in dpendantes sur trois. 

 

$: les cases montrent les combinaisons pertinentes de rsultats issus des trois preuves sur la base des rsultts 

 

obtenus dans les deux preieres preuves (cases pr&6dentes); 

 

0: les cases montrent les combinaisons pertinentes de rsultats issus des quatre preuves sur la base des r6sultts 

 

obtenus dans les trois vreilerese vreuves (cases vr&6dentes). 

 

Critしres d'acceptabilite 
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Les c riteres d'acceptbilit6 suivants doivent &re remplis lors de la mise en a uvre de l'essai 

 

U-sENsTM (12) 

 

22 

 

A pres une exposition de 45士 3 heures, lavi abi1it6 moyenne des trois rplicats de 

 

cellules U937 non trait6es doit e tre > 90 % et aucune d&ive d'expression de C D86 ne doit 

 

e tre o bserv6e. La fourchette d'expression basale de C D86 dans les cellules U937 doit 

 

e tre>2%et<25%. 

 

S i le solvant utilis6 est le D1S0, la validit6 du D1S0 comme t6moin de v6hicule est 

 

6 valu& en calculant l'I.s. du D1S0 compar6 a celui des cellules non trait&s et la 

 

vibilt6 moyenne des trois r6plicts de cellules doit &re > 90 %. Le t6moin de v6hlcule 

 

D1S0 est valide si l'I.s. moyen pour C D86 dans les trois rplicts de D1S0 est i nfrieur 

 

t 250 % de l'I.s. moyen pour C D86 dans les trois rplicats de cellules U937 non trait6es. 

 

Les e preuves sontc onsid&ees comme valides si au moins deux des trois valeurs IgGi des 

 

cellules U937 non trait&s sont comprises dans la plage ?: 0,6 % et < 1,5 %. 

 

Le t6moin n6gatif (acide lactique) test6 en parallele est c onsid&6 comme valide si au 

 

moins deux des trois r6plicats g6n&ent un r6su1tt n6gtif (.S.C D86 < 150 %) et aucune 

 

cメotoxicit6 (viabllit6 cellulaire ? 70 %). 

 

Le t6moin positif (TNBS) est co nsid&6 comme valide si au moins deux des trois rplcts 

 

g6nerent un r6sultt positif (I.S.C D86? 150 %) et aucune c界otoxicit6 (vibilt6 

 

cellulaire? 70 %). 

 

Rapport d'essai 

 

23. Le rapport d'essai doit comporter les informations suivantes. 

 

fケoduit chimique d旨sai 

 

Substance mon-constituant 

 

Identification chimique: d6signaton(s) IUPAC ou CAs, num&o(s) CAS , code SM ILES 

 

ou InCh!, formule d6Velopp6e et/ou autres identifiants; 

 

Apparence physique,s olubilit6 dans le milieu complet,s olubilite dans le D1S0, masse 

 

mol&ulaire et autres propri6t6s physico-chimiques, selon les doni6es disponibles; 

 

dentit6 chimique des 

 

permettent, etc.; 

 

Traitement avant 

 

Concentration(s) 

 

ret6s s'il y a lieu et si les conditions pratiques le 

 

essai, s'il y a lieu (chauffage, broyage, par exemple); 

 

test&(s); 

 

Conditions de stockage et stabilit6, selon les donn6es disponibles; 
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Justification du choix du so lvant/v6hicule pour chaque produit chimique d'essai. 

 

S ubstance multi-constituants, UVCB ou m6lange: 

 

Caract&isation, dans la mesure du possible, par exemple par l'identit6 chimique (voir ci-

dessus), la puret6, les caract&istiques quantitatives et les prpri&6s physico-chimiques 

 

pertinentes (voir ci-dessus) des constituants, selon les donn6es disponibles; 

 

Apparence physique, solubilit6 dans le milieu complet,s olubilit6 dans le D1S0 et autres 

 

propri6t6s physico-chimiques pertinentes, selon les donn&s disponibles; 

 

Masse mol&ulaire ou masse mol&ulaire apparente dans le cas de l】元 langes/polym&es de 

 

composition connue ou autres informations pertinentes pour la conduite de l'&ude; 

 

Traitement avant essai, s'il y a lieu (chauffage, broyage, par exemple); 

 

Concentration(s) test&(s); 

 

Conditions de stockage et stabilit6, selon les donn&s disponibles; 

 

Justification du choix du solvant/v6hicule pour chaque produit chimique d'essai. 

 

TbllloinS 

 

T6moin positif 

 

Identification chimique: d6signation(s) IUPAC ou CAS , num&o(s) CAS , code S 11LES 

 

ou InCh', formule d6velopp6e et/ou autres identifiants; 

 

Apparence physique, solubllit6 dans le D1S0, masse m ol6culaire et autres propri&6s 

 

physico-chimiques pertinentes, selon les donnees disponibles; 

 

Puret6, i dentit6 chimique des impuret6s s'il y a lieu et si les conditions pratiques le 

 

permettent, etc.; 

 

Traitement avant essai, s'il y a lieu (chauffage, broyage, par exemple); 

 

Concentration(s) test&(s); 

 

Conditions de stockage et s tabilit6, selon les doml6es disponibles; 

 

R6frence aux donn6es historiques relatives aux t6moins positifs d6montrant la co nfoiite 

 

aux crit&es d'acceptabilit6, s'il y a lieu. 

 

T6moin n6gatif et solvant/v6hicule t6moin 

 

Identification chimique: d6signation(s) IUPAC ou CAs, num&o(s) CAs, code SM ILES 

 

ou InCh', formule d6velopp& et/ou autres identifiants; 
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Puret6, i dentit6 chimique des im puret6s s'il y a lieu et si les conditions pratiques le 

 

permettent, etc.; 

 

Apparence physique, masse mol&ulaire et autres propri6t6s physico-chimiques 

 

pertinentes, si des so lvants/v6hicules autres que ceux mentioil6s dans la Ligne directrice 

 

sont utilis6s, et selon les doni6es disponibles; 

 

Conditions de stockage et s tbilit6, selon les donn&s disponibles; 

 

Justification du choix du solvant/v6hicule pour chaque produit chimique d'essai. 

 

Con或tions d'essai 

 

Nom et adresse du donneur d'ordre, de l'installation d'essai et du directeur de l'6tude; 

 

Description de l'essai utilis6; 

 

Lign& cellulaire utilis&, conditions de stockage et source (6tblissement d'o立 

 

proviennent les cellules, par exemple); 

 

Type de cメom6tre en flux uti1s6 (mode1e, par exemple), en particulier param&rage des 

 

instruments, anticorps et marqueurs de c界otoxicit6 utiis6s; 

 

Proc6dure a ppliqu6e pour d6montrer les comp6tences du laboratoire dans l'ex&ution de 

 

l'essai au moyen des substances d'6preuve de comp&ence et proc6dure a ppliqu6e pour 

 

d6montrer la reproductibilit6 de l'essai dans le temps, par exemple donn6es historiques des 

 

t6moins et/ou des v&ifications de r6actiVit6. 

 

Citr d'cceptabilit de l'essai 

 

Vi bilit6 cellulaire et i.S.C D86 avec le t6mmn de so lVant/6hlcule cornpar&es aux plages 

 

d'acceptbilit6; 

 

Vi bilit6 cellulaire et I.S. avec le t6moin positif compar&s aux plages d'acceptabilit6; 

 

M biht6 cellulaire de toutes les concentrations test6es du produit chimique d'essai. 

 

Mode prltoire 

 

Nombre d'preuves effectu&s; 

 

Concentration de produit chimique d'essai, application et moment d'exposition (si 

 

diff&ents du moment recommand6) 

 

Dure d'exposition; 

 

Description des crit&es d'6valution et de d6cision appliqu6s; 

 

DescriDtion de toutes modifications a DDort6es au mode on&atoire. 
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Rおultats 

 

Tableau des donn&s, y compris CV 70 (s'il y a lieu),I .S., viabi1it6 cellulaire,EC 150 (s'il y 

 

a lieu) pour chaque produit chimique test6 et substance t6moin pour chaque preue, et 

 

indication de la classification du produit chimique d'essai d'apr6s le mod6le pr6dictif; 

 

Description de toutes autres observations pertinentes, s'il y a lieu. 

 

Discussion des rsultlts 

 

Discussion des r6sultts obtenus par l'essai U~SENSTM; 

 

Examen des r6sultts de l'essai dans le contexte d'une d6marche int6gr& (IATA), si 

 

d'autres informations pertinentes sont disponibles. 

 

Cincんsions 

 

484 

 



D060575102 

 

BIBLIOGRAPHIE 

 

(1) Piroird, C., Ovigne, J.M., Rousset, F., Martinozzi-Teissier, S ., Gimes, C., 

 

Cotovio, J.,A lp6e, N. (2015). The Myeloid U937 S kin Se nsltlzton Test 

 

(U-sENs) addresses the activation of dendritic cell event in the adverse 

 

outcome pathway fir skin sensitization. Toxzcol. In Vitro 29, 901-916. 

 

(2) EURL ECVAM (2017). The U-sENsTM test method Validation S tudy 

 

Report. 

 

Disponible 

 

l'adresse 

 

http ://ihcp.jrc.ec.europa. eu/our_labs/eurl-ecvam/eurl-ecvam 
recommendations 

 

suivante: 

 

(3) EC EURL ECVAM (2016).ESAC Opinion Nj 2016-03 on the L'Or6a1-
coordinated study on the transferability and reliability of the U~SENSTM test 

 

method for skin sensitisation testing. EUR 28178 EN; dii 10.2787/815737. 

 

Disponible & l'adresse suivante: 

 

[http ://publications.jrc.ec.europa.eu!repository/handle/JRC 103705]. 

 

(4) EC EURL ECVAM (2017). EURL ECVAM Recommendation on the use of 

 

non-animal approaches for skin sensitisation testing. EUR 28553 EN; dii 

 

10.2760/588955. Disponible & l'adresse suivante: 

 

https://ec.europ a.eu!rc/en/publicatio!eur-scientific-and-technical-research 

reports/eurl-ecvam-recommendation-use-non-animal-approaches-skin 
sensitisation-testing. 

 

(5)S tei1ing, W. (2016).Sa fety Evaluation of Cosmetic Ingredients Regarding 

 

their S kin Se nsitiztion Potential. dii: 10.33 90/cosmetics3 020014. Cosmetics 

 

3, 14 

 

(6) OCDE (2016). 

 

App 

 

Inte1 

 

roaches 

 

d 

 

and 

 

Appro 

 

Guidance 

 

Individual 

 

aches 

 

Sensitistion, S &ie 

 

Document on 

 

inおrmation 

 

to Testing 

 

sur les 

 

The 

 

Sourc 

 

Reporting 

 

es to be 

 

of Defined 

 

Used Within 

 

and Assessment (IATA) 

 

essais 

 

ENV/JM/ONO(20 16)29. Organisation 

 

et 

 

de 

 

6valutions 

 

coop&飢ion 

 

d6ve1oppement &onomiques, Paris. Disponible & l'adresse 

 

For S kin 

 

No 256, 

 

et 

 

suivante: 

 

。
、
 ー 

 

d 

 

http ://www.oecd.org!env/ehs/testing!series-testing-assessment-publications 
number. htm . 

 

(7) Urbisch, D., 

 

Landsiedel, 

 

Mehling, A., Guth, K., Ramirez, T., Honarvar, N., Kolle,S ., 

 

R., Jaworska, J., Kern, 

 

R., Ashikaga, T., Miyazawa, M., 

 

P.S., Gerberick, F., Natsch, A., Emter, 

 

Sakaguchi, H. (2015). Assessing skin 

 

sensitization hazard in mice and men using non-animal test methods. Regal. 

 

Toxicol. Phannacol. 71, 337-351, 

 

485 

 



D060575102 

 

(8)A 1$e, N., Piroird, C., Aujoulat, M., Dreyfuss,S ., Hoffmann,S ., 

 

Hohenstein, A., Meloni, M., Nardelli, L., Gerbeix, C., Cotovio, J. (2015). 

 

Prospective multicentre study of the U-sENs test method for skin 

 

sensitization testing. Toxicol In Vitro 30, 373-382. 

 

(9) Reisinger, K., Hoffmann,S .,A l6$e, N., Ashikaga, T., Barroso, J., Elcombe, 

 

C., Gellatly, N., Galbiati, V., Gibbs, S ., Groux, H., Hibatallah, J., Keller, D., 

 

P., Kiaric, M., Kolle,S ., Kuehnl, J., Lambrechts, N., Lindstedt, M., 

 

, M., Martinozzi-Teissier, S ., Natsch, A., Petersohn, D., Pike, I., 

 

Millet 

 

S akagchi,H .,S chepky, A., Tailhardat, M., Templier, M., van Vliet,E ., 

 

well, G. (2014).S ystematic evaluation of non-animal test methods for 

 

sensitisation safety assessment. Toxicol. In Vitro 29, 259-270. 

 

(10) Fabian,E ., Vogel, D., Blatz, V., Ramirez, T., Kolle, S ., Eltze, T., van 

 

Ravenzwaay, B., lesch, F., Landsiedel, R. (2013). Xenobiotic metabolizin 

 

enzyme activities in cells used for testing skin sensitization in vitro. Arch. 

 

Toxicol. 87, 1683-1696. 

 

(11) OCDE. (2018). Draft Guidance document: Good In Vitro Method Practices 

 

(GIVIMP) for the Development and Implementation of In Vitro Methods for 

 

Regulatory Use in Human Sa fety Assessment. Organisation de coop&ation 

 

et de d6veloppement 6 conomiques, Paris. Disponible ?t l'adresse suivante: 

 

http ://www.oecd.org!env/ehs/testing!OECD Final Draft GIVIMP.pdf. 

 

(12) DB-ALM (2016). Protocol no 183: Myeloid U937 S kin Se nsltlztion Test 

 

(USENSTM), 33pp. Accessible at: [http:!!ecvam-dbalm.jrc.ec.europa. eu!]. 

 

(13)S undstr6m, C., Nilsson, K. (1976). Establishment and characterization of a 

 

human histiocvtic lvmnhoma cell line (U-937). Int. J. Cancer 17. 565-577. 

 

(14) OCDE (2005).S &ie sur les essais et 6 valuations N。 34: Validation and 

 

International Acceptance of New or Updated Test Methods for Hazard 

 

Assessment. Organisation de coop&ation et de deve1oppement &onomiques, 

 

Paris. Disponible & l'adresse suivante: 

 

http :/!www.oecd.org!env/ehs!testing!series-testing-assessment-publications 
number. htm. 

 

(15) Nations unies (2015).S ysteme g6n&a1 har onis6 de classification et 

 

d'6tiquetage des produits chimiques (SG1).S T!SG!AC. 10!30!Rev. 6, sixieme 

 

6 dition r6vis6e,, New York & Geneva: Publications des Nations unies. 

 

Disponible & l'adresse suivante: 

 

http :!!www.unece.org!fileadmidDAM!trans!danger!publiノghs!ghs_revO6!Fre 

 

nch!ST-SG-AC 10-30-Rev6f.pdf. 

 

(16) OCDE (2012).S &ie sur les essais et 6 valutions N。 168: The Adverse 

 

Outcome Pathway for S kin Se nsitistion Initiated by Covalent Binding to 

 

486 

 



D060575102 

 

Proteins. Part 1: Sci entific Evidence. Organisation for Economic 

 

Cooperation and Development, Paris. Disponible & l'adresse suivante: 

 

http ://www.oecd.org!env/ehs/testing!series-testing-assessment-publications 
number.htm. 

 

(17)ECETOC (2003). Technical Report No 87: Contact sensitization: 

 

Classification according to potency. European Centre for Ecotoxicology & 

 

Toxicology of Chemicals, Brussels. Disponible & l'adresse suivante: 

 

http s://ftp.cdc.gov/pub/Documents/OEL/06.%20Dotsoi'Refrences/ECETO 

 

C_2003-TR87.pdf. 

 

487 

 



D060575102 

 

Appendice 2.1 

 

DEFINITIONS 

 

Precision: 6 troitesse de l'accord entre les r6sultats de l'essai et les valeurs de r6f&ence 

 

accept6es. Elle constitue une mesure de performance de l'essai et l'un des aspects de sa 

 

く〈pertinence》. Ce terme est souvent utils6 au sens de《 concordance, pour qualifier la 

 

proportion de r6sultts corrects d'un essai (14). 

 

AlP (Adverse Outcome Pathway, voie toxicologique impiiquee dans les effets 

 

indesirables): s6 quence d'6V6nements conduisant ?t la survenue d'un effet ind6sirale in 

 

vivo,a partir de la structure chimique d'un produit chimique cible ou d'un groupe de 

 

produits chimiques similaires et de 1'6 v6nement initiateur au niveau mol&ulaire (15). 

 

R6ponse de CD 86 hiee h la concentration: lorsqu'une concentration g6n&ant un r6sultt 

 

positif (I.S. CD86と 150) est suivie d'une concentration pr6sentant un I.S. CD86 encore 

 

sup&ieur, l'effet est dpendant de la concentration (rponse li& ?t la concentration). 

 

Produit chimique: une substance ou un melange. 

 

CV70: concentration estim& g6n6rant une vibllit6 cellulaire de 70 %. 

 

Derive: i) la valeur c orrig6e %CD86+ pour le r6plicat 3 du t6moin non trait6 est inf&ieure 

 

a50 % de la moyenne coig6e de la valeur %cD86+ pour les r6p1icts 1 et 2 du t6mon non 

 

trait6; et ii) la valeur corrig6e %CD86+ pour le replict 3 du t6moin n6gatif est inf&ieure 

 

?t 50 % de la moyenne coig6e de la valeur %CD86+ pour les r6p1icats i et 2 du t6mom 

 

n6gatif. 

 

un I.S. de 150 % pour l'expression de C D86. 

 

EC150: concentrations e stim6es 

 

Cytometrie en flux: technique de cメom6trie dans laquelle des cellules en suspension dans 

 

un fluide passent une par une dans un faisceau d'excitation lumineuse; la lumi6re est 

 

diffus6e selon les caract&istiques des cellules et de leurs composants; les cellules sont 

 

souvent ma rqu6es avec des marqueurs fluorescents pour que la lumi6re soit d'abord 

 

めsor6e puis e mise t nouveau & une autre f6quence. 

 

Danger: propri6t6 intrins6que d'un agent ou situation susceptible de provoquer des effets 

 

ind6sirbles lorsqu'un organisme, un sys t6me ou une (sous-) population est expos6(e) & cet 

 

agent. 

 

IATA (Integrated Approach to Testing and Assessment, approches in t6gr&s en 

 

matiしre d'essais et d'6valuation): approche s tructur6e utilis6e dans l'identification du 

 

danger (potentiel), la caract6ristion du danger (puissance) et/ou dans l'6valution de la 

 

s&urit6 (potentiel de danger/puissance du danger et exposition) d'un produit chimique ou 

 

d'un groupe de produits chimiques, qui int6gre de f9on strt6gique et pond6r6e toutes les 
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donn6es pertinentes dans le but d'informer une d&ision r6glementaire sur le danger 

 

potentiel et/ou le risque et/ou le besoin d'effectuer d'autres tests c bl6s. 

 

Melange: m6lange ou solution constitu6(e) d'au moins deux substances. 

 

dans 

 

d6丘nle par sa composition 

 

i hauteur de 80 % 

 

Substance mono-constituant: substance, 

 

laquelle un constituant principal est pr6sent 

 

Substance multi-constituants: substance, d6丘nie par sa composition quantitative, dans 

 

laquelle plus d'un constituant principal est pr6sent dans une concentration?: 10 % (m!m) 

 

et< 80 % (m!m). Une substance multi-constituants r6sulte d'un processus de fabrication. La 

 

diff&ence entre un m6lange et une substance multi-constituants est que le m6lange est 

 

obtenu en associant deux substances ou plus sans r6action chimique. Une substance multi-
constituants r6sulte d'une r6action chimique. 

 

Temoin positif: rplicat contenant tous les composants d'un syst6me d'essai, trit6 avec une 

 

substance comme pour induire une r6ponse positive. Pour permettre d'6valuer la v ariabilit6 

 

de la rponse du t6moin positif dans le temps, l'ampleur de la r6ponse positive ne doit pas 

 

etre excessive. 

 

Pre-haptenes: produits chimiques devenant sensibilisants suite ?t une transformation 

 

abiotique, par exemple par oxydation. 

 

Pro-haptenes: produits chimiques acqu&ant un pouvoir sensibilisant pour la peau suite t 

 

une activation enzymatique. 

 

Pertinence: d&rit la relation entre l'essai et l'effet &udi6, et rend compte de l'ad6qution 

 

de l'essai et de son utilit6 a des丘 ns s p6ci丘ques. La pertinence indique dans quelle mesure 

 

l'essai mesure ou pr6dit correctement l'effet biologique d'int&&. La pertinence tient compte 

 

de la prcision (concordance) de l'essai (14). 

 

Fiabilite: indique dans quelle mesure la mise en a uvre d'un essai peut e tre reproduite au 

 

cours du temps par un llleme laboratoire ou plusieurs laboratoires utilisant le meme mode 

 

op&atoire. Pour l'6vauer, on calcule la reproductibilit6 intra-laboratoire et inter-laboratoires 

 

et la rp&abllit6 intra-laboratoire (14). 

 

Epreuve: consiste a tester un ou plusieurs produits chimiques parall6lement a un 

 

solvant/v6hicule et & un t6moin positif. 

 

sont correctement class6s 

 

produisant des donn&s 

 

Sensibilit': proportion des produits chimiques positifs/actifs qui 

 

par the test. Elle permet de mesurer la pr&ision d'un essai 

 

ct6gorielles, et constitue un aspect important de l'6valuation de la pertinence de lessai (14). 

 

yenne g6om&rique de l'intensit6 de 

 

it chimique compar6e & l'IMF des 

 

.S.: indice de stimulation. Valeur relative de la i 

 

fluorescence (IMF) des cellules e xpos6es au pro 

 

cellules dans le so lvant/v6hicule. 
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Temoin de solvant/vehicule: &hantillon non trait6 contenant tous les composants d'un 

 

syst6me d'essai, e xcept6 le produit chimique d'essai, mais comprenant le solvant /v6hicule 

 

utilis6. Il sert t d&erminer une rponse de r6f&ence pour les &hantillons trit6s avec le 

 

produit chimique d'essai dissous ou en dispersion stable dans le llleme s olVant/v6hicule. 

 

Test6 simultan6ment avec un t6moin avec milieu, cet &hantillon indique 6 galement si le 

 

solvant/6hicule interagit avec le syst6me d'essai. 

 

Sp&ificit': proportion des produits chimiques n6 gtif/inactifs qui sont correctement 

 

class6s par l'essai. Elle permet de mesurer la pr6cision d'un essai produisant des donn6es 

 

t6gorielles, et constitue un aspect important de l'6valution de la pertinence de l'essai 

 

(14). 

 

Tampon de coloration: solution tampom6e de phosphate contenant 5 % s&um de veau 

 

fcetal. 

 

Substance: 6 l6ment chimique et ses compos6s t l'&at naturel ou obtenus par un proc6d6 de 

 

production, y compris tout additif n&essaire pour prserver leur stbilite ainsi que toute 

 

impuret6 produite par le prc&l6 utilis6, mais a l'exclusion de tout solvant pouvant &re 

 

extrait sans affecter la stabilit6 de la substance ni modifier sa composition. 

 

Produit chimique d'essai: toute substance ou tout m6lange soumis au pr6sent essai.. 

 

SG1 (Systもme general harmonise de classification et d'&iquetage des produits 

 

chimiques des Nations unies):sys teme proposant la classification des produits chimiques 

 

(substances et m6langes) conform6ment a des types et des niveaux n ormalis6s de dangers 

 

physiques, sanitaires et environnementaux, ainsi que la coniuniction des 6 l6ments 

 

d'information correspondants, notamment par des pictogrammes, mentions d'avertissement, 

 

mentions de danger, conseils de prudence et fiches de donn6es de s &urit6, afin de diffuser 

 

des informations sur leurs effets ind6sirbles dans l'objectif de prot6ger les personnes (en 

 

particulier les employeurs, e mploys, transporteurs, consommateurs et persormels des 

 

services d'urgence) et l'environnement (16). 

 

IjVCB: substance de composition inconnue ou variable, produit r6actiormel complexe et 

 

materiaux biologiques. 

 

Essai valide: essai dont la pertinence et la fibilit6 sont jug6es satisfaisantes pour des fins 

 

sp&i丘ques, et qui repose sur des principes scientifiquement valables. Un essai n'est jamais 

 

valide dans l'absolu, mais seulement par rapporta une fin particuli6re (14). 
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ADpendice 2.2 

 

Avant d'utiliser en routine l'essai d&rit dans le pr6sent appendice & la m&hode d'essai B .71, 

 

les laboratoires doivent d6montrer leurs comp6tences techniques en obtenant la pr6diction 

 

attendue avec l'essai U~SENSTM pour les 10 substances recomrnand&s au tableau i et en 

 

obtenant des valeurs C V7o et EC l5o compatibles avec les plages de r6f&ence respectives 

 

d'au moins 8 substances d'6preuve sur il. Ces substances ont6t6 s6lectioml6es de f90n & 

 

repr6senter la gamme des r6ponses possibles en ce qui concerne les dangers de 

 

sensibilisation cutan6e. Les autres criteres 6 taient la disponibllit6 des substances dans le 

 

commerce, ainsi que la disponibilit6 de donn6es de r6f&ence in vivo et de doill6es in vitro 

 

de grande qualit6 g6n&6es avec l'essai U~SENSTM. De plus, les don6es de r6f&ence 

 

publi&s sont disponibles pour l'essai U-sENsTM (1) (8'). 

 

Tableau 1: substances recommand&s pour dmontrer les comp&ences techniques relatives i l'essai U-

SENST1 

 

U- U-sENsTM U-sENsTM 

 

sENsTM 

 

EC 150 

 

plage de 

 

r6f&ence 

 

enp g/m12 

 

Positif 

 

(S 10) 

 

CV 70 

 

plage de 

 

r6frenCe 

 

en ig/Inl2 

 

So1vant/ 

 

Vehicule 

 

Prediction 

 

加vivo1 

 

1tat 

 

physique 

 

N0CAS 

 

Substances 

 

d''preuve de 

 

competence 

 

': 30 

 

Positif 

 

(S50) 

 

> 50 

 

Milieu 

 

complet3 

 

Milieu 

 

complet 

 

Sensbilisant 

 

（めn) 

 

Solde 

 

106-503 

 

4-Phenlenediamine 

 

Sensibilisant 

 

（めn) 

 

Acide picrylsulfonique 2508-19-2 Liquide 

 

Positif 

 

(S 20) 

 

10- 100 

 

DMSO 

 

Sensibilisant 

 

(md&6) 

 

Liquide 

 

141-05 -9 

 

Mal6ate de diethle 

 

Positif 

 

(S50) 

 

> 100 

 

Milieu 

 

complet 

 

Sensibilisant 

 

(md&6) 

 

So1ide 

 

108-463 

 

Rsorcinol 

 

Positif 

 

(10-100) 

 

> 100 

 

DMSO 

 

Sensibilisant 

 

(faible) 

 

So1ide 

 

104-54-Alcool cim'iamique 

 

Positif 

 

(< 200) 

 

> 100 

 

DMSO 

 

Sensibilisant 

 

(faible) 

 

Liquide 

 

140-67-0 

 

4-Allylanisole 

 

N6gatif 

 

(>200) 

 

> 200 

 

DMSO 

 

Non 

 

sensibilisant 

 

So1ide 

 

81-07-2 

 

Saccharine 

 

N6gatif 

 

(>200) 

 

> 200 

 

Milieu 

 

complet 

 

Non 

 

sensibilisant 

 

Liquide 

 

56-8 1巧 

 

Glyc&ol 

 

N6gatif 

 

(>200) 

 

> 200 

 

Milieu 

 

complet 

 

Non 

 

sensibilisant 

 

Liquide 

 

50-2 1巧 

 

Acide lactique 

 

N6gatif 

 

(>200) 

 

> 200 

 

DMSO 

 

Non 

 

sensibilisant 

 

So1ide 

 

69-72-7 

 

Acide salicylique 
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Abrvatons: N0CAS = Num&o d'enregistrement au Chemical Abstracts Se rvice 

 

Prdiction de danger (et de puissance) in vivo d'aprs les donn6es ELGL (1) (8). La puissance in vivo est obtenue 

 

d'aprs les c rit己rs prpos6s par 1'ECETOC (17). 

 

Bas& sur les valeurs historiques observ&s (1) (8). 

 

Milieu complet: milieu RPMI-1640 supplement avec 10 % s&un de veau f潟tal, 2 niIVI L-glutaniine, 100 units/nl 

 

penicillne et 100 ig/l streptomycine (8). 
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Appendice3 

 

SENSIILISATION CUTANEE IN VITRO:ESSA 1 IL-8 LUC 

 

REMARQUES PRELIMINIRES ET LIMITES 

 

1. Contrairement a des essais visant a analyser le niveau d'expression de marqueurs de 

 

surface, le test IL-8 Luc permet de quantifier les variations d'expression de I L-8, une 

 

IL-8 d6riv6e 

 

monoc界aire 

 

cメokine a ssoci6e a l'activation des DC. Dans la lign6e cellulaire rapporteur 

 

de la lign6e cellulaire de leucemie 

 

est mesur6e a la suite de l'exposition a des 

 

de la lign6e TIP-i (TIP-G8, issue 

 

humaine TIP-i), l'expression d'IL-8 

 

sensibilisants (1). Le niveau d'expression de la lucif&ase est ensuite utilis6 pour aidera 

 

distinguer les sensibilisants des non-sensibilisants cutan6s. 

 

2. 18. L'essai IL-8 Luc a fait l'objet d'une 6tu de de validation (2) men& par le Centre 

 

japonais de validation des m&hodes de substitution (faCVAM), le Minis t己re de 

 

l'&onomie, du commerce et de l'industrie (METT) et la So ci&6 japonaise pour les 

 

m&hodes alternatives h l'experimentation animale (ISAAE), suivie d'un examen 

 

ind6pendant par des pairs (3) sous la conduite du JaC VAM et du Minist&e de la sant6, du 

 

travail et des affaires sociales (MILW), avec l'appui de la Cooperation internationale 

 

relative aux m6thodes de substitution h l'exp&imentation animale ('CAT').A pr的 

 

analyse des preuves disponibles et sur avis des organismes de r6gulation et des parties 

 

prenantes, l'essai IL-8 Luc est consid&6 comme utile dans le cadre d'une approche 

 

int6gr6e de type IATA, pour aider a distinguer les sensibilisants des non-sensibilisantsa 

 

des fins de classification et d'6tiquetage des dangers. On trouvera dans la litt&ature des 

 

exemples d'utilisation des donn6es IL-8 Luc combin6es a d'autres sources d'information 

 

(4)(5)(6). 

 

3. Il a 6t6 demontr6 que l'essai IL-8 Luc est transfrble a des laboratoires e xp&imentes dans 

 

le domaine des cultures cellulaires et des mesures de la lucif&ase. Le niveau de 

 

reprodctibilit6 &ait de l'ordre de 87,7 % intra-laboratoire et 87,5 % inter-laboratoires (2). 

 

Les donn&s obtenues lors de l'6tude de validation (2) et dans les autres travaux publi6s (1) 

 

(6) d6montrent que, compar6 a 1'ELGL, l'essai IL-8 Luc a permis d'6mettre une pr6diction 

 

positive ou n6 gtive pour 118/143 produits chimiques, a fourni des r6sultats non 

 

concluants pour 25 produits chimiques et pr6sete une pr&ision de 86 % (101/118), une 

 

sensibilit6 de 96 % (92/96) et une s p&ificit6 de 41 % (9/22) pour faire la distinction entre 

 

les produits chimiques sensibilisants (ct6gorie i du S GH de l'ONU) et non sensibilisants 

 

(《sans cat6gorie》 selon le S G1 de l'ONU).E n ne tenant pas compte des substances en 

 

dehors du domaine d'applicabilit6 de la m6thode, voir ci-dessous (paragraphe 5), l'essai 

 

'L-8 Luc a vermis de classer 113/136 p roduits chimiuues comme p ositif ou n6aatif. et 23 
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produits chimiques comme non concluants. La pr&ision de l'essai IL-8 Luc est de 89 % 

 

(101/113), la sensibi1it6 est de 96 % (92/96) et la sp&icit6 est de 53 % (9/17). Reprenant 

 

des donn6es chez l'humain cit6es dans Urbisch et al. (7), l'essai 'L-8 Luc a permis de 

 

classer 76/90 produits chimiques comme positifs ou n6gatifs, et 14 produits chimiques 

 

comme non concluants. La pr&cision de l'essai IL-8 Luc est de 80 % (61/76), la sensibilit6 

 

est de 93 % (54/58) et la s p&ificit6 est de 39 % (7/18). En ne tenant pas compte des 

 

substances en dehors de son domaine d'applicabilit6, l'essai IL-8 Luc a permis de 

 

classer 71/84 produits chimiques comme positifs ou n6gtifs et 13 produits chimiques 

 

comme non concluants. La pr&ision de l'essai IL-8 Luc est de 86 % (61/71), la 

 

sensibllit6 est de 93 % (54/58) et la sp&ificit6 est de 54 % (7/13). Ii est probable que les 

 

faux-n6gatif dans les pr6dictlons effectu&s avec l'essai IL-8 Luc concernent plus de 

 

produits chimiques ayant une puissance de sensibilisation de la peau faible & mod&6e 

 

(sous-categorie lB du S G1/CLP) que de produits chimiques ayant une puissance de 

 

sensibilisation de la peau ele v6e (sous-cat6gorie lA du S G1/CLP) (6). Dans leur 

 

ensemble, les informations indiquent que l'essai IL-8 Luc aide & 6 valuer le potentiel de 

 

sensibilisation cutan6e des produits chimiques. Les valeurs relatives & la pr&ision de 

 

l'essai IL-8 Luc utilis6 seul n'ont qu'un caract6re indicatif, car cet essai doit &re combin6 & 

 

d'autres sources d'information dans le contexte d'une d6marche IATA, et confor 6ment 

 

aux dispositions 6 nonc6es aux paragraphes 7 et 8 et en introduction. Au demeurant, dans 

 

l'valuation des essais de sensibilisation cutan6e sans exp&imentation animale, il convient 

 

de tenir compte du fait que 1'ELGL et les autres essais sur animaux ne refktent peut -&re 

 

pas parfaitement la situation chez l'&re humain. 

 

4. Les donn6es actuellement disponibles montrent que l'essai IL-8 Luc est applicable & des 

 

produits chimiques couvrant divers groupes fonctionnels organiques, m&anismes de 

 

r6action, puissances de sensibilisation cutan& (telles qu'6tablies par des 6 tudes in vivo) et 

 

propri&6s physico-chimiques (2) (6). 

 

5. Certes, l'essai IL-8 Luc utilise le solvant X-VIVO1M 15, cependant il permet de classer 

 

correctement les produits chimiques pr6sentant un Log Koe> 3,5 et ceux pr6setant une 

 

hydrosolubllit6 autour de 100 .tg/ml telle que calcul& avec le logiciel EP!s ulteTM.TM En 

 

outre, les performances de la m&hode pour d6tecter les sensibilisants faiblement 

 

hydrosolubles sont meilleures que celles de l'essai IL-8 Luc utilisant le dim6thylulfoxyde 

 

(D1S0) comme solvant (2). Cependant, des r6sultats n6gatif obtenus avec des produits 

 

chimiques d'essai non dissous ?t 20 mg/mL peuvent &re des faux n6gatif, car les produits 

 

chimiques sont insolubles dans le X-VW0lM 15. Par cons6quet, pour ces produits 

 

chimiques, les r6sultats n6 gatifs ne doivent e tre consid&6s. Lors de l'&ude de validation, 

 

un taux 6 lev6 de faux n6 gatif a 6t6 o bserv6 pour les anhydrides. De plus, en raison des 

 

capacit6s m&aboliques imit6es de la lign& cellulaire utilis6e (8) ainsi que des conditions 

 

exD&imentales. les Dro-ha1tenes (substances n&essitant une activation enzvmatique) et les 
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pr6-hapt6nes (substances a ctiv6es par oxydation), peuvent eux aussi donner des r6sultats 

 

n6gtifs avec cet esai. Il est a noter que, bien que les r6sultats negatifs obtenus avec de 

 

potentiels pr- ou pro-haptenes doivent &re inte甲ret6s avec pr&aution, l'essai IL-8 Luc a 

 

permis d'identifier correctement 11/11 pr6-hapt6nes, 6/6 pro-haptenes et 6/8 pr6- ou pro-

haptenes dans la base de donn&s IL-8 Luc (2). L'examen complet r&emment men6 sur 

 

trois essais sans exp&imentation animale (DPRA,Ke rtinoSensTM et h-CLAT) pour 

 

l'identification des pr6- et pro-haptenes (9) et le fait que les cellules TH P-G8 utilis&s dans 

 

l'essai IL-8 Luc soient une lign6e issue de la lign6e TIP-i utllis6e dans l'essai h-CLAT, 

 

permettent de conclure que l'essai IL-8 Luc, combin6 avec d'autres essais, peut contribuer 

 

aa 6liorer la se nsibilite des essais sans exp&imentation animale dans la d6tection des pr-ー 

 

et pro-haptenes. Les surfactants test6s a ce jour ont gener6 des (faux) positifs, quel que soit 

 

leur type (cationique, anionique ou non-ionique). Pour finir, les produits chimiques qui 

 

interfrent avec la lucif&ase peuvent masquer son a ctivit6 ou en emp&her les mesures, ce 

 

qui peut r6sulter en une apparente inhibition ou une luminescence accrue (10). Par 

 

exemple, il a 6t6 rapport6 que les concentrations en phyto-astrog6nes sup&ieures a i .tl 

 

provoquent une interf&ence avec les signaux luminescents dans d'autres essais par g己ne 

 

rapporteur de la lucif&ase,a cause d'une sur-activation du gene rapporteur de la lucif&ase. 

 

Par cons6quent, l'expression de la lucif&ase observ6e en pr6sence d'une forte 

 

concentration de ph界o-(nstrog6nes ou de compos6s suspect6s d'activer le g己ne rapporteur 

 

de la lucif&ase de mani&e similaire doit e tre examin6e avec pr&aution (ii).E n se basant 

 

sur les criteres ci-dessus, les surfactants, les anhydrides et les produits chimiques qui 

 

interfrent avec la lucif&ase sont exclus du champ d'application de la pr6sente m6 thode. 

 

S'il est d6montr6 que l'essai IL-8 Luc n'est pas applicablea d'autres cat6gories sp&ifiques 

 

de produits chimiques d'essai, cette m&hode ne doit pas leur &re appliqu6e. 

 

6. Comme indique ci-dessus, l'essai I L8-Luc aide a distinguer les sensibilisants cutan6s des 

 

non-sensibilisants. Des travaux compl6mentaires, s'appuyant de pref&ence sur des 

 

donn6es humaines, seront toutefois n&essaires pour d&erminer si les r6sultats de l'essai 

 

IL8-Luc pourraient contribuer a l'6valuation de la puissance de sensibilisation dans le cadre 

 

d'une approche combinant d'autres sources d'information. 

 

7. Les d61nitions sont fournies l'Appendice 3.1 

 

P1UNCIPE DE L'EssAI 

 

8. L'essai IL-8 Luc utilise la lign6e cellulaire de leuc6mie monoc界aire humaine, TIP-i, 

 

obtenue aupr6s de l'Anierican Type Culture Co llction (Manassas, VA, UsA). A partir de 

 

cette lign6e TIP-i, le d6partement de dermatologie de l'&ole de m6decine a l'universit6 

 

de Tohoku a d6velopp6 la lign& TH P-G8 rapporteur IL-8, laquelle contient les genes de la 

 

lucifrase orange (Stb1e Luciferase Orange,S L0) et rouge (Stb1e Luciferase Red,S LR) 
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plac6s sous le co ntr6le des promoteurs de IL-8 et de la Glyc&ald6hyde-3-phosphte 

 

d6shydrog6nase (GAPDI), respectivement (1). Ce systeme permet de quantifier 

 

l'induction du gene de la lucif&ase en d6tectant la luminescence issue d'un substrat de 

 

lucif&ase connu pour son 6 mission lumineuse, comme indicateur de l'activit6 de IL-8 et de 

 

la GAPDH dans les cellules i la suite de l'exposition & des produits chimiques 

 

sensibilisants. 

 

9. Le test bi-couleurs comprend une lucifrase 6me ttant dans l'orange (sLO, ?'max = 580 nr) 

 

(12), marqueur de l'activation du promoteur IL-8, ainsi qu'une lucif&ase 6 mettant dans le 

 

rouge (SLR,入 max = 630 nr) (13), marqueur de l'activation du promoteur interne t6moin, 

 

GAPDI. Les deux lucif&ases 6 mettent dans des couleurs diff&entes lorsqu'elles 

 

r6agissent & la d-lucif&ine de luciole, leur luminescence est mesur& en parall6le, lors 

 

d'une r6action en une &ape, en subdivisant la lumi&e 6m ise dans le m6lange d'essai & 

 

l'aide d'un filtre optique (14) (voir Appendice 3.211). 

 

10. Les cellules TH P-G8 sont trait6es pendant 16 heures avec un produit chimique d'essai, 

 

puis l'activit6 de la lucif&ase S L0 (sLO-LA), marqueur de l'activit6 du promoteur I L-8, 

 

et l'activit6 de la lucif&ase S LR (SLR-LA), marqueur de l'activit6 du promoteur GAPDI, 

 

sont mesures. Par souci de lisibilit6, sLO-LA et S LR-LA sont respectivement appel6es 

 

IL8LA et GAPLA. On trouvera au tableau 1 une description des termes associ6s & 

 

l'activit6 de la lucif&ase dans l'essai IL-8 Luc. Les valeurs mesur&s sont utilis6es pour 

 

calculer l'IL8LA normalis& (nIL8LA), c'est-&-dire le ratio IL8LA/GAPL. L'induction 

 

de nIL8LA (Ind-IL8LA) est le ratio de la moyenne a rithm6tique des quatre valeurs 

 

mesur6es de nIL8LA des cellules TH P-G8 trait6es avec le produit chimique d'essai, 

 

divis6e par la moyenne des valeurs de nIL8LA des cellules TH P-G8 non trait6es. 

 

L'inhibition de GAPLA (Inh-GAPLA) est le ratio de la moyenne arithm&ique des quatre 

 

valeurs mesur&s de GAPLA des cellules TH P-G8 trait&s avec le produit chimique 

 

d'essai, divis& par la moyenne des valeurs de GAPLA des cellules TH P-G8 non trait&s. 

 

Inh-GAPLA est un maraueur de ctotoxicit6. 

 

Tableau 1: Description des termes ass oci6s & l'actidt de la lucif&ase dans l'essai IL-8 Luc 

 

D6finition 

 

ActiVit6 de la lucif&ase rouge S LR indicative de l'actiVit6 du promoteur 

 

GAPDI 

 

Activit6 de la lucif&ase orange S LO indicative de l'activit6 du 

 

promoteur IL-8 

 

IL8LA / GAPLA 

 

nIL8LA des cellules TH P-G8 expos6es aux produits chimiques / 

 

nIL8LA des cellules non expos&s 

 

GAPLA des cellules TH P-G8 expos6es aux produits chimiques / 

 

GAPLA des cellules non e xpos6es 
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La plus faible concentration du produit chimique a laquelle Inh-GAPLA 

 

est< 0,05. 

 

CVO5 

 

11. Des normes de performance (15) permettent de simplifier la validation d'essais in vitro 

 

modifi6s utilisant des tests IL-8 Lucif&ase similaires au test IL-8 Luc, et de modi丘er 

 

rapidement la ligne directrice 442E de l'OCDE pour y i nt6grer ces essais. L'acceptation 

 

mutuelle des donn6es (AID) ne sera garantie que pour les essais Va lid6s selon les normes 

 

de performance, si ces essais ont6t6 examin6s et aout6s & la ligne directrice 442E par 

 

l'OCDE (16). 

 

DEMONSTRATION DES COM PETENCES 

 

12. Avant d'utiliser en routine l'essai d&rit dans le pr6sent appendice ?t la m6thode d'essai 

 

B .71, les laboratoires devront faire la preuve de leurs comp&ences techniques, en r6alisant 

 

l'essai sur les dix substances d'6preuve list&es & l'appendice 3.3 et confrm6ment aux 

 

Bonnes pratiques des m&hodes in vitro (17). En outre, les utilisateurs de l'essai devront 

 

conserver une base de donn&s historiques g6n&&s avec les v&ifications de r6activit6 

 

(voir paragraphe 15), avec le t6moin positif et avec le t6moin de solvant/v6hicule (voir 

 

paragraphes 21-24), et devront utiliser ces donn6es pour confirmer la reproductibilit6 de 

 

l'essai dans le temps au sein de leur laboratoire. 

 

PROCEDURE 

 

13. Le mode o p6ratoire de r6f&ence pour l'essai IL-8 Luc est disponible et doit e tre suivi lors 

 

de la mise en a uvre de la m6thode d'essai (18). Les laboratoires souhaitant mener cet essai 

 

peuvent obtenir la lignee cellulaire recombinanteTH P-G8 aupres du laboratoire 

 

GPC Lab. Co. Ltd., Tottori, Japon a pres signature d'un accord de transfert de mat&iel, en 

 

ligne avec les conditions 6 nonc&s dans le modele OCDE. Les paragraphes qui suivent 

 

fournissent une description des principaux composants et protocoles de l'essai. 

 

Preparation des celluless 

 

14. Il convient d'utiliser la lign6e cellulaireTH P-G8 du laboratoire GPC Lab. Co. Ltd., 

 

Tottori, Japon, pour mener l'essai IL-8 Luc (voir paragraphes 8 et 13). A leur r&eption, les 

 

cellules sont repiqu&s (2-4 repiquages) et congel&s pour &re stock&s en r6serve 

 

homog6ne. Les cellules de cette r6serve peuvent &re repiqu6es jusqu'& six semaines, sans 

 

d6passer 12 repiquages. Le milieu de culture utilis6 pour le repiquage est le RPMI-1640 

 

contenant 10 % s&um bovin ftal (SBF), une solution d'antibiotique! antimycosique 

 

(100 U!ml p6nicilline G, 100" g!ml streptomycine et 0,25" g!ml amphot&icine B dans une 
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Jag/mi puromycine 

 

exemple). 

 

solution saline a 0,85 %) (GIBCO Ca t#15240-062, par exemple), 0,15 

 

(CAS:58-58-2, par exemple) et 300 ig/ml G418 (CAS:10832 l-42-2, par 

 

15. Avant utilisation des cellules pour l'essai, elles doivent &re qualifi6es par une v&ification 

 

de r6activit6. Cette v&ification doit e tre e ffctu6e une a deux semaines, ou 2 

 

& 4 repiquages,a pr6s d6cong6lation, avec comme t6moin positif le 4-nitrobenzle bromure 

 

(4-NBB) (CAS:100-11-8, puret6? 99 %) et comme t6moin n6 gtif l'acide lactique 

 

(CAS:50-21-5, puret6? 85 %). Le 4-NBB doit g6n&er une r6ponse positive pour 

 

!nd-!L8LA (と 1,4), l'acide lactique doit g6n&er une r6ponse n6gtive pour Ind-IL8LA 

 

(< 1,4).S eules les cellules ayant r6ussi la v&ification de r6actlvlt6 sont utilis&s pour 

 

l'essai. La v&ification est r6alis& suivant la proc6dure d&rite aux paragraphes 22-24. 

 

16. Pendant l'essai, les cellulesTH P-G8 sont ensemenc&s & une denslt6 de 2 

 

& 5 x io5 celiuies/ml, puis plac&s en pr6cuiture dans des flacons de culture pendant 48 

 

& 96 heures. Le jour de l'essai, les cellules sont r&olt&s depuis le flacon de culture et 

 

rinc6es avec du RPM!- 1640 contenant 10 %SB F sans antibiotiques, puis suspendues & une 

 

densit6 de i x 106 cellules/ml dans du RPM'- 1640 contenant 10 %sB F sans antibiotiques 

 

Les cellules sont enduites r6parties dans une plaque microtitre noire 96 puits & fond plat 

 

(Costar C t#3 603, par exemple) & raison de 50 tl par puits (5 x io4 cellules/puits). 

 

Preparation du produit chimique d'essai et des substances temoin 

 

17. Les produits chimiques d'essai et les substances t6moin sont pr6par6s le jour de l'essai. 

 

Dans la m&hode IL-8 Luc, les produits chimiques d'essai sont dissous dans du 

 

X-VW0]M 15, un milieu sans s&um disponible dans le commerce (Lonza, 04-418Q), 

 

jusqu'& une concentration finale de 20 mg/ml. Le milieu X~V!V0TM 15 est jout6 & 20 mg 

 

de produit chimique d'essai (quelle que soit la solubilit6 du produit chimique) dans un 

 

microtube, puis l'on compl6te pour atteindre un volume de i ml, le tube est melange 

 

vigoureusement et place sur un m6l ageur rotatif & une vitesse maximale de 8 rpm 

 

pendant 30 minutes & temp6rature ambiante (environ 20。C). De plus, si les produits 

 

chimiques solides restent insolubles, le tube est soumis & une sonication jusqu'& dissolution 

 

compl6te du produit chimique ou jusqu'& obtention d'une dispersion stable.Si les produits 

 

chimiques sont solubles dans le X-VIV0]M 15, la solution est dilu6e suivant un facteur 5 

 

dans du X~V!V0TM 15 et utils6e comme solution de base des produits chimiques dans le 

 

X-VIV0]M 15 (4 mg/mi).sl les produits chimiques sont non-solubles dans le 

 

X-VW0]M 15, le m6lange est & nouveau m6lang6 par rotation pendant au moins 30 

 

minutes, puis cetrifug6 & 15 000 rpm (に 20 000 g) pendant 5 minutes. Le surnageant 

 

obtenu est utils6 comme solution de base des produits chimiques dans le X-VW0]M 15.si 

 

d'autres solvants sont utilis6s, par exemple le D1S0, l'eau ou du milieu de culture, les 

 

raisons scientifiques de ce choix doivent &re e xpliqu6es. La proc6dure d6talll6e de dilution 

 

des produits chimiques est fournie & l'appendice 3.5. Les solutions de X-V!V0]M 15 
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d&rites aux paragraphes 18-23 sont m6lang6es & 1:1 (v/v) avec les cellules en suspensions 

 

pr6par6es dans la plaque microtitre noire 96 puits & fond plat (voir paragraphe 16). 

 

18. La premi6re 6 preuve a pour but de d&erminer la concentration cメotoxique et d'6va1uer le 

 

potentiel de sensibilisation cutan6e des produits chimiques. Une s6rie de dilutions de 

 

facteur 2 des solutions de base des produits chimiques dans le X~VIVoTM 15 est r6ali 

 

avec du X-VIV0]M 15 (voir Appendice 3.5), dans une plaque microtitre 96 puits (Costar 

 

C t?EW-01729-03, par exemple). Ensuite, dans chaque puits d'une plaque microtitre 

 

noire 96 puits & fond plat, on ajoute 50 i1 de solution dilu6e & 50 i1 de cellules en 

 

suspension. En cons6 quence, pour les produits chimiques d'essai solubles dans le 

 

X-VWo]M 15, la concentration finale de produit chimique se situe dans une fourchette 

 

allant de 0,002 & 2 mg/ml (Appendice 3.5). Pour les produits chimiques d'essai non 

 

solubles dans le X-VW0]M 15 & 20 mg/llll, seuls des facteurs de dilution allant de 2 & 210 

 

sont pr6vus, bien que les concentrations finales r&lles des produits chimiques d'essai 

 

restent approximatives et d6pendent de la concentration de saturation des produits 

 

chimiques d'essai dans la solution de base X~VIV 0TM 15 

 

19. Dans les 6 preuves suivantes (r6plicats deux, trois et quatre), la solution de base 

 

X-V1V0lM 15 est pr6paree & une concentration quatre fois sup&ieure & la concentration de 

 

viabilit6 cellulaire 05 (CVOS, la concentration la plus faible & laquelle Inh-GAPLA< 0,05) 

 

o bserv6e lors de la premi&e 6 preuve.S i la valeur Inh-GAPLA ne baisse pas sous la limite 

 

de 0,05 & la plus haute concentration test6e dans la premi&e 6 preuve, la solution de base 

 

X-VIV0]M 15 est pr6par6e & la concentration la plus 6 lev6e de la premi6re 6 preuve. La 

 

concentration CVOS est calcul6e en divisant la concentration de la solution de base de la 

 

premiere 6 preuve par le facteur de dilution de CVOS (X) n&essaire pour diluer la solution 

 

de base au point d'atteindre la valeur CVOS (voir Appendice 3.5). Pour tester les 

 

substances non solubles dans le X-VIVO & 20 mg/mL. la CVOS est d&ermin& par la 

 

concentration de la solution de base x 1/X. Pour les 6 preuVes 2 & 4, une seconde solution 

 

de base est p repar6e & une concentration de 4 x C V50 (Appendice 3.5). 

 

20. Une s6rie de dilutions des secondes solutions de base de X-VIVO1M 15 est r6alis& suivant 

 

un facteur 1,5 dans une plaque microtitre 96 puits. Ensuite, dans une plaque microtitre 

 

noire 96 puits & fond plat, on ajoute 50 il/puits de la solution dilu6e & 50 i1/puits de 

 

suspension cellulaire. Chaque concentration de chaque produit chimique d'essai est test6e 

 

dans 4 puits. Les &hantillons sont ensuite m6l ang6s sur un agitateur de plaques et incub6s 

 

pendant 16 heures & 37。C, 5 % C02, puis 1'activit6 de la lucif&ase est m esur 

 

c onfrm6ment & la proc6dure d&rite ci-dessous. Pour &ablir une pr&liction positive ou 

 

n6 gtive, il faut avoir test6 les produits chimiques d'essai dans 4 6 preuves au maximum 

 

avec l'essai IL-8 Luc 
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21. Le t6mon de solvant est un m6 lange de 50 il/pults de X~VIVoTM 15 et de 50 il/puts de 

 

suspension cellulaire dans du RPMI-1640 contenant 10 %S BF. 

 

22. Le t6min positif recommand6 est le 4-NBB. A 20 mg de 4-NBB plac6s dans un microtube 

 

de 1,5 ml, on ajoute du X~VIVoTM 15 jusqu'a atteindre 1 ml. Le tube est m6lang6 

 

vigoureusement et plac6 sur un m6 langeur rotatif i une vitesse maximale de 8 rpm pendant 

 

au minimum 30 minutes, puis centrifug6 ?t 20 000 g pendant 5 minutes. Le surnageant 

 

obtenu est dilu6 suivant un facteur 4 dans le X-VW0]M 15, puis 500 il du surnageant 

 

dilu6 sont trasfr6s dans un puits sur une plaque microtitre 96 puits. Le surnageant dilu6 

 

est a nouveau dilu6 dans du X-VIV0]M 15 suivant des facteurs 2 et 4, puis on ajoute 50F 1 

 

des solutions & 50 tl de cellules TH P-G8 en suspension dans une plaque microtitre 

 

noire 96 puits & fond plat (Appendice 3.6). Chaque concentration du temoin positif est 

 

test6e dans 4 puits. La plaque microtitre est a git6e sur un agitateur de microplaques et 

 

incub& dans un incubateur & CO2 pendant 16 heures (37。C, 5 % CO2), puis l'activit6 de la 

 

lucif&ase est mesur& co nform6ment & la proc6dure d&rite au paragraphe 29. 

 

23. Le t6moin n6gtif recommand6 est l'acide lactique. A 20 mg d'acide lactique plac6s dans 

 

un microtube de 1,5 ml, on ajoute du X-VIV0lM 15 (20 mg/rl) jusqu'& atteindre 1 ml. On 

 

dilue la solution d'acide lactique & 20 mg/ml suivant un facteur 5 dans du X-VW0IM 15 

 

(4 mg/rl), puis 500 tl de cette solution d'acide lactique & 4 mg/ml sont transf&6s dans un 

 

puits sur une plaque microtitre 96 puits. Cette solution est dilu& suivant un facteur 2 dans 

 

du X-VW0lM 15, puis re-dllu6e suivant un facteur 2 pour produire des solutions & 2 mg/ml 

 

et i mg/ml. On ajoute 50 .tl de ces trois solutions et de t6moin de v6hicule (X~VIVoTM 15) 

 

aux cellules TH P-G8 dans une plaque microtitre noire 96 puits & fond plat. Chaque 

 

concentration du t6moin n6gatif est test6e dans 4 puits. La plaque microtitre est agit& sur 

 

un agitateur de microplaques et incub& dans un incubateur & C02 pendant 16 heures 

 

(37。 C, 5 % C02), puis l'activit6 de la lucif&ase est mesur& c onfrm6ment & la proc6dure 

 

d&rite au raraarahe 29. 

 

24. D'autres t6moins positifs ou n6gatifs a dapt6s peuvent e tre utilis6s si des donn&s 

 

historiques sont disponibles pour en d&iver des crit&es d'acceptabilit6 comparables pour 

 

les 6 preuves. 

 

25. Des pr6cautions doivent &re prises contre l'6vaporation des produits chimiques d'essai 

 

volatiles et pour 6 viter toute contamination crois& entre puits par les produits chimiques 

 

d'essai (en scellant la plaque avant incubation avec les produits chimiques d'essai, par 

 

exemple). 

 

26. Pour 6 tablir 

 

d'essai et le 

 

r6alis6es en 

 

une prediction positive ou n6gative, il faut avoir test6 les 

 

t6moin de solvant dans 2 & 4 

 

plusieurs jours distincts, avec 

 

produits chimiques 

 

Les 6 preuves sont 

 

produits chimiques 

 

reuves (voir Tableau 2). 

 

s solutions de base des 

 

印
叱
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dans le X-VIVo]M 15 fraiches et des cellules r&olt&s s6 par6ment. Les cellules peuvent 

 

&re issues du mem e repiquage. 

 

Mesure de 1'actvit6 de la luciferase 

 

27. La luminescence est mesur& i l'aide d'un luminometre pour microplaques 96 puits 6 quip6 

 

de丘 ltres optiques, par exemple les s6ries Phelios (ATTO, Tokyo, Japon), Tristan 941 

 

(Berthold, Bad Wildbad, Allemagne) ou ARVO (PerkinElmer, Waltham, MA, UsA). Le 

 

1uminometre doit e tre &a1onn6 pour chaque essai, afin de garantir une bonne 

 

reproductibilite des mesures (19). Des lucif&ases recombinantes orange et rouge sont 

 

disponibles pour effectuer l'6talonnage. 

 

28. On transf&e 100 tl de reactif pre-chauff Tripluc⑧ Lucif&ase (Tripluc) dans chaque puits 

 

de la plaque microtitre qui contient la suspension cellulaire trait6e avec ou sans produit 

 

chimique d'essai. La plaque est agit& pendant 10 minutes & temp&ature ambiante 

 

(environ 20。C) avant d'&re plac& dans le 1uminometre pour mesurer l'activit6 de la 

 

1ucifrase. La bioluminescence est mesur6e pendant 3 secondes sans filtre optique (FO), 

 

puis 3 secondes avec filtre optique (Fl). Le recours & d'autres r6g1ages doit 6 tre j ustif6, 

 

par exemple pour s'adapter au mode1e de luminomtre utilis6. 

 

29. Pour chaque concentration, les parametres sont ca 1cul6s & partir des valeurs mesur&s, par 

 

exemple IL8LA, GAPLA, nIL8La,I nd-IL8LA, Inh-GAPLA, la moyenne avec &art type 

 

pour IL8LA, la moyenne avec &art type pour GAPLA, la moyenne avec &art type pour 

 

nIL8LA, la moyenne avec &art type pour血 d-IL8LA, la moyenne avec &art type pour 

 

Inh-GAPLA et l'intervalle de confiance & 95 % pour Ind-IL8LA. Les d&finitions des 

 

parametres utilis6s dans le pr6sent paragraphe sont fournies aux Appendices I et IV, 

 

respectivement. 

 

30. Avant de proc6der aux mesures dans un essai & rapporteur multi-couleurs, il convient de 

 

r6aliser un discernement des couleurs, g6n&alement & l'aide de d6tecteurs (luminometre et 

 

lecteur de plaque)e quipes de filtres optiques tels que des filtres coupe-bande (filtres passe-
haut ou passe-bas) ou des filtres passe-bande. Il convient d'6talonner les coefficients de 

 

transmission des filtres pour chaque signal co lor6 bioluminescent avant l'essai, voir 

 

Appendice 3.2. 

 

RSULTATS E T RAPPORT 

 

Evaluation des donn&s 

 

31. Pour 6 mettre une pr&liction positive ou n6gative, les crit&es & respecter dans chaque 

 

6preuve sont les suivants: 
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une pr6diction avec l'essai IL-8 Luc est consid&& comme positive si un produit chimique 

 

d'essai pr6sente une valeur Id-IL8LA と 1,4 et si la limite infrieure de l'intervalle de 

 

confiance & 95 % pour Ind-IL8LA estと 1,0 

 

une pr6diction avec l'essai IL-8 Luc est consid&6e comme n6gtive si un produit 

 

chimique d'essai pr6sente une valeur I nd-IL8LA < 1,4 ou si la limite infrieure de 

 

l'intervalle de confiance & 95 % pour I nd-IL8L est < 1,0 

 

Modもle pr6dictif 

 

32. Les produits chimiques d'essai qui donnent deux r6sultts positifs lors de la 1ere, 2e,3e ou 4e 

 

6 preuve sont co nsid&6s comme positifs, tandis que ceux qui donnent trois r6sultats 

 

武 gatif lors de la 1er, 2e,3e ou 4e 6 preuve sont consid&6s comme potentiellement ne gatif 

 

(Tableau 2). Parmi les produits chimiques potentiellement n6gtif, ceux qui sont dissous 

 

& 20 mg/ml dans le X-VIV 0]M 15 sont c onsid&6s comme n6gtif, tandis que ceux qui ne 

 

sont pas dissous & 20 mg/ml dans le X-VIV0]M 15 ne sont pas pris en consid&ation 

 

(Figure 1). 

 

Tableau 2:c rt6res d'identification des produits positifs et potentiellement ngtif 

 

Epreuve i Epreuve 2 Epreuve 3 Epreuve 4 Prediction finale 

 

Positif Positif - - Positif 

 

N6gtif Positif - Positif 

 

N6gtif Positif Positif 

 

N6gtif Potentiellement n6gtif 

 

N6gtif Positif Positif - Positif 

 

N6gtif Positif Positif 

 

N6gtif Potentiellement n6gtif 

 

N&atif Positif Positif Positif 

 

N6gtif Potentiellement n6gtif 

 

N6gtif - Potentiellement n6gtif 

 

Figure 1: mod6le pr6dlctlf pour la d6cion finale 
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Produit 

 

chimique 

 

Positif 

 

Potentiellement 

 

negatif 

 

oluble a 20 mg1 

 

rH 

 

うolubl 白 20 mg/mI 

 

N加8U 

 

Ne pas 

 

―ー一 prendre en 

 

CO nSideraton 

 

ノ 
『
‘
ー
 

 

Critere d'acceptabilite 

 

33. Les crit&es d'acceptabilit6 suivants doivent &re remplis lorsque l'essai IL-8 Luc est m en6: 

 

la valeur Ind-IL8L doit &re de 5,0 au minimum t au moins une concentration du t6moin 

 

positif, 4-NBB, pour chaque essai. 

 

la valeur In d-IL8L doit tre de 1,4 au maximum & toutes les concentrations du t6moin 

 

n6gtif, l'acide lactique, pour chaque essai. 

 

il n'est pas tenu compte des donn6es issues de plaques pour lesquelles la valeur GAPLA 

 

des puits t6moin, contenant des cellules et du Tripluc mais pas de produits chimiques, est 

 

inf&ieure & 5 fois la valeur des puits contenant le milieu d'essai seul (50 i1/puits de 

 

RPMI-1640 contenant 10 %sB F et 50 i1/puits de X-VIV0m4 15) 

 

il n'est pas tenu compte des dolm6es issues de plaques pour lesquelles la valeur Inh-

GAPLA ?t toutes les concentrations des produits chimiques d'essai ou des t6moins est 

 

inf&ieure & 0,05; dans ce cas, la premi&e preuve est reproduite de telle sorte que la 

 

concentration finale la plus 6 lev6e dans le rplict soit la plus basse concentration finale de 

 

1 '&reuve Dr&6dente. 

 

Rapport d'essai 

 

34. Le rapport d'essai contient les informations suivantes: 

 

Iケoduits chimiques d'essai 

 

Substance mono-constituant: 

 

Identification chimique: d6signtion(s) IUPAC ou CAS , num&o(s) CAS , code S 11LES 

 

ou InCh!, formule d6velop$e et/ou autres identifiants; 
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Apparence physique, hydrosolubllit6, masse mol&ulaire et autres propri&6s physico-

chimiques, selon les donn6es disponibles; 

 

Puret6, i dentit6 chimique des im puret6s s'il y a lieu et si les conditions pratiques le 

 

permettent, etc.; 

 

Traitement avant essai, s'il y a lieu (chauffage, broyage, par exemple); 

 

SO lubilit6 dans le X-VIVOTM 15. Pour les produits chimiques insolubles dans le 

 

X-VIVOTM 15, indiquer si un pr&ipit6 ou une flottation sonto bserv6s apr6S 

 

centrifugation; 

 

Concentration(s) test&(s); 

 

Conditions de stockage et s tabilit6, selon les donn&s disponibles; 

 

Justification du choix du s olvant/v6hicule pour chaque produit chimique d'essai si le 

 

X-VIVOTM 15 n'a pas 6t6 utilis6. 

 

S ubstance multi-constituants, UVCB et m6lange: 

 

Caract&isation, dans la mesure du possible, par exemple par l'identit6 chimique (voir ci-

dessus), la puret6, les caract&istiques quantitatives et les propri6t6s physico-chimiques 

 

pertinentes (voir ci-dessus) des constituants, selon les donn6es disponibles; 

 

Apparence physique, hydrosolubilit6 et autres propri6t6s physico-chimiques pertinentes, 

 

selon les donn&s disponibles; 

 

Masse mol6culaire ou masse mol&ulaire apparente dans le cas de m6langes/polym6res de 

 

composition connue ou autres informations pertinentes pour la conduite de l'&ude; 

 

Traitement avant essai, s'il y a lieu (chauffage, broyage, par exemple); 

 

SO lubilite dans le X-VIVOTM 15. Pour les produits chimiques insolubles dans le 

 

X-VIVOTM 15, indiquer si un pr&ipit6 ou une flottation sont observ6s apr的 

 

centrifugation; 

 

Concentration(s) test&(s); 

 

Conditions de stockage et s tallit6, selon les doml6es disponibles. 

 

Justification du choix du solvant/v6hicule pour chaque produit chimique d'essai si le 

 

X-VIVOTM 15 n'a pas 6t6 utilis6. 

 

Tbllloins 

 

T6moin positif: 
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Identification chimique: d6signtlon(s) IUPAC ou CAS , num&o(s) CAs, code SM ILES 

 

ou InCh', formule d6velopp& et/ou autres identifiants; 

 

Apparence physique, hydrosolubllit6, masse mol6culaire et autres propriet6s physico-

chimiques pertinentes, selon les don6es disponibles et s'il y a lieu; 

 

Puret6, i dentit6 chimique des impuret6s s'il y a lieu et si les conditions pratiques le 

 

permettent, etc.; 

 

Traitement avant essai, s'il y a lieu (chauffage, broyage, par exemple); 

 

Concentration(s) test&(s); 

 

Conditions de stockage et stめilit6, selon les donn&s disponibles; 

 

R6f&ence aux donn6es historiques relatives aux temoins positifs demontrant la confrit6 

 

aux crit&es d'acceptbilit6, s'il y a lieu. 

 

T6moin n6g肌lf: 

 

Identification chimique: d6signtlon(s) TUPAC ou CAs, num&o(s) CAS et/ou autres 

 

identifiants; 

 

Puret6, i dentlt6 chimique des impuret6s s'il y a lieu et si les conditions pratiques le 

 

permettent, etc.; 

 

Apparence physique, masse mol&ulaire et autres propri&6s physico-chimiques 

 

pertinentes, si des t6moins n6gatifs autres que ceux mentioni6s dans la Ligne directrice 

 

sont utilis6s, et selon les donn6es disponibles; 

 

Conditions de stockage et stめilit6, selon les donn&s disponibles; 

 

Justification du choix du s olVant/6hicule pour chaque produit chimique d'essai. 

 

Con或tuons d'essai 

 

Nom et adresse du donneur d'ordre, de l'installation d'essai et du directeur de l'&ude; 

 

Description de l'essai utilis6; 

 

Lign& cellulaire utilis&, conditions de stockage et origine (&ablissement d'oi 

 

proviennent les cellules, par exemple); 

 

Num&o de lot et origine du S BF, nom du fournisseur, num&o de lot de la plaque 

 

microtitre noire 96 puits i fond plat, num&o de lot du r6actif Tripluc; 

 

Nombre de repiquages et densit6 cellulaire au moment de l'essai; 

 

M&hode de num&ation cellulaire utilis6e pour l'ensemencement avant l'essai et mesures 

 

mises en oeuvre four garantir une r&artition homog6ne des cellules: 
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Luminomtre utilis6 (mod6le, par exemple), y compris r6glages de l'instrument, substrat 

 

de lucif&ase utilis6, d6monstration de 1'ad6quation des mesures de luminescence avec les 

 

t6moins d6crits l'Appendice 3.2; 

 

Proc6dure suivie pour la d6monstrtion de la comp&ence du laboratoire dans l'ex6cution 

 

de l'essai (en testant les substances d'6preuve, par exemple) ou pour la d6monstrtion de 

 

la reproductibilit6 de l'essai dans le temps. 

 

Mod oPdrtir 

 

Nombre de rplicts et d'6preuves; 

 

Concentration des produits chimiques d'essai, proc6dure d'application et dur& 

 

d'exposition (si celles-ci diff&ent des recommandations); 

 

Description des crit&es d'6valuation et de d6cision a ppliqu6s; 

 

Description des crit&es d'acceptbilit6 de l'&ude utilis6s; 

 

Description de toutes modifications a pport6es au mode op&atoire. 

 

Rおultats 

 

Mesures de I L8L et GAPLA; 

 

Calculs de nIL8LA, nd-IL8L et Inh-GAPLA; 

 

Intervalle de confiance a 95 % pour Ind-IL8LA; 

 

Graphique pr6sentant les courbes dose-effet pour l'induction de l'activit6 de la lucifrase 

 

et la V ibiit6; 

 

Description de toute autre observation pertinente, s'il y a lieu. 

 

Discussion des rsUltlt 

 

Discussion des r6sultats obtenus avec l'essai IL-8 Luc; 

 

Examen des resultats de l'essai dans le contexte d'une d6marche int6gr6e (IATA), si 

 

d'autres informations pertinentes sont disponibles. 

 

Conclusim 
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Appendice 3.1 

 

D重FINITIONS 

 

Precision: &roitesse de l'accord entre les r6sultats de l'essai et les valeurs de r6f&ence 

 

acce pt6es. Elle constitue une mesure de performance de l'essai et l'un des aspects de sa 

 

く〈 pertinence》. Ce terme est souvent utils6 au sens de《 concordance, pour qualifier la 

 

proportion de r6sultts corrects d'un essai (16). 

 

AlP (Adverse Outcome Pathway, voie toxicologique impliquee dans les effets 

 

i ndesirables): s6 quence d'6v6nements conduisant ?t la survenue d'un effet i nd6sirble in 

 

vivo,a partir de la structure chimique d'un produit chimique cible ou d'un groupe de 

 

produits chimiques similaires et de l'6v6nement initiateur au niveau mol&ulaire (20). 

 

Produit chimique: une substance ou un m6lange. 

 

CVO 5:V iailite cellulaire 05. Concentration minimale a laquelle les produits chimiques 

 

g6nererent une valeur Inh-GAPLA inf&ieure & 0,05. 

 

FInSLO-LA: め r6viation employ6e dans le rapport de validation et dans des &udes 

 

pr&6dentes sur l'essai IL-8 Luc, faisant r6f&ence & nd-IL8LA. Voir d6finition de 

 

nd-IL8LA. 

 

GAPLA: ac tivit6 de la luclfrase rouge S tb1e Lucfrlse Red (SLR) (max = 630 nr), sous 

 

r6gultion du promoteur de GAPDI, qui d6montre la viabilit6 cellulaire et le nombre de 

 

cellules viables. 

 

Danger: propri6t6 intrins6que d'un agent ou situation susceptible de provoquer des effets 

 

ind6sirめles lorsqu'un organisme, un sys t6me ou une (sous-) population est expos6(e) & cet 

 

agent. 

 

IATA (Integrated Approach to Testing and Assessment, approches integrees en 

 

ma tiしre d'essais et d'6vaIuation): approche structur6e utilis& dans l'identification du 

 

danger (potentiel), la caract&isation du danger (puissance) et/ou dans l'6valution de la 

 

s &urit6 (potentiel de danger/puissance du danger et exposition) d'un produit chimique ou 

 

d'un groupe de produits chimiques, qui integre de f9on s trat6gique et pond&6e toutes les 

 

donn&s pertinentes dans le but d'informer une d&ision r6glementaire sur le danger 

 

potentiel et/ou le risque et/ou le besoin d'effectuer d'autres tests cibl6s. 

 

II-SLR-LA: br6viation employ6e dans le rapport de validation et dans des &udes 

 

pr&6dentes sur l'essai 'L-8 Luc, faisant r6琵rence & Inh-GAPLA. Voir d6fnition de hh-
GAPLA. 

 

IL-8 (Interleukne-8): c界okine issue des cellules endoth6liales, fibroblastes, k&atinoc メes, 

 

macrophages et monoc界es qui provoque la chimiotaxie des neutrophiles et des 

 

lvmvhocvtes T. 

 

510 

 



D060575102 

 

IL8LA: ac tiVit6 de la lucif&ase orange S tb1e Lucferlse Orange (SL0)?' (max = 580 nr) 

 

sous regulatlon du promoteur de 'L-8. 

 

Ind-IL8LA: variation d'induction d'IL8L. Ca lcul6e en divisant la valeur nIL8L des 

 

cellules TH P-G8 trait6es avec les produits chimiques par la valeur nIL8L des cellules 

 

THP-G8 non s timul6es, elle repr6sente l'induction du promoteur IL-8 par les produits 

 

chimiques. 

 

Inh-GAPLA: inhibition de GAPLA. Calcul& en divisant la valeur GAPLA des cellules 

 

THP-G8 trait&s avec les produits chimiques par la valeur GAPLA des cellules TH P-G8 non 

 

stimul6es, elle repr6sete la cメotoxicit6 des produits chimiques. 

 

Seuil minimal d'induction (MIT): la concentration minimale & laquelle un produit 

 

chimique rempli le crit&e de positivit6. 

 

Melange: rn61ange ou solution constitu6(e) d'au moins deux substances. 

 

d6finie par sa composition quantitative, dans 

 

& hauteur de 80 % minimum (ni/rn). 

 

Substance mono-constituant: substance, 

 

laquelle un constituant principal est pr6sent 

 

Substance multi-constituants: substance, d6fnie par sa composition quantitative, dans 

 

laquelle plus d'un constituant principal est pr6sent dans une concentrationと 10 % (rn!m) 

 

et< 80 % (rn/rn). Une substance multi-constituants r6sulte d'un processus de fabrication. La 

 

diff&ence entre un m6 lange et une substance multi-constituants est que le m6lange est 

 

obtenu en associant deux substances ou plus sans r6action chimique. Une substance multi-
constituants r6sulte d'une r6action chimique. 

 

nIL8LA: l'activit6 de S L0 qui ref[ete l'activit6 du promoteur IL-8 (IL8LA) nornais6e par 

 

1'activit6 de la S LR qui renete 1'activit6 du promoteur GAPDI (GALPA). Elle repr6sente 

 

1'activit6 du promoteur IL-8 rapportee & la V iblite cellulaire ou au nombre de cellules. 

 

de validation et dans des &udes 

 

nSL0-LA: br6viation employ& dans le 

 

pr&6dentes sur l'essai 'L-8 Luc, faisant r6f&ence & nIL8L. Voir d6fnition de nIL8LA. 

 

Temoin positif: rplicat contenant tous les composants d'un syst6me d'essai, trait6 avec une 

 

substance cormue pour induire une r6ponse positive. Pour permettre d'6vauer la varibilit6 

 

de la rponse du t6moin positif dans le temps, l'ampleur de la r6ponse positive ne doit pas 

 

etre excessive. 

 

Pre-haptenes: produits chimiques devenant sensibilisants suite & une transformation 

 

abiotique. 

 

Pro-haptenes: produits chimiques acqu&ant un pouvoir sensibilisant pour la peau suite & 

 

une activation enzymatique. 

 

Pertinence: d&rit la relation entre l'essai et l'effet &udi6, et rend compte de l'ad6qution 
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de l'essai et de son utilit6 a des fins sp&ifiques. La pertinence indique dans quelle mesure 

 

l'essai mesure ou pr6dit correctement l'effet biologique d'int&&. La pertinence tient compte 

 

de la prcision (concordance) de l'essai (16). 

 

Fiabi1it6: indique dans quelle mesure la mise en a uvre d'un essai peut 6 tre reproduite au 

 

cours du temps par un meme laboratoire ou plusieurs laboratoires utilisant le meme mode 

 

op6rtoire. Pour l'6Valuer, on calcule la reproductibilit6 intra-laboratoire et inter-laboratoires 

 

et la rp&bilit6 intra-laboratoire (16). 

 

Epreuve: consiste a tester un ou plusieurs produits chimiques parallelement a un 

 

solVant/6hicule et a un temoin positif. 

 

Sensibi1it': proportion des produits chimiques positifs/actifs qui 

 

par l'essai. Elle permet 

 

cat6gorielles, et constitue 

 

(16). 

 

de 

 

un 

 

mesurer 

 

la pr&ision d'un essai 

 

sont correctement class6s 

 

produisant des donn6es 

 

aspect important de l'valuation de la pertinence de l'essai 

 

SL0-LA: br6vition emploメe dans le rapport de validation et dans des &udes pr6 

 

sur l'essai IL-8 Luc, faisant r6f&ence a IL8LA. Voir d6inition de IL8L. 

 

SLR-LA: br6vition employ6e dans le rapport de validation et dans des &udes pr 

 

sur l'essai IL-8 Luc, faisant r6f&ence a GAPLA. Voir d6inition de GAPLA. 

 

entes 

 

entes 

 

d 
d 

 

(e 
<e 

 

C 
c 

 

Temoin de solvant/vehicule: &hantillon non trait6 contenant tous les composants d'un 

 

syst6me d'essai, except6 le produit chimique d'essai, mais comprenant le solvant /v6hlcule 

 

tilis6. Il sert a d&erminer une rponse de r&frence pour les &hantillons trait6s avec le 

 

produit chimique d'essai dissous ou en dispersion stable dans le m6 me s olVant/v6hicule. 

 

Test6 simultan6ment avec un t6moin avec milieu, cet &hantillon indique 6 galement si le 

 

solvant/6hicule interagit avec le syst6me d'essai. 

 

Sp&ificit6: proportion des produits chimiques n6gatif/inactifs qui sont correctement 

 

class6s par l'essai. Elle permet de mesurer la pr6cision d'un essai produisant des donn&s 

 

ct6gorielles, et constitue un aspect important de l'6valuation de la pertinence de l'essai 

 

(16). 

 

Substance: 6 l6ment chimique et ses compos6s a l'&at naturel ou obtenus par un proc6d6 de 

 

production, y compris tout additif n&essaire pour pr6server leur stabilite ainsi que toute 

 

impuret6 produite par le prc6d6 utilis6, mais a l'exclusion de tout solvant pouvant &re 

 

extrait sans affecter la stablllt6 de la substance ni modifier sa composition. 

 

Surfctant: aussi appel6 agent de surface, il s'agit d'une substance, 

 

d6tergent, qui r6duit la tension de surface d'un liquide et lui permet amn 

 

mousse ou de $n&rer dans des solides. Aussi appel6 agent mouillant. (LD 

 

Produit chimique d'essai: toute substance ou tout m6lange soumisa 

 

suivant la pr6sente m6thode. 
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THP-G8: lig6e cellulaire rapporteur IL-8 utilis& dans l'essai IL-8 Luc. La lign& 

 

monocメaire humaine TIP-i a 6te transfect6e avec les genes de la 1ucifrase S L0 et S LR 

 

sous le co ntr6le des promoteurs IL-8 et GAPDI, respectivement. 

 

SG1 (Systしme general harmonisk de classification et d''tiquetage des produits 

 

chimiques des Nations unies):Sys teme proposant la classification des produits chimiques 

 

(substances et m6 langes) conform6ment & des types et des niveaux n orna1is6s de dangers 

 

physiques, sanitaires et environnementaux, ainsi que la communication des 6 l6ments 

 

d'information correspondants, notamment par des pictogrammes, mentions d'avertissement, 

 

mentions de danger, conseils de prudence et fiches de donn6es de s&urit6, afin de diffuser 

 

des informations sur leurs effets ind6sirables dans l'objectif de prot6ger les personnes (en 

 

particulier les employeurs, employs, transporteurs, consommateurs et personnels des 

 

services d'urgence) et l'environnement (21). 

 

UVCB: substance de composition inconnue ou variable, produit reac tonnel complexe et 

 

mat&iaux biologiques. 

 

Essai valide: essai dont la pertinence et la fabilit6 sont jug&s satisfaisantes pour des fins 

 

sp&iques, et qui repose sur des principes scientifiquement valables. Un essai n'est jamais 

 

valide dans l'absolu, mais seulement par rapport & une丘 n particuli6re. 

 

513 

 



Appendice 3.2 

 

PRINCIPES DE MI】S UR DE L'ACTI VITE DE LA LUCIFERASE ET 

 

DETERMINATION DES COE FにIENTS DE T RANSM1SS10N DES FI LTRES 

 

0PTIQUES POUR S LO ET S LR 

 

Le sys t6me d'essai ?t rapporteur multiple - Tripluc - peut &re utilis6 avec un 

 

luminomtre & microplaque dot6 d'un sys t6me de d&ection multi-couleurs avec filtre 

 

optique (Phelios AB -2350 [ATTO], ARVO [PerkinElmer] ou Tnstar LB941 

 

[Berthold], par exemple). Le filtre optique utllis6 pour les mesures est un filtre passe-
haut ou passe-bas 600-620 nr, ou un filtre passe-bande 600-700 nin. 

 

Mesure de deux couleurs de lucif&ase avec un filtre optique. 

 

L'exemple ci-dessous est ralis6 avec un appareil Phelios AB-2350 (ATTO). Le 

 

luminomtre est 6 quip6 d'un filtre passe-haut 600 nr (R6O HOYA Co.) (filtre 1) pour 

 

s parer la luminescence S LO (入max = 580 nr) de la luminescence S LR 

 

(2max = 630 nr). 

 

Afin d'&ablir les coefficients de transmission du filtre passe-haut 600 nr, il convient 

 

d'abord d'utiliser des enzymes lucif&ases S LO et S LR purifi&s pour i) mesurer 

 

l'intensit6 de la bioluminescence S LO et S LR en l'absence de filtre (FO), ii) mesurer 

 

l'intensit6 de bioluminescence de S L0 et S LR qui traverse le filtre i (passe-
haut 600 nr) et iii) calculer les coefficients de transmission du filtre 1 (600 nin) pour 

 

S LO et S LR pr6sent6s ci-dessous. 

 

Coefficients de transmission Abr&viation D6fintion 

 

S L0 Filtre i coefficients de ロO p.6O Coefficient de transmission 

 

transmission du filtre pour S L0 

 

S LR Filtre i coefficients de ロ Ri6O Coefficient de transmission 

 

transmission du filtre pour S LR 

 

S i l'intensit6 de S L0 et S LR dans l'&hantillon test6 sont a ppel6es O et R, 

 

respectivement, alors i) l'intensit6 lumineuse sans filtre (tout optique) FO et ii) 

 

l'intensit6 lumineuse transmise & travers le filtre 1 (600 nr) Fl sont d6crites ci-

dessous. 

 

FO=O+R 

 

F l=KORO x O +K RR6o x R 

 

Ces formules peuvent e tre e xpliquees comme suit: 

 

514 

 



、
‘
，
ー
ノ
 

 

0 
R 

 

ノ
ー
、
、
 

 

、
l
ー
・
ノ
ノ
 

 

i 

 

i 

 

KOR6O K RR60 

 

ノ〈‘

ー 

 

一 
一 

 

、ー

I 

 

0 
●1 

 

ロ
l
 

「H1 

 

ノ

〈‘

ー 

 

Ensuite, & partir 

 

valeurs FO et Fl 
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Materiel et methode de determination du facteur de transmission 

 

(1) Rdact弟 

 

Enzymes de luciferase purifi6es: 

 

Enzyme S L0 purifi&e lyophilis& 

 

Enzyme S LR purifi6e lyophilis6e 

 

(dans l'&ude de validation, les enzymes ont 6 td acquises aupr6s de GPC 

 

Lab. Co. Ltd., Tottori, Japon, de meme que la lign6e cellulaire TH P-G8) 

 

R6actif: 

 

R6actif Tripluc⑧ Lucif&ase (obtenu par exemple apr的 de TOYOBO Cat#MRA-

301) 

 

Milieu: pour le test de lucifrase (30m l,s tock6 & 2 - 8。C) 

 

R6actif 

 

Concentration 

 

Concentration 

 

finale dans le 

 

milieu 

 

RPMI-1640 

 

SBF 

 

10% 

 

Volume 

 

necessaire 

 

27ml 

 

3 ml 

 

のPrprltion des solutions enzymatiques 

 

Dissoudre les enzymes purifi&s lyophilis6es de lucif&ase dans un tube en 

 

ajoutant 200 il de 10~ 100 mM Tns/HC1 ou Hepes/HC1 (pH 7,5~ 8,0)s upplemente 

 

avec 10 % (mv) glyc&ol, subdiviser la solution enzymatique en aliquotes en 10 tl 

 

dans des tubes jetables de 1,5 ml et stocker les tubes c ongeles & -80。C. Les solutions 

 

enzymatiques congel&s peuvente tre utilis&s pendant au maximum six mois. Pour 

 

utiliser les solutions, ajouter i ml du milieu de l'essai de lucifrase (RPMI-1640 

 

avec 10 %SB F) & chaque tube de solution enzymatique (solution diluee) et maintenir 

 

les tubes sur la alace rour e viter toute d6sactiVation. 

 

③Mesure deたbioluminescence 
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D&ongeler le r6actif de l'essai de lucif&ase T ripluc⑧ (Tripluc) et le maintenir & 

 

temp&ature ambiante dans un bain marie ou sur la paillasse. Allumer le 

 

luminometre 30 minutes avant le d6but des mesures, afin de permettre au 

 

photomultiplicateur de se stabiliser. Transf&er 100 il de la solution enzymatique 

 

dilu6e dans une plaque microtitre noire 96 puits & fond plat (&hantillon de 

 

r6f&ence S L0 en #Bl, #B2, #B3, &hantillon de r6f&ence S LR en #Dl, #D2,# D3). 

 

Transf&er ensuite 100 d de Tripluc pr6chauff dans chaque puits de la plaque 

 

contenant la solution enzymatique dilu6e & l'aide d'une pipette automatique. Agiter la 

 

plaque pendant 10 minutes & temp&ature ambiante (environ 2 5。C) sur un agitateur de 

 

plaque. Eliminer les bulles qui pourraient se former dans les solutions. Placer la plaque 

 

dans le luminom6tre pour mesurer l 'activit6 de la lucif&ase. La bioluminescence est 

 

mesur6e pendant 3 secondes en l'absence de filtre optique (FO) et 3 secondes avec filtre 

 

optique (Fl). 

 

Les coefficients de transmission du filtre optique sont calcul6s comme suit 

 

Coefficient de transmission (SL0 (KOR60))= (#Bl de F1+ #B2 de F1+ #B3 de Fl) / 

 

(#Bl de FO+ #B2 de FO+ #B3 de FO) 

 

Coefficient de transmission (SLR (KRR60))= (#Dl de Fl+ /D2 de Fl+ /D3 de Fl) / 

 

(#D i de FO+ #D2 de FO+ #D3 de FO) 

 

Les facteurs de transmission calcul6s sont utiis6s pour toutes les mesures r6ais6eS 

 

avec le meme l uminometre. 

 

Contr6Ie de la qualit6 du mat&iel 

 

Il convient de suivre la proc&lure d&rite dans le mode op&atoire I L-8 Luc (18) 
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SUBSTANCES D'EPREUVE DE COMPETENCE 

 

Avant d'utiliser en routine l'essai d&rit dans le pr6sent appendice & la m&hode d'essai B .71, 

 

les laboratoires doivent d6montrer leurs comp6tences techniques en obtenant la pr6diction 

 

attendue avec l'essai IL-8 Luc pour les 10 substances recommand&s au tableau i et 

 

obtenant des valeurs compatibles avec les plages de r6f&ence respectives d' 

 

moins 8 substances 

 

rponses possibles 

 

d'preuve sur 10 (substances retenues pour repr6senter 1'6 ventail 

 

m 
m
由
 

 

au danger de sensibilisation c utan6e). Les autres c rlteres &aient la 

 

disponbilit6 des substances dans le commerce, ainsi que la disponibilit6 de donn6es de 

 

rfrence in vivo et de donn6es in vitro de grande qualit6 g6n&6es avec la m&hode 

 

IL-8 Luc. Des doin6es de r6f&ence publi&s pour la m6thode 'L-8 Luc sont par ailleurs 

 

disponibles (1) (6). 

 

Tableau 1: substances recommandees pour d6montrer les comp&ences techniques relatives & la 

 

m6thode IL-8 Luc 

 

SubstanCes 

 

comp6tence 

 

d'6preuve NoCAs. 

 

2,4-
D血itroch1orobenzene 

 

Formld6hde 

 

Merc apto-2-
benzotliiazole 

 

Eth1enediamine 

 

1th1eng1yco1 

 

diethacrylte 

 

p-allylanisole (Estrago!) 

 

Sulphte de 

 

Sleptomycine 

 

Glyc&ol 

 

Isopropanol 

 

97-00-7 

 

50-00-0 

 

149-30-4 

 

107-15B 

 

97-905 

 

140-67-0 

 

3810-74-
o 

 

56-81-5 

 

67-63-0 

 

Solubilit6 

 

dans le 

 

X-VIVO15 

 

i 20 

 

mg/ml 

 

Pr6diction 

 

in vivo1 

 

Pr6diction 

 

'L-8 Luc2 

 

Plage de r6f&ence 

 

(tg/ml)3 

 

CV054 

 

'L-8 Luc 

 

MIT5 

 

Insoluble 

 

So1ub1e 

 

Insoluble 

 

Soluble 

 

Insoluble 

 

Insoluble 

 

So1ub1e 

 

So1ub1e 

 

So1ub1e 

 

Sensbilisant 

 

(extnime 

 

Sensibilisant 

 

(fort) 

 

Sensibilisant 

 

(mod&6) 

 

Sensin1isant 

 

(mod&6) 

 

Sensibilisant 

 

(faible) 

 

Sensibilisant 

 

(faible) 

 

Non 

 

sensibilisant 

 

Non 

 

sensibilisant 

 

Non 

 

sensibilisant 

 

Positif 

 

Positif 

 

Positif 

 

Positif 

 

Positif 

 

Positif 

 

2.3-3.9 

 

9-30 

 

250-290 

 

500-700 

 

> 2000 

 

> 2000 

 

0.5-2.3 

 

4-9 

 

60-250 

 

0.1-0.4 

 

0.04-0 

 

0.01-0.07 

 

N6gtif > 2000 > 2000 

 

N6gtif > 2000 > 2000 

 

Negtif >2000 >2000 

 

Abr&viations: N0CAS = Num&o d'enregistrement au Chemical AbstractsS ervce 

 

1La puissance iii vivo est obtenue d'apnis les crit&es propos6s par l'ECETOC (19). 

 

2 Bas& sur les valeurs historiques observ&s (1) (6). 

 

3Les valeurs CVO S et IL-8 Luc MIT ont6t6 ca lcul6es a partir de l'hdrosolubilit6 indiqu& par le logiciel 

 

EP' S uit&. 

 

4 CVOS: concentration minimale laquelle les produits chimiques g6nrent une valeur Inh-GAPLA inf&ieure a 0,05. 

 

5MIT: concentration la plus faible laquelle un produit chimique nipond aux crit&es de positivit6. 
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INDIES ET C RITERS DE JUGEMENT 

 

nIL8LA (nSL0-LA) 

 

Les r6plictsJ ( = 1 & 4) des concentrations i (i = O & 11) sont m esur6es pour IL8LA (sLO-
L) et pour GAPLA (SLR-LA), respectivement. La valeur IL8L normalis6e, appel& 

 

nIL8L (nSLO-L), est d6inie comme suit: 

 

nIL8LA1」 = IL8LA1」/GAPLA1」 

 

Il s'agit de 1'unit6 de mesure de base pour cet essai. 

 

Ind-IL8LA (FInSL0-LA) 

 

La hausse moyenne de la valeur nIL8L (nSL0-L) pour le r6plict & une concentration i 

 

par rapport & la concentration 0, Ind-IL8LA, est la mesure principale de l'essai. Le calcul du 

 

ratio s'effectue gr&ce ?t la formule qui suit: 

 

Ind - IL8LAl = ((1/4) X昌n IL8LAり)/{(1/4) X乞］ nIL8LA~]) 

 

Le laboratoire principal suggere de retenir une valeur de 1,4 comme seuil de positivit6 pour 

 

le produit chimique d'essai. Cette valeur s'appuie sur l'&ude des donn&s historiques du 

 

laboratoire principal. L'6quipe de gestion des donn6es a ensuite utilis6 cette valeur dans 

 

toutes les phases de 1' &ude de validation. Le principal r6sultat, Ind-IL8LA, est le ratio de 

 

deux moyennes arithm&iques comme d&ail16 dans l'6qution. 

 

Intervalle de confiance a 95 % (IC 95 %) 

 

La pr6cision de mesure du r6sultat principal est estim6e gr&ce & l'intervalle de confiance 

 

& 95 % (IC 95 %) du ratio. Le seuil inf&ieur de l'IC 95 %と1 indique que la valeur nIL8LA & 

 

l'une des concentrations i est significativement sup6rieure & la valeur obtenue avec le 

 

t6moin de solvant. L'IC 95 % peute tre calcul6 de plusieurs maneres. Dans la pr6sent 

 

&ude, la m&hode dite du th6oreme de Fieller a 6t6 utilis6e.Se 1on ce th6or6me, l'intervalle 

 

de confiance & 95 % est calcule comme suit: 

 

-13ーマ132一4Ac -B＋マ132一4AC 

 

2A ' 2A 

 

一」2 

 

一 一 bしL 

 

C =諸一 t~975(v) X -ニ,e t no = 4, 

 

Ilて，I 

 

JI 

 

B＝一2×X×弘 

 

518 
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no 

 

Ol 

 

A=又8一 t言g75(V) X 

 



xl=(1/nn)×昌nIL8LA1], sd言＝{1ノ（no一1))×昌（nIL8LA1] 一又0)2 

 

nyi = 4,yi = (1/nyi) x乞」 (nIL8LA1」),s d多1 = {iノ(ny］一 i)) X乞］ (nIL8LAリ 一弘）2 

 

to975(v) est le rang centile 97,5 dans la distribution ce ntree de s tudent, avec le v du degr& de 

 

lbert6, o i 

 

1=（晋傍）ノ｛（晋）り(fi一1)+（警）ノ（ny!一i)) 

 

Inh-GAPLA (II-SLR-LA) 

 

La valeur Inh-GAPLA est le ratio de la valeur GAPLA moyenne (SLR-LA) pour le rplict 

 

t une concentration i compare a la valeur obtenue avec le t6moin de solvant, calculee 

 

suivant l'6qution ci-aprs 

 

Inh一GAPLAl ={(1/4)×易GAP LA,ノ ｝ノ｛(1/4)×易GAPLAoj} 

 

La valeur GAPLA &ant plac6e en d6nornmteur du calcul de nIL8LA, si GAPLA est tres 

 

faible, la variation de nIL8LA est tres grande.E n cons6quence, les valeurs I nd-IL8LA pour 

 

une tres faible valeur Inh-GAPLA (inf&ieure & 0,05) doivent &re c onsid6r&s comme peu 

 

precises. 
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Appendice 3. 5 

 

SCHEMA DU MODE OPERATOIRE POUR LA DISSOLUTION DES PRODUITS 

 

CHIMIQUES DE L'EssAI IL-8 LUC. 

 

(a) Pour les produits chimiques dissous dans le X~VIV 0T1 15 i raison de 20 mg/ml 
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(b) Pour les produits chimiques insolubles dans le X~VIV0TM 15 t 20 mg/ml 
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Appendice 3.6 

 

SCHEMADE LA METHODE DE DISSOLUTION DU 4-NBB POUR LE TEMOIN POSITIF 

 

DE L'EssAI 'L-8 LUC. 

 

15) 

 

dans une plaque 96 puits 

 

T6moin positif: 4-NBB (insoluble dans le X~Vl VOTI 
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(9) Dans la partie C, les chapitres suivants sont可0 ut6s: 

 

TOXICITE POUR LA REPRODUCTION S UR UNE 

 

(MEOGRT) 

 

《C.52 ETUDE ETEND UE DE 

 

GENERATION CHEZ MEDAKA 

 

INTRODUCTION 

 

1. La pr6sente m&hode d'essai est 6 quiva1ente a la ligne directrice (LD) 240 (2015) de 

 

l'OCDE. L'&ude 6 tendue sur une g6n&tion chez m6 daka (Medaka Extended One 

 

Generation Test, MEOGRT) est un essai complet d'exposition sur plusieurs g6n6rations 

 

chez le poisson visant a obtenir des donn6es pouvant servir a l'6valuation des dangers et 

 

des risques pour l'environnement li6s aux produits chimiques, en particulier les produits 

 

suspect6s d'&re des perturbateurs endocriniens (PE). L'exposition dans l'essai MEOGRT 

 

est poursuivie j usqu'a l'&losion (usqu'a deux semaines post-fcondatlon, spi) dans la 

 

seconde g6n&ation (F2). Des investigations compl6mentaires seraient n&essaires pour 

 

justifier une extension 6 ventuelle au-dela de l'&losion a la g6n&tion F2 ; actuellement, 

 

les donn6es disponibles ne fournissent pas d'6l6ments ou de crit&es justifiant une 

 

extension de la g6n&ation F2. Cependant, cette m&hode d'essai pourra &re mise a jour en 

 

fonction d'6ventuelles informations ou donn&s nouvelles. Il pourra ainsi e tre conseill6, 

 

dans certaines circonstances, d'&endre la g6n&tion F2 jusqu'a la reproduction (dans le 

 

cas de produits chimiques pr6sentant un pouvoir 6 lev6 de bioconcentration, ou 

 

d'indications relatives a des effets transg6n6rationiels dans d'autres taxons). Cette 

 

m&hode d'essai peut 6 tre utilis6e pour l'6valuation des effets chroniques potentiels des 

 

produits chimiques, notamment ceux susceptibles d'avoir des effets perturbateurs sur le 

 

syst6me endocrinien, chez le poisson. La m&hode d&rite vise principalement a mettre en 

 

6 vidence des effets potentiels pertinents au niveau d'une population (a savoir des impacts 

 

ind6sirbles sur la survie, le d6veloppement, la croissance et la reproduction) afin de 

 

calculer une concentration sans effet observ6 (CSEO) ou une concentration efficace a x % 

 

(CEx); il convient cependant de noter que les approches de type CEx sont rarement 

 

a dapt6es aux &udes de grande ampleur de ce type, o亡 l'augmentation du nombre de 

 

concentrations d'essai en vue de d&erminer la CEx souhait& peut &re impraticable et peut 

 

aussi poser des problemes en termes de bien-etre animal, compte tenu du grand nombre 

 

d'animaux utilis6s. Pour les produits chimiques ne n&essitant pas une 6 valuation 

 

multig6n6rationnelle ou ne constituant pas des perturbateurs endocriniens potentiels, 

 

d'autres essais peuvent &re plus adapt6s (1). Le m6 daka japonais est l'espece a utiliser 

 

pour cette m&hode d'essai en raison de la bri6vet6 de son cycle de vie et de la possibl1it6 

 

de d6terminer son sexe g6n&ique (2), qui est un 6 l6ment cl6 pour cette m6thode. Les 

 

m&hodes et effets observ6s sp&ifiques d&rits dans la pr6sente m&hode d'essai 

 

s'appliquent exclusivement au m&laka japonais. D'autres esp6ces de petits poissons (le 

 

p oisson-z6bre. p ar exemDle)p euvent &re adaot&s a un Drotocole d'essai similaire. 
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2. Plusieurs effets biologiques sont mesur6s dans la pr6sente m&hode d'essai. Il s'agit en 

 

premier lieu de mettre en 6V idence les effets ind6sirables potentiels sur des param6tres 

 

pertinents en termes de population, tels que la survie, le d6veloppement macroscopique, la 

 

croissance et la reproduction.E n second lieu, afin de disposer d'informations 

 

m&anistiques et de pouvoir &ablir des liens entre les r6sultats d'autres types d'6tudes de 

 

terrain ou de laboratoire &ablissant a posteriori une activit6 potentielle de perturbation du 

 

sys teme endocrinien (activit6 a ndrog6nique ou as trog6nique dans d'autres tests et essais, 

 

par exemple), on obtient d'autres informations utiles en mesurant l'ARNm de la 

 

vitllogdnine (vtg) (ou la prot6ine vitellog6nine, VTG) et des caracteres sexuels 

 

secondaires (CSS) ph6notypiques li6s au sexe g6n6tique, et en proc6dant ii une 6 valuation 

 

histopathologique. Il convient de noter que si un produit chimique d'essai ou ses 

 

m&abolites ne sont pas suspect6s d'etre des PE, il est possible de se dispenser de mesurer 

 

ces effets secondaires, des &udes n&essitant moins de ressources et d'animaux &ant alors 

 

plus appropri&s (1). Les d6丘nitions utilis&s dans cette m6thode d'essai sont donn6esa 

 

l'appendice 1. 

 

RMARQU S PRLIMINIRS E T LIMITES 

 

3. Etant donn6 le nombre limit6 de produits chimiques d'essais et le nombre limite de 

 

laboratoires impliqu6s dans l'6tude de validation de cette m&hode d'essai complexe, on 

 

peut s'attendre a ce que la m6thode d'essai soit r6examin6e et si nkessaire mise a jour & la 

 

lumi6re de l'exp6rience acquise. Ces donn6es peuvent &re utilis&s au niveau 5 du Cadre 

 

conceptuel de l'OCDE pour les essais et l'6valuation des perturbateurs endocriniens (3). La 

 

m&hode d'essai commence par l'exposition de poissons adultes (g6n&ation FO) au produit 

 

chimique d'essai durant la phase de reproduction. L'exposition se poursuit durant les 

 

phases de d6veloppement et de reproduction & la g6n&ation Fl et la phase d'6closion a la 

 

g6n6ration F2; l'essai permet donc d'6valuer les voies endocriniennes tant sur le plan 

 

structurel que sur celui de l'activation. Une approche fond& sur l'analyse du poids de la 

 

preuve peut &re mise en a uvre dans l'interpr6tation des effets me sur6s au niveau 

 

endocrinien. 

 

4. Cet essai doit porter sur un nombre d'individus permettant de garantir une puissance 

 

suffisante & l'6Valuation des effets relatifs a la reproduction (voir appendice 3), ce nombre 

 

ne d6passant pas toutefois le minimum requis eu 6 gard au bien-&re animal. Compte tenu 

 

du grand nombre d'animaux utilis6s, il importe de consid6rer avec attention la n&essit& de 

 

l'essai, en fonction des donn&s existantes qui pourraient dja comporter des informations 

 

pertinentes sur bon nombre des effets mesur6s dans l'essai MEhGRT. Le document de 

 

l'OCDE Fish Toxicity 7 eting Framework (S&ie sur les essais et 6va lutons, f0 171) peut 

 

aDvorter une aide a cet 6 aard (D. 
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5. La m&hode d'essai a 6t6 conque pour permettre la mise en 6 vidence des effets d'une seule 

 

substance. Cependant, si un essai doit &re r6alis6 sur un m6lange, il convient de v&ifier si 

 

les r6sultats seront acceptables dans le cadre r6glementaire inpos6. 

 

6. Avant d'entamer l'essai, il est important de disposer d'informations sur les propri&6s 

 

physico-chimiques du produit chimique d'essai, afin notamment de s'assurer de la s tabilit6 

 

des solutions de ce produit. Il est aussi n6cessaire de maitriser une m6thode analメique 

 

suffisamment sensible permettant de v&i丘er les concentrations du produit chimique 

 

d'essai. 

 

PRINCIPE DE L'EssAI 

 

7. L'essai commence par l'exposition de males et de femelles sexuellement matures (au 

 

minimum 12 spf) par couples reproducteurs pendant 3 semaines, au cours desquelles le 

 

produit chimique d'essai est distribu6 dans l'organisme de la g6n&ation parentale (FO) 

 

selon le comportement toxicocin&ique du produit. Le plus pres possible du premier jour de 

 

la quatrieme semaine, les a ufs sont r&olt6s en vue d'obtenir la g6n&tion F 1. Au cours de 

 

l'6levage de la g6n&tion Fl (15 semaines au total), le taux d'&losion et la survie sont 

 

6 valu6s. De plus, des poissons sont pr6lev6s & 9-10 spf pour la mesure des effets sur le 

 

d6veloppement, et la ponte est 6 valu6e sur trois semaines, de 12 a 14 spf. Une g6n&tion 

 

F2 est obtenue a pr6s la troisi6me semaine d'6valution de la reproduction, et 6 lev6e 

 

jusqu'a la丘 n de l'6closion. 

 

CRITERS DE VALIDITE DE L'EssAI 

 

8. Les c rit6res de validit6 de l'essai sont les suivants: 

 

La concentration d'oxyg6ne dissous est ? 60 % de la valeur de saturation en air pendant 

 

tout l'essai; 

 

La temp&ature moyenne de l'eau pendant toute la dur6e de l'&ude est comprise entre 24 

 

et 26。 C. De brefs &arts par rapport a la moyenne dans certains aquariums n'exc6dent pas 

 

2。C ; 

 

La f&ondit6 moyenne des t6moins dans chaque g6n&tion (FO et Fl) est sup&ieure t 

 

20a ufs par couple et par jour. La fertilit6 de tous les a ufs produits durant l'6valution est 

 

sup&ieure a 80 %. De plus, 16 des 24 couples reproducteurs t6moins reconiand6s (soit 

 

plus de 65 % d'entre eux) produisent plus de 20〔e uf par couple et par jour; 

 

Le taux d'&losion des〔 eufs estと 80 % (en moyenne) chez les t6moins (dans chacune des 

 

gn&tions Fl et F2); 
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La survie a pres 6c losion jusqu'a 3 spf et de 3 s pfjusqu' l'euthanasie pour la g6n&tion 

 

Fl (soit 15 spf) est?: 80 % (en moyenne) et?: 90% (en moyenne) respectivement chez les 

 

t6moins (Fl); 

 

Les donn6es disponibles d6montrent que la concentration du produit chimique d'essai en 

 

solution a 6t6 correctement maintenue dans un intervalle de士 20 % autour des valeurs 

 

moyennes mesurees. 

 

En ce qui concerne la temp&ature de l'eau, bien que cela ne soit pas un crit6re de validit6, 

 

les rp1icts au sein d'un traitement ne doivent pas tre statistiquement diff&ents les uns des 

 

autres, et les groupes trait6s au sein d'un essai ne doivent pas tre statistiquement diff&ents 

 

les uns des autres (sur la base des temp&atures mesur&s quotidiennement, et en excluant les 

 

&arts de courte dur6e). 

 

9. Bien qu'une baisse de la reproduction puisse &re o bserv6e dans les groupes e xpos6s aux 

 

concentrations les plus 6 leV6es, la reproduction devrait &re suffisante, au moins dans le 

 

troisi6me groupe le plus expos6 et tous les groupes les moins e xpos6s de la g6n&atlon FO, 

 

pour remplir les incubateurs &losoirs. De plus, la survie embryonnaire dans le troisi6me 

 

groupe le plus e xpos6 et les groupes les moins expos6s de la g6n6ration F i doit &re de 

 

nature a permettre l'valuation des effets m esur6s lors du pr6levement subadulte (voir les 

 

paragraphes 36 et 38 et l'appendice 9).E n outre, on doit observer au moins une survie 

 

post-&losion minimale (~20 %) dans le second groupe le plus e xpos6 de Fl. Ces points ne 

 

sont pas des criteres de validit6, mais des recommandations visant a permettre le calcul des 

 

CSEO sur des bases solides. 

 

10.S i un &art par rapport aux criteres de Va lidit6 de l'essai est o bserv6, les co ns6quences 

 

doivent e tre appr&i&s au regard de la丘a bilit6 des r6sultats de l'essai et ces &arts et leur 

 

appr&iation doit &re consign& dans le rapport d'essai. 

 

DESCRIPTION DE LA METHODE 

 

Appareillage 

 

11. On utilise du mat&iel courant de laboratoire et en particulier: 

 

(a) o xg6nomtre et pH-mtre; 

 

(b) instrument permettant de mesurer la duret6 et l'lclinit6 de l'eau; 

 

(c) dispositif a d6qut de rgultion de la temp6rature avec, de pr6琵rence, une surveillance en 

 

continu; 

 

(d) cuves en mat&iau chimiquement inerte et de capacit6 adapt& i la charge et t la densit6 de 

 

peuplement recommand&s (voir appendice 3); 

 

(e) balance suffisamment pr&ise (prcision de + 0,5 mg). 

 

Eau 
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12. On utilise une eau dans laquelle l'esp6ce soumise a l'essai pr6sente des taux a d6quats de 

 

croissance et de survie a long terme. Cette eau doit &re de qualit6 constante pendant la 

 

dur6e de l'essai. Pour s'assurer que l'eau de dilution ne puisse pas influer sur le r6sultat de 

 

l'essai (par complexation du produit chimique d'essai, par exemple) ou avoir des effets 

 

n&fastes sur la performance des poissons g6niteurs, on pr6levera des &hantillonsa 

 

diff&ents intervalles pour analyse. Le dosage des m6taux lourds (Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni, 

 

par exemple), des principaux anions et cations (Ca2, 1g2+, Na, K, C1,s 042, par 

 

exemple), des pesticides, du carbone organique total et des solides en suspension doit &re 

 

effctu6 tous les six mois, par exemple, pour une eau de dilution connue pour e tre de 

 

qualit6 relativement constante. Certaines caract&istiques chimiques pour une eau de 

 

dilution acceptable sont 6 num6r6es a l'appendice 2. Le pH de l'eau doit se situer entre 6.5 

 

et 8.5 et ne pas varier de a u-dela de 0.5 unit6 au cours de l'essai. 

 

Systしme d'exposition 

 

13. La conception et les mat&iels utilis6s pour le systeme d'exposition ne sont pas sp6cifi6s. 

 

On utilisera pour la construction du syst6me d'exposition du verre, de l'acier inoxydable 

 

ou d'autres mat&iaux chimiquement inertes qui n'auront pas 6t6 contamin6s par de 

 

pr&&lents essais. Pour cet essai, un sys teme dynamique constituera par exemple un 

 

syst6me d'exposition adapt6 (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13). 

 

SOlutionS d'essai 

 

14. Une solution m&e du produit chimique d'essai est introduite dans le syst6me d'expositiona 

 

l'aide d'une pompe appropri&. Le d6bit de la solution m己re doit &re c alibr6 d'apr6s les 

 

doil6es anal外iques relatives aux solutions d'essai &ablies avant le d6but de l'exposition, 

 

et faire l'objet d'un c ontr6le volum&rique p&iodique au cours de l'essai. La solution 

 

d'essai est renouvel6e dans chaque enceinte selon les besoins (minimum de 

 

5 renouvellements en volume/jour, par exemple, et jusqu'a 16 renouvellements en 

 

volume/jour, soit un d6bit pouvant aller j usqu'a 20 rn/mm), selon la stabilit6 du produit 

 

chimique d'essai et la qualit6 de l'eau. 

 

15. Des solutions d'essai sont aust6es a la concentration voulue par dilution d'une solution 

 

rnere. La solution mere est, de prefrence, prepar6e par simple m6lange ou agitation du 

 

produit chimique d'essai dans l'eau de dilution par des moyens m&aniques (agitation et/ou 

 

ultrasons, par exemple). Des colonnes/syst6mes de saturation ou des m6thodes de dosage 

 

passif (14) peuvent 6 tre utilis6s pour l'obtention d'une solution mere a la concentration 

 

voulue. On s'efforcera dans toute la mesure du possible d'6viter l'emploi de solvants et 

 

autres v6hicules car: (1) certains solvants peuvent avoir e ux-memes des effets toxiques 

 

et/ou induire des r6ponses ind6sirbles ou inattendues, (2) l'essai de produits chimiquesa 

 

une concentration sup&ieure a leur solubilit6 dans l'eau (ce qui arrive fr6quemment si des 

 

solvants sont utilis6s) peut fausser la d&ermination des concentrations efficaces, (3) le 

 

recours aux solvants dans les essais a long terme peut se traduire par la formation 
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importante de biotlims assoc ies a une ac tivite microbienne, ce qui peut avoir un impact sur 

 

les conditions environnementales et sur la capacit6 de maintenir les concentrations 

 

d'exposition, et (4) en l'absence de donn6es historiques d6montrant que le solvant n'influe 

 

pas sur les r6sultats de 1'&ude, l'usage de solvants nkessite le traitement d'un groupe 

 

t6moin avec solvant, ce qui a des effets significatifs en termes de bien-&re animal, des 

 

animaux s uppl6mentaires 6 tant alors n&essaires pour la conduite de l'essai. Pour les 

 

produits chimiques difficiles t tester, un solvant peut &re employ6 en dernier ressort, et 

 

l'on consultera alors le Document d'orientation de l'OCDE f0 23 sur les essais de toxicit6 

 

aquatique des substances et m6langes《 difficiles》 (15) afin de d&erminer la meilleure 

 

m&hode & employer. Le solvant sera choisi en fonction des propri&6s chimiques du 

 

produit chimique d'essai et de la disponibilit6 de donn6es historiques sur l'utilisation du 

 

solvant. En cas de recours & un solvant comme v6hicuie, des t6moins appropries pour le 

 

solvant seront analys6s en plus des t6moins (n6gatifs) sans solvant (eau de dilution seule). 

 

Si le recours & un solvant est in6vitabie et si une activit6 microbienne (formation de 

 

biofiims) se produit, ii est recommand6 de noter/consigner dans le rapport la pr6sence de 

 

biofiim dans chaque cuve (au moins une fois par semaine) pendant toute la dur& de 

 

l'essai. Id6alement, la concentration de solvant devra e tre maintenue constante dans le 

 

t6moin avec solvant et tous les groupes trait6s.S i la concentration de solvant n'est pas 

 

maintenue constante, c'est la concentration de solvant la plus forte dans le traitement 

 

d'essai qui sera utilis6e chez le t6moin avec solvant.S i un solvant est utiiis6 comme 

 

元hicuie, les concentrations maximales de solvant ne devront pas d6passer 100 ii/i ou 

 

100 mg/i (15), et il est recommand6 de maintenir la concentration de solvant aussi bas que 

 

possible (< 20 il/l, par exemple), pour 6 viter que ie solvant puisse avoir une incidence sur 

 

les effets mesur6s (16). 

 

Animaux d'essai 

 

晶lection et stabuんtuon des poissons 

 

16. L'esp&e soumise aux essais est le m6daka japonais Oryzias latipes, en raison de la 

 

bri6vet6 de son cycle de vie et de la possibilit6 de d&erminer son sexe g6n&ique. Bien que 

 

d'autres esp6ces de petits poissons puissent convenir pour un protocole d'essai similaire, 

 

les m&hodes et observations sp&ifiques d6crites dans cette m&hode d'essai s' appliquent 

 

exclusivement au m6 daka japonais (voir le paragraphe 1). Le m6 daka se pr&e bien & la 

 

reproduction en c aptivit6 ; des m&hodes ont ete publi6es pour sa culture (17) (18) (19), et 

 

l'on dispose de donn6es d'essais sur la l6talite & court terme, les premiers stades de la vie 

 

et le cycle de vie complet (5) (6) (8) (9) (20). Tous les poissons sont soumis & une 

 

photop&iode de 16 h de lumi&e et 8 h d'obscurit6. Ils sont nourris avec des art6mies 

 

vivantes, Arteria spp., nauplii qui peuvent &re compl6t6s par de la nourriture en flocons 

 

du commerce, si n&essaire. Des analyses pratiqu&s r6gli&ement sur les aliments en 

 

flocons doivent permettre de s'assurer qu'ils ne sont pas co ntamin6s. 

 

528 

 



17. Dans la mesure iii des m6 thodes d'6levage appropri6es sont suivies, il n'est pas n&essaire 

 

d'appliquer un protocole de culture sp6cifique. Le m6 daka peut par exemple &re 6 1ev6 en 

 

cuves de 2 1 avec 240 larves par cuve jusqu'a 4 spf, puis en cuves de 2 1 avec 10 poissons 

 

par cuve j usqu'a 8 spf, a pres quoi les couples reproducteurs sont transfr6s dans des cuves 

 

de 2 1. 

 

4ccl111 at1万on et sd lction des Polssons 

 

18. Les poissons d'essai sont s6lectionn6s parmi une population de laboratoire issue d'une 

 

meme lign6e, qui aura 6t6 acclimat& pendant au moins deux semaines avant l'essai dans 

 

des conditions de qualit6 de l'eau et d'&lairage semblables t celles de l'essai (nota: cette 

 

p&iode d'acclimatation n'est pas une p6riode de pr6-exposition in situ). Il est recommand6 

 

que les poissons d'essai soient obtenus par culture en interne, le transport des poissons 

 

adultes &ant stressant et pouvant interf&er avec une ponte fiable. Les poissons doivent e tre 

 

nourris de nauplii d'art6mies deux fois par jour pendant toute la p&iode d'6levage et la 

 

phase d'exposition, c ompl&6s si n&essaire par des aliments en flocons du commerce. Un 

 

minimum de 42 couples reproducteurs (54 couples si un t6moin avec solvant est requis en 

 

raison, notamment, de l'absence de donn&s historiques t l'appui de l'utilisation du seul 

 

t6moin avec solvant) sont consid&6s comme n&essaires pour d6marrer cet essai de f9on & 

 

garantir la r6plication a d6quate.E n outre, il convient de v&ifier pour chaque couple 

 

reproducteur de la g6n&ation FO qu'il s'agit bien d'un couple XX-XY (pr6sentant pour 

 

chaque sexe la configuration normale de chromosomes sexuels), afin d'6viter l'inclusion 

 

p ossible de males sDontan6s XX (voir le vara2raphe 39). 

 

19. Durant la phase d'acclimatation, la mortalit6 chez les poissons de culture doit e tre 

 

consign&, et les crit6res suivants s'appliquent a pr6s une p&iode d'adaptation de 48 h: 

 

mortalit6 sup&ieure & 10 % de la population en culture dans les sept jours pr&6dant le 

 

transfert vers le sy st6me d'essai: rejet du lot complet; 

 

mortalit6 comprise entre 5 % et 10 % de la population dans les sept jours pr&&lant le 

 

transfert vers le sy st6me d'essai: acclimatation pendant sept jours en plus de la p&iode 

 

d'acclimatation de 2 semaines ; si la monalit6 est sup&ieure & 5 % durant la seconde 

 

p&iode de sept jours, rejet du lot complet; 

 

m ortalit6 inf&ieure & 5 % de la population dans les sept jours pr6c6dant le transfert vers le 

 

syst6me d'essai: acceptation du lot. 

 

20. Les poissons ne doivent pas recevoir de traitement contre une maladie durant la $riode 

 

d'acclimatation de deux semaines prk6dant l'essai et durant la p&iode d'exposition, et 

 

tout traitement doit &re completement 6 vit6 si possible. Les poissons pr6sentant des signes 

 

cliniques de maladies ne doivent pas &re utilis6s dans l'6tude. Un re1ev6 d'observations et 

 

de tout traitement prophylactique ou th&apeutique pendant la p6riode de culture pr&6dant 

 

l'essai doit &re ass ur6. 
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21. La phase d'exposition d6bute avec des adultes sexuellement dimorphiques, g6n&iquement 

 

sexu6s, issus d'une population de laboratoire d'animaux sexuellement matures 6 lev6sa 

 

25士 2。 C. Les poissons doivent e tre identi丘6s comme des reproducteurs a v&6s (ayant 

 

produit une descendance viable) dans la semaine prk6dant l'exposition. Pour tout le 

 

groupe de poissons utilis6s lors de l'essai, la plage des poids individuels par sexe au d6but 

 

de l'essai ne doit pas sortir d'un intervalle de士 20 % autour de la moyenne arithm&ique 

 

des poids pour le meme sexe. Un so us-6chantillon de poissons sera pes6 avant l'essai afin 

 

d'estimer le poids moyen. Les poissons s6 lectioml6s doivent &re au moins a 12 spf, et 

 

avoir un poids?: 300 mg pour les femelles et?: 250 mg pour les ma les. 

 

CONCEPTION DE L'EssAI 

 

Concentrations d'essai 

 

22. Il est recommand6 d'utiliser cinq concentrations d'essai, en plus du/des t6moin(s). Toutes 

 

les sources d'information doivent &re prises en compte lors du choix de la gamme de 

 

concentrations d'essai, y compris les relations quantitatives s tructure-activit6 (QSAR), les 

 

domi&s 6 tablies par la m6thode des r6frences crois6es, les r6sultts d'essais sur les 

 

poissons tels que les essais de morta1it6 aigue (chapitre C. i de la pr6sente annexe), l'essai 

 

de reproduction a court terme chez les poissons (chapitre C.48 de la pr6sente annexe) et 

 

d'autres m&hodes d'essai , comme les chapitres C.15,C .37, C.41, C.47 ou C.49 de la 

 

pr6sente annexe (21) (22) (23) (24) (25) (26) si ces donn&s sont disponibles ou, si 

 

n6 cessaire, les r6suitts d'un essai visant a d&erminer la gamme des concentrations et 

 

couvrant 6 ventueliemet une phase de reproduction.Si un essai de d6termination de la 

 

gamme des concentrations est n&essaire, il peut &re conduit dans des conditions (qualit6 

 

de l'eau,sys t6me d'essai, charge animale) similaires a celles de l'essai d6finitif. S i l'usage 

 

d'un solvant est n6cessaire et qu'aucune donn6e historique n'est disponible, l'essai de 

 

d&ermination de la gamme de concentrations peut e tre utilis6 pour s'assurer de 

 

i'ad6qution du solvant. La concentration d'essai la plus 6 iev6e ne doit pas d6passer la 

 

solubilit6 dans l'eau, 10 mg/i ou 1/loe de la CLS0 a 96 h (27). La concentration la pius 

 

basse doit &re de 10 a loo fois plus faible que la concentration la pius 6 lev6e. L'utilisation 

 

de cinq concentrations dans cet essai permet non seulement de mesurer les relations dose - 

 

r6ponse, mais fournit en outre la concentration minimale avec effet o bserv6 (CIEl) et la 

 

CSEO requises pour l'6valution des risques dans certains programmes a vis6e 

 

r6glementaire ou contextes juridiques. En r6gle g6n&ale, le facteur d'espacement des 

 

concentrations nominales de produit chimique d'essai entre niveaux de traitement adjacents 

 

est S 3,2. 

 

Replicats au sein des groupes trait6s et des t6moins 

 

23. Il convient d'utiliser un minimum de six enceintes r6plicts par concentration d'essai (voir 

 

appendice 7). Pendant la phase de reproduction (except6 pour la g6n&tion FO), la 
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structure de r6plcation est doubl6e pour l'6Valution de la f&ondit6 et chaque r6plicat 

 

comporte un seul couple reproducteur (voir paragraphe 42). 

 

24. Outre la s&ie de concentrations du produit chimique d'essai, on utilisera une enceinte 

 

t6moin contenant de l'eau de dilution uniquement et, si n6cessaire, une autre contenant 

 

uniquement le solvant dans l'eau. Le nombre d'enceintes r6p1icats doit e tre doubl6 pour les 

 

t6moins, afin de garantir la puissance statistique requise (au moins douze r6plicats devront 

 

&re utilis6s pour les t6moins). Durant la phase de reproduction, le nombre de r6plicats est 

 

doubl6 chez les t6moins (soit 24 r6plicats au minimum, chaque r6plicat ne comportant 

 

qu'un seul couple reproducteur).A pres la reproduction, les r6plicats t6moins ne doivent 

 

p as contenir Dlus de 20 embryons (Doissons). 

 

PROCEDURE 

 

Debut de l'essai 

 

25. Les poissons adultes sexuellement actifs utilis6s pour d6marrer la g6n&ation FO de l'essai 

 

sont s6 lectionn6s sur deux criteres: age (le plus souvent plus de 12 spf mais de pref&ence 

 

pas plus de 16 spi) et poids (a savoir femellesと 300 mg et malesと 250 mg). 

 

26. Les couples male-femelle r6pondant aux sp&ifications ci-dessus sont plac6s par couples 

 

individuels dans les cuves destin6es a recevoir les r6plicats, soit douze r6plicts chez les 

 

t6moins et six r6plicats dans les groupes trait6s par le produit chimique au d6but de l'essai. 

 

Ces cuves sonta ssign6es de fa90n a l6atoire a un traitement (par exemple T 1-TS et t6moin) 

 

et un r6plict (par exemple A-L t6moins et A-F trait6s), puis plac&s dans le systeme 

 

d'exposition avec le d6bit a ppropri6 pour chaque cuve. 

 

Conditions d'exposition 

 

a l'appendice 3 un r&apitulatif complet des parametres et conditions d'essai. 

 

de ces sp&ifications devrait se traduire chez les t6moins par des valeurs 

 

27. On trouvera 

 

Le respect 

 

mesur&s similaires t celles indiqu&s a l'annexe 4. 

 

28. Au cours de l'essai, l'oxyg6ne dissous, le pH et la temp6rature doivent &re me sur6s dans 

 

au moins un r&ipient d'essai pour chaque groupe trait6 et le groupe t6moin. Ces mesures, 

 

a l'exception des mesures de temp&ature, doivent e tre r6alis&s au moins une fois par 

 

semaine pendant la p&iode d'exposition. La temp&ature moyenne de l'eau pendant toute 

 

la dur& de l'&ude doit se situer entre 24 et 26。 C. La temp6rature doit &re mesur 

 

chaque jour pendant la p&iode d'exposition. Le pH de l'eau doit se situer entre 6.5 et 8.5 

 

et ne pas varier de au-dela de 0.5 unit6 au cours de l'essai. Les r6plicats au sein d'un 

 

traitement ne doivent pas diff&er statistiquement les uns des autres, et les groupes trait6s 

 

au sein de l'essai ne doivent pas diff&er statistiquement les uns des autres (sur la base des 

 

mesures quotidiennes de temp&ature, et en excluant de brefs &arts). 
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Dur6e d'exposition 

 

29. L'essai expose des poissons sexuellement aptes a la reproduction en commen9ant par la 

 

g6n&ation FO,e xpos6e pendant trois semaines. A la semaine 4, approximativement au 

 

24e jour d'essai, la g6n&tion Fl est mise en place, les couples reproducteurs FO sont 

 

euthanasi6s et leur poids et leur longueur sont consign6s (voir paragraphe 34). La 

 

g6n&ation Fl est ensuite expos6e pendant plus de 14 semaines (15 semaines au total pour 

 

Fl) et la g6n6rtion F2 est expos6e pendant deux semaines jusqu'a 1'6c1osion. La dur 

 

totale de l'essai est en principe de 19 semaines (usqu'a l'&losion de F2). Le d6roulement 

 

chronologiuue de l'essai est repr6sent6 au tableau 2 et expliuu6 en d6tail a l'amendice 9. 

 

Regime alimentaire 

 

30. Les poissons peuvent &re nourris ad libitum d'art6mies (Anlemia spp., nauplii a ges de 24 

 

heures), complet&s si n&essaire par des aliments en flocons du commerce. Il convient 

 

d'analyser r6guli&ement les aliments en flocons pour s'assurer qu'ils ne sont pas 

 

cotamin6s par des pesticides organochlor6s, des hydrocarbures aromatiques polycycliques 

 

(HAP) ou des polychlorobiph6nyles (PCB). Les aliments pr6sentant un niveau 6 lev6 de 

 

substances agissant sur le s ysteme endocrinien (c'est-a-dire de ph界0-（おstrog6nes) qui 

 

pourraient compromettre la r6ponse a l'essai sont a 6 viter. Les aliments non consomm6s et 

 

les matieres f&ales doivent &re retir6s des rkipients d'essai par des m6thodes 

 

appropri&s, par exemple par un nettoyage soigneux du fond de chaque cuve au moyen 

 

d'un siphon. Les c6t6s et le fond de chaque cuve doivent 6 galement tre nettoy6s une ou 

 

deux fois par semaine (par grattage avec une spatule, par exemple). On trouveraa 

 

l'appendice 5 un exemple de r6gime alimentaire. Les doses distribu6es sont fonction du 

 

nombre de poissons par r6plicat. Elles sont donc r6duites en cas de mortalit6 dans un 

 

r6picat. 

 

Dosages analytiques et mesures 

 

31. Avant le d6but de la p&iode d'exposition, il convient de v&ifler le bon fonctionnement du 

 

syst6me de distribution du produit chimique. Toutes les m&hodes analメiques n&essaires 

 

doivent e tre 6 tablies, et il faut disposer d'une connaissance suffisante de la stabilit6 du 

 

produit chimique dans le s yst6me d'essai. Durant l'essai, les concentrations de produit 

 

chimique d'essai sont d&erinees a des intervalles appropri6s, de pr6f&ence une fois par 

 

semaine sur un replicat pour chaque groupe traite, en changeant chaque semaine de r6plicat 

 

dans un me me groupe. 

 

32. Au cours de l'essai, les d6bits de diluant et de solution mere doivent &re v&if6sa 

 

intervalles r6guliers (au minimum trois fois par semaine, par exemple). il est reconiand6 

 

de fonder les r6sultats sur les concentrations mesur6es. Cependant, si la concentration du 

 

produit chimique d'essai en solution a 6t6 correctement maintenue tout au long de l'essai 

 

dans un intervalle de士 20 % autour des valeurs moyennes mesur6es, les r6sultats pourront 

 

&re calcul6s a partir des valeurs nominales ou mesur6es. Dans le cas de produits chimiques 
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pr6sentant une accumulation marqu& chez le poisson, les concentrations d'essai pourront 

 

d&roitre au fur et & mesure de la croissance des poissons.E n pareil cas, il est recommand6 

 

d'adapter le taux de renouvellement de la solution d'essai dans chaque cuve afin que les 

 

concentrations d'essai restent aussi constantes que possible. 

 

Observations et eがetsmesu rs 

 

33. Les effets mesur6s sont la fcondit6, la frtilit6, l'6closion, la croissance et la survie, 

 

l'objectif &ant d'6valuer les effets possibles au niveau de la population. Des observations 

 

du comportement doivent 6 galement e tre r6alis6es chaque jour, et tout comportement 

 

inhabituel doit &re consign6. Les autres effets me sur6s, d'ordre m&anistique, sont les 

 

niveaux h6patiqes d'ARN messager de la vitellog6nine (ARNm vtg) ou de prot6ine VTG 

 

&ablis par immuno-essai ((28), par exemple), les marqueurs sexuels ph6notypiques tels 

 

que les papilles de la nageoire anale caract&istiques du m&le, l'6valuation histologique du 

 

sexe gonadique et l'6valuation histopathologique des reins, du foie et des gonades (voir la 

 

liste des effets mes ur6s au tableau 1). Tous ces effets sp&ifiques sont6 values dans le 

 

contexte de la d&ermination du sexe g6n&ique de l'individu, bas& sur la pr6sence ou 

 

l'absence du g6ne dy d6terminant le sexe masculin chez m6daka (voir le paragraphe 41). 

 

Le d6lai de ponte est 6 galemet6 valu6. E n outre, un sex-ratio ph6notypique simple peut 

 

&re 6 tabli sur la base des informations fournies par le comptage des papilles de la nageoire 

 

anale, permettant de d6fnir les individus comme m&le ou femelle du point de vue 

 

ph6notypique. La pr6sente m&hode d'essai ne saurait d&ecter des d6viations mod6r&s par 

 

rapport au sex-ratio attendu, car le nombre relativement faible de poissons par r6picat 

 

n'apporte pas une puissance statistique suffisante. Aussi, lors de l'valuation 

 

histopathologique, les gonades sont 6 valu6es et des analyses beaucoup plus puissantes sont 

 

r6alis&s pour la d6terination du ph6notype gonadique dans le contexte du sexe 

 

g6n&ique. 

 

34. L'objectif premier de cette m6thode d'essai est d'6valuer les effets potentiels au niveau 

 

d'une population d'un produit chimique d'essai. Les effets m6canistiques mesur6s (VTG, 

 

CSS et certains effets histopathologiques touchant les gonades) peuvent 6 galement aider & 

 

d&erminer s'il existe un effet m6di6 par une a ctivit6 endocrinienne. Cependant, ces effets 

 

d'ordre m&anistique peuvent aussi &re influenc6s par une toxicit6 syst6mique ou autre. 

 

On pourra donc aussi 6 valuer plus pr&is6ment l'histopathologie h6patique et r6nale dans le 

 

but de mieux comprendre les 6 ventuelles r6ponses au niveau des effets m&anistiques 

 

m esur6s. Toutefois, si ces 6 valuations pr&ises ne sont pas r6alis6es, les anomalies 

 

macroscopiques observ6es incidenmient lors de 1'6 valuation histopathologique devront 

 

n6 anmoins &re relev6es et consign&s dans le rapport. 

 

Em anasたdes poissons 

 

35. A la fin de l'exposition des g6n&ations FO et Fl, lorsqu'un s ous-6chantil1on de poissons 

 

subadultes est pr6lev6, les poissons sont euthanasi6s & l'aide de quatit6s appropri6es de 
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solution a nesth6slque (par exemple tricarne m&hanesulfonate, 1S-222 (CAS.886-86-2), 

 

100-500 mg/l) tamponn6s avec 300 mg/l de NaHC03 (bicarbonate de sodium, CAs. 144-

5 5-8)) destin6es a r6duire l'irritation de la membrane muqueuse.Sl les poissons montrent 

 

des signes de souffrance consld6rble (.e. s6veres et que leur mort est pr6vlsible) et que 

 

leur 6 tat est moribond, les animaux doivent &re an esth6si6s puis euthanasi6s, et trait6S 

 

comme des cas de mortalit6 lors de l'analyse des donn6es. Quand un poisson est euthanasi6 

 

dans ce cas s6v &e, il faut le consigner dans le rapport d'essai. E n fonction du moment de 

 

l'essai ou le poisson est e uthanasi6, il peut &re retenu pour une analyse histopathologique, 

 

en五 xant le sp6cmen pr6alablement a une analyse future. 

 

Manipulation des'm f et des 

 

!Xecolte aes a4ls aes couples reproaucteurs en vue ae la reproauctzon ae la gnerltzm s ivat 

 

36. Les a ufs sont r&olt6s le premier jour (ou les deux premiers jours, si n&essaire) de la 

 

semaine d'essai 4 entre FO et Fl et de la semaine d'essai 18 entre Fl et F2. La semaine 

 

d'essai 18 correspond a des poissons adultes Fl de 15 spf (semaines post-f&ondation). Il 

 

importe que tous les( eufs soient retir6s de chaque cuve la veille de la r&olte des eufs, afin 

 

que tous les a ufs r&olt6s pour un couple reproducteur proviennent d'une seule et meme 

 

ponte. A pr己s la ponte, la femelle m6daka transporte parfois ses a ufs pr6s de l'orifice anal 

 

en attendant de pouvoir les d6poser sur un substrat.E n l'absence de substrat dans la cuve, 

 

les a uf peuvent se trouver soient a ttach6s ?t la femelle soit au fond de la cuve.S e1on leur 

 

emplacement, ils seront pr6lev6s avec pr&aution sur la femelle ou siphonn6s depuis le 

 

fond de la cuve a la semaine d'essai 4 de FO et la semaine d'essai 18 de Fl. Tous les eufs 

 

r&olt6s au sein d'un traitement sont r6unis avant d'6tre r6partis dans les chambres 

 

d'incubation. 

 

37. Les filaments qui maintiennent ensemble les eufs pondus doivent 6 tre retir6s. Les(n ufs 

 

f&ond6s (usqu'a 20( eufs) sont r&olt6s pour chaque couple reproducteur (1 couple par 

 

r6plcat), regroup6s par traitement et r6partis de fa9on s yst6mtique dans les chambres 

 

d'incubation a ppropr6es (appendices 6 et 7). Un bon microscope a dissection permet 

 

d'observer les marques du d6but de la fertilisation/du d6veloppement, telles que le 

 

gonflement de la membrane de fertilisation (chorion), la progression de la division 

 

cellulaire ou la formation de la blastula. Les chambres d'incubation peuvent e tre plac&s 

 

dans des《 aquariums incubateurs》 distincts pour chaque traitement (dans lesquels il faut 

 

alors mesurer les param6tres de qualit6 de l'eau et les concentrations de produit chimique 

 

d'essai) ou dans l'aquarium de r6plicats qui contiendra les larves 6c loses 

 

(leuth&oembryns, par exemple).Si un deuxieme jour de r&olte est n&essaire (23e jour 

 

d'essai), tous les(n uf des deux jours doivent e tre r6unis et r6partis s yst6matiquement entre 

 

les r6plicts de traitement. 

 

Elevage des all句usqu'dルclos ion 
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d'air dans 

 

琵cond6s 

 

continuellement, par exemple par des bulles 

 

verticale de l'incubateur. Les dkes d'(nufs 

 

agit6s 

 

tation 

 

38. Les(n uf f&ond6s sont 

 

l'incubateur, ou par agi 

 

(embryons) sont o bserv6s et consign6s quotidiennement. Les(B ufs morts sont retir6s des 

 

incubateurs (appendice 9). Au 7e jour post-f&ondation (jpf), l'agitation est stopp6e ou 

 

r6duite de telle sorte que les(n uf f&ond6s se d6posent au fond de l'incubateur. Cela 

 

favorise l'&losion, g6n&alement le jour ou les deux jours suivants. Pour chaque traitement 

 

et t6moin, on compte les alevins (jeunes larves ; 6le uth&oembrons) (en regroupant les 

 

r6plicats). Les a ufs f&ond6s qui n'ont pas &los au terme de deux fois le jour m6dian de 

 

l'&losion chez les t6moins (g6n6ralement a 16 ou 18 jpf) sont consid6r6s comme non 

 

viables et kart6s. 

 

39. Douze alevins sont tran sf&6s dans chaque cuve de r6plicat. Les alevins des chambres 

 

d'incubation sont r&inis et r6partis de faQon syst6matique dans les cuves de r6plicats 

 

(appendice 7). On peut a cet effet se lectionner de fa9on a l6atoire un alevin du lot traite et 

 

ajouter s6 quentiellement un alevin par tirage en aveugle dans un aquarium pour rplicat. 

 

Chacune des cuves doit contenir un nombre 6 gal (n= 12) de larves &loses (au maximum 

 

20 larves dans chaque cuve).S 'il n'y a pas suffisamment d'alevins pour remplir tous les 

 

r6plicats de traitements, il est recommand6 de veiller & ce que le plus grand nombre de 

 

r6plicats possible comportent 12 alevins. Les alevins peuvent &re manipul6s en toute 

 

s &urit6 au moyen de pipettes en verre de grand diam6tre. Les alevins en surnombre sont 

 

e uthanasi6s au moyen d'un aesth6sique. Durant les quelques semaines pr6c6dat la 

 

constitution des couples reproducteurs, le jour ou est observ6e la premiere ponte doit e tre 

 

consian6 D our chaaue r&1icat. 

 

Constitution des couples reproducteurs 

 

1-'relevement tissulaire et ae trlliatzon au sexe genoり'Pi9ue 

 

40. La d6terintion du sexe g6notypique par pr6l6vement tissulaire au niveau d'une nageoire 

 

est r6alisee & la spf 9-10 (c'est-&-dire la semaine d'essai 12-13 pour la gen&ation Fl). Tous 

 

les poissons d'une cuve sont aesth6si6s (par des m&hodes approuv&s, IACUC, par 

 

exemple) et un petit &hantiion de tissu est pr6lev6 & l'extr6mit6 dorsale ou ventrale de la 

 

nageoire caudale de chaque poisson, afin de d6terminer le sexe g6notypique de l'individu 

 

(29). Les poissons d'un r6plicat peuvent &re plac6s dans de petites cages, si possible avec 

 

un poisson par cage, dans la cuve r6plicat. Il est 6 galement possible de placer deux 

 

poissons par cage s'ils pr6sentent des signes distinctifs. On peut ?t cet effet pratiquer des 

 

coupes diff&entes lors du pr6l6vement au niveau de la nageoire caudale (l'une ?t 

 

l'extr6mit6 dorsale et l'autre & l'extr6mit6 ventrale.pa r exemp1e). 

 

41. Le sexe g6notypique du m6daka est d&erin6 par un g6ne identifi6 et s6 quenc6 (dniy)s itu 

 

sur le chromosome Y. La pr6sence de dry indique un individu XY, quel que soit le 

 

ph6notype, et l'absence de dry indique un individu XX, quel que soit le ph6notype (30) 

 

(31). De l'acide d6soxyribonucl6ique (ADN) est extrait de chaque pr6l6vement et la 
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pr6sence ou l'absence de dry est 6 tab1e par r6action en chame par polym&ase (PCR) (voir 

 

l'appendice 9 du chapitre C .41 de la pr6sente annexe ou les appendices 3 et 4 dans (29)). 

 

Mse en Pたce des conPles rproducteurs 

 

42. Les informations sur le sexe g6notypique sont utilis6es pour &ablir des couples 

 

reproducteurs XX-XY, ind6pendamment du phenotype externe, qui peut e tre a lt6r6 par 

 

l'exposition & un produit chimique d'essai. Le lendemain de la d&ermination du sexe 

 

g6notypique de chaque poisson, deux poissons XX et deux poissons XY de chaque r6plicat 

 

sont s6 lectioi6s de f9on a l6atoire et deux couples XX-XY sont mis en place.Si un 

 

r6plicat ne comporte pas deux poissons XX ou deux XY, il convient de trouver des 

 

poissons a ppropri6s dans d'autres r6plicats au sein du traitement. La priorit6 est d'avoir le 

 

nombre recommand6 de r6plicats de couples reproducteurs pour chaque traitement (12) et 

 

chez les temoins (24). Les poissons presentant des anomalies apparentes (problemes de 

 

vessie natatoire, malformations spinales, tailles e xtremes, etc.) sont & &arter lors de la 

 

mise en place des couples reproducteurs. Lors de la phase de reproduction & la g6n&tlon 

 

Fl, chaque cuve r6plict doit contenir un seul couple reproducteur. 

 

Prelevement de subadultes et evaluation des effets m esur6s 

 

P尼lvement de couples non reproducteurs 

 

43.A pres la constitution des couples reproducteurs, les poissons non s6l ectionn6s pour la 

 

reproduction sont e uthaasi6s, afin de mesurer les effets & la semaine d'essai 12-13 (F1). Il 

 

est e xtrememet important de manipuler les poissons de telle sorte que le sexe g6notypiqu 

 

d&erin6 pour la s6lectlon des couples reproducteurs puisse encore e tre trac6 pour chaque 

 

poisson. Toutes les donn6es recueillies sont a nalys6es dans le contexte du sexe 

 

g6notypique de chaque individu. Chaque poisson est utilis6 pour une s6rie de mesures 

 

incluant: la d&ermination du taux de survie des poissons j uv6niles/subadultes (semaines 

 

d'essai 7-12/13 (F1)), la croissance en longueur (il est possible de mesurer la taille 

 

standard si la nageoire caudale a 6t6 raccourcie lors du pr6levement tissulaire visant & 

 

d&erminer le sexe g6n&ique; on mesurera la longueur totale si le pr6l6vement n'a port 

 

que sur la partie dorsale ou ventrale de la nageoire caudale) et la masse corporelle (& savoir 

 

le poids frais, ?t sec), l'ARNm vtg (ou la VTO) h6patique et les papilles de la nageoire 

 

anale (voir les tableaux i et 2). Il faut noter que le poids et la longueur des couples 

 

reproducteurs sont 6 galement requis pour le calcul de la croissance moyenne au sein d'un 

 

arouve trait6. 

 

P尼だvement tissuたire et mesure deルvitellgnine 

 

44. Le foie est extrait par dissection et s tock6 & S -70。 C jusqu'& la mesure de l'ARNm vtg (ou 

 

de la VIG). La queue du poisson, y compris la nageoire anale, est conserv& dans un 

 

fixateur appropri6 (de Davidson, par exemple) ou photographi6e de telle sorte qu'il soit 

 

possible de compter plus tard les papilles de la nageoire anale. On peut si on le souhaite 

 

pr6lever 6 galement d'autres tissus (gonade, par exemple) et les conserver. La concentration 
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de VTG h6ptique doit &re quantifi& par une technique E LISA homologue (voir les 

 

proc&lures recommand6es pour m6 daka a l'appendice 6 du chapitreC .48 de la pr6sente 

 

annexe). Une autre solution consiste a quantifier l'ARNm vtg, par extraction de l'ARNm 

 

du g6ne vtg I d'un pr6l6vement h6patique et quantification du nombre de copies du gene 

 

vtg I (par ng d'ARNm total), par PCR quantitative, selon les m&hodes 6 tablies par l'U.S. 

 

EPA (29). Au lieu de d&erminer le nombre de copies du gene vtg dans les groupes t6moins 

 

et les groupes trait6s, une m&hode plus &onomique en ressources et moins difficile du 

 

point de vue technique consiste & d&erminer le changement relatif (facteur multiplicatif), 

 

dans l'expression du g6ne vtg I, entre groupe t6moin et groupes traites. 

 

Caractrs sexueムsecmdirS 

 

45. Dans des circonstances normales, seul le m6 daka male sexuellement mature pr6sente des 

 

papilles, qui se d6veloppent sur les plaques de jonction de certains rayons de la nageoire 

 

anale et constituent un caract&e sexuel secondaire pouvant servir de biomarqueur pour les 

 

effets perturbateurs endocriniens. La m&hode de comptage des papilles de la nageoire 

 

anale (nombre de plaques de jonction pr6sentat des papilles) est d&rite & l'appendice 8. 

 

Le nombre de papilles de la nageoire anale par individu est en outre utilis6 pour classer les 

 

individus comme ph6notype externe male ou femelle et 6 tablir ainsi un sex -ratio simple 

 

pour chaque r6plicat. Tout m6daka pr6sentant un nombre de papilles sup&ieur & O est 

 

d&fini comme male tout m6daka pr6setant O papille au niveau de la nageoire anale est 

 

dfni comme femelle. 

 

Evaluation de la f&ondite et de la fertilite 

 

46. La fcondit6 et la frtilit6 sont 6 valu6es lors des semaines i & 3 a la g6n6ration FO et des 

 

semaines 15 & i 7 ?t la g6n&ation Fl. Les a uf de chaque couple reproducteur sont r&olt6s 

 

pendant 21 jours cons&utifs. Ils sont retir6s avec pr6caution de sous le ventre 

 

(plac&s dans un filet) et/ou s iphonn6s du fond de l'aquarium tous les matins. 

 

chaque jour pour chaque couple r6plict. La 

 

d'aufs pondus, et la fertilit6 est d6fnie 

 

et la fertilit6 sont consign6es 

 

chaque jour 

 

des femelles 

 

La f&ondit6 

 

fcondit6 est d6finie comme le nombre 

 

fonctionnellement comme le nombre d'eufs fcond6s et viables au moment du comptage. 

 

Le comptage doit intervenir des que possible apres la r6colte. 

 

47. La f&ondit6 des r6plicats est consign& chaque jour, c'est le nombre d'auf par couple 

 

reproducteur; l'analyse par les proc&lures statistiques recommand&s porte sur les 

 

moyennes des r6plicats. La fertilit6 des r6plicats est la somme des nombres d'(eufs fertiles 

 

produits par un couple reproducteur divis& par la somme des nombres d'aufs produits par 

 

ce couple.S ttistiquement, la fertilite est a nalys6e comme un taux par r6plicat. Le taux 

 

d'&losion des r6plicats correspond au nombre d'alevins diVis6 par le nombre d'embryons 

 

charg6s (20 g6n6ralement).S tatistiquement, le taux d'klosion est ana lys6 comme un taux 

 

par r6plict. 

 

Prelevement d'adultes et evaluation des effets meSu r的 
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Iケ‘lvment de couples rproducteurs 

 

48.A pr6s la semaine d'essai 17 (c'est-&-dire a pr6s le d6marrage r6ussl de la gen&tlon F2), les 

 

adultes Fl sont e uthanasi6s et divers effets sont 6 valu6s (voir tableaux i et 2). La nageoire 

 

anale est examn6e pour 6 va1uer les papilles (voir appendice 8), et/ou la queue est retlr6e 

 

au niveau imm6 diatement post&ieur a l'orifice anal et丘 x6e pour un comptage ult&ieur des 

 

papilles. Une partie de la nageoire caudale peut &re pr6lev6e et archiv6e a ce mome nt-la 

 

pour v&ification du sexe g6n&ique (dry), si on le souhaite. i est possible de pratiquer si 

 

n&essaire un pr6leVement tissulaire pour r6$ter la recherche du dry et v&ifier le sexe 

 

g6n&ique de certains poissons. La cavit6 corporelle est ouverte pour qu'il soit possible de 

 

pratiquer une perfusion avec des fixateurs appropri6s (de Davidson, par exemple) avant 

 

immersion du corps entier dans le fixateur. Cependant, si une &ape de perrn&tbilisation 

 

appropri6e est r6alis6e avant la fixation, il n'est pas n&essaire d'ouvrir la c avit6 

 

corDorelle. 

 

Histopa琉ologie 

 

49. Chaque poisson fait l'objet d'une 6 valuation histopathologique a la recherche de 

 

pathologies du tissu gonadique (29) (30). Conime on l'a vu au paragraphe 33, des effets 

 

m&anistiques 6 valu6s dans cet essai (VTG, CSS et certains effets histopathologiques 

 

gonadiques) peuvent &re in且uenc6s par une toxicit6 syst6mique ou autre. L'6 valuation 

 

histopathologique d6talll& du foie et des reins peut donc aider & comprendre les r6ponses 

 

au niveau des effets m&anistiques mesur6s. Cependant, si ces 6 valuations d&aill&s ne 

 

sont pas r6alis6es, les anomalies macroscopiques observ6es incidemment lors de 

 

l'6valuation histopathologique doivent e tre re1ev6es et consign&s dans le rapport. Une 

 

《 lecture descendante》, depuis le groupe le plus e xpos6 (par rapport aux t6moins) jusqu'au 

 

traitement sans effet, peut &re envisag6e ; il est cependant recommand6 de se reporter au 

 

document d'orientation sur l'histopathologie de 1'EPA (29).E n regle gen6rale, les coupes 

 

histologiques de tous les pr6l6vements sont pr6par6es avant d'&re lues par le pathologiste. 

 

Si l'on utilise une《 lecture descendante, il est note que la procedure Rao-Scott Cochrane-

Armitage by S 1ices (RSCABS) est fond& sur l'anticipation d'une augmentation de 

 

l'impact biologique (de la pathologie) lorsque les niveaux de dose augmentent. On perd 

 

donc de la puissance si l'on consid&e uniquement une dose 6 lev&, sans aucune dose 

 

interm6diaire. Si une analyse statistique n'est pas n6cessaire pour d&erminer que la dose 

 

6 lev6e est sans effet, cette approche peut e tre acceptable. Le ph6notype gonadique d&oule 

 

6 aalement de cette 6 valuation. 

 

4utres o厨ervtions 

 

50. L'essai MEOGRT fournit des donn6es utilisables (par exemple dans une approche fnd6e 

 

sur l'analyse du poids de la preuve) pour 6 valuer simultan6ment au moins deux grands 

 

types de voies intervenant dans les effets nd6slrables (adverse outcome pathways, AlP) 

 

qui aboutissent a des effets sur la reproduction: (a) des voies & mediatlon endocrine 

 

impliquant une perturbation de l'axe endocrinien hypothalamo -hypophyso-gonadique 
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(11G); et (b) des voies se traduisant par une r&luction de la survie, de la croissance 

 

(longueur et poids) et de la reproduction du fait d'une toxicit6 a m6dition non endocrine. 

 

Des effets classiquement mes ur6s dans les essais de toxicit6 chronique tels que l'essai sur 

 

le cycle de vie complet et l'essai sur les premiers stades de la vie sont 6 galement inclus 

 

dans cet essai et peuvent &re utils6s pour 6 valer les dangers pr6sent6s a la fois par les 

 

modes d'action toxique & m6diation non endocrine et les voies & m6diation endocrine. Au 

 

cours de l'essai, il convient d'observer quotidiennement les comportements, et tout 

 

comportement inhabituel doit &re not6. De plus, toute mortalit6 doit e tre not& et on 

 

calculera la survie jusqu'& la s6 lection des poissons (semaine d'essai 6/7), la survie apr6s la 

 

s6lection jusqu'au pr6levement subadulte (9-10 spi) et la survie depuis la constitution des 

 

couples jusqu'au pr6l6vement de poissons adultes. 

 

Tableau 1: Effets mesur6s dans ltessai MEOGRT* 

 

S tade de la vie Effet mesur6 Generation 

 

Embryon 亡c losion (% et d6ld d'6c losion) Fl, F2 

 

(2 spi) 

 

J uvile S urvie Fl 

 

(4 spi) 

 

S ubadulte S urvie Fl 

 

(9 orlO spi) 

 

Croissance 

 

(longueur et poids) 

 

M tellog6nine 

 

(ARNm ou prot6ne) 

 

Ca racteres sexuels secondaires 

 

(papilles de la nageoire anale) 

 

S ex-rtio externe 

 

D6ld jusqu'& la ire ponte 

 

Adulte Reproduction FO, Fl 

 

(12-14 spi) (fcondlt6 et fertlit6) 

 

Adulte S urvie Fl 

 

(15 spi) Cr~issance 

 

(longueur et poids) 

 

Caract&es sexuels secondaires 

 

(papilles de la nageoire anale) 

 

Histopathologie 

 

(gonade, foie, rein) 

 

*Ces effets mes urs doivent faire l'objet d'une analyse statistiaue 
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DEROULEMENT CHRONOLOGIQUE 

 

51. Le tableau 2 illustre le d&oulement chronologique de l'essai. L'essai MEOGRT comprend 

 

4 semaines d'exposition des adultes FO et 15 semaines d'exposition de la g6n&ation Fl, 

 

ainsi qu'une p&iode d'exposition de la seconde g6n&ation (F2) jusqu'& l'6closion (2 spI). 

 

L'appendice 9 r&apitule les diff&entes 6 tapes du d6but la fin de l'essai MEOGRT. 
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Tableau 2: Chronologie de l'exposition et des effets m esurs au cours de l'essai MEhGRT 

 

MEOGRT chronologie de l'exposition et des effets mesur6s 

 

Adulte 

 

Subadulte 

 

2 3 4 5 6 7 8 9101112131415 

 

6 7 8 910111213141516171819 

 

Ju'enile 

 

Larve 

 

2 3 4 

 

0 
1 

つ」 

 

Fl 
「』1 

「十 

 

Semine d'essai 1 2 3 4 5 

 

Stad de la vie 

 

Effets m esurs 

 

F&ondit 

 

Fertit6 

 

Eclosion 

 

Survie 

 

Croissance 

 

itel1g己mne 

 

Carac. sex. 

 

secondaires 

 

Histopathologie 

 

Embryon 

 

Plan exp&imental: 7 groupes de 

 

rplcts 

 

0 5 trit己s par le produit 

 

chimique d'essai 

 

o 2 t己mo血s (4 si un solvant est 

 

utilis6) 

 

Plan mtragroupe 

 

0 12 rplicts pour la 

 

reproduction, la pathologie 

 

et les CSS (scm. lia 

 

18) 

 

o 6 rp1icts pour l'&losion, la 

 

survie, la Vtg; et CSS et 

 

croissance subadultes (ser. i ii 

 

F2 

 

rl 
rI 

 

Fi 

 

Fi 

 

Fl 
「ト 

 

F 
F 

F 
F 

 

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19csS 

 

ser 

 

Vtg 

 

Fi 

 

Fi 

 

Fn 

 

ハU 
日 

 

Fl 
rl 

 

S?llilil' d'essai 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

 

RESULATS E T RAPPORT 

 

Analyse statistique 

 

52. Le sexe g6notypique &ant d6terin6 pour tous les poissons de l'essai, les donn&s doivent 

 

e tre analys&s s6 par6ment pour chaque sexe g6notypique (mtles XY et femelles XX). Le 

 

non-respect de cette exigence r6duirait grandement la puissance statistique de l'analyse. Il 

 

est pr6frable d'effectuer ces analyses statistiques en suivant les procdures decrites dans le 

 

document de l'OCDE sur les m&hodes actuelles d'analyse statistique des donn6es 

 

d'&otoxicit6 (Current Approaches in the tαtistical Ana加isげEcotoxicity Data: A 

 

Guidance to Application (32). L'appendice 10 fournit des orientations pour l'analyse 

 

statlstlque. 

 

53. La conception de l'essai et le choix des tests statistiques doivent assurer la puissance 

 

requise pour permettre de d6celer les changements d'importance biologique concernant les 

 

effets pour lesquels une CSEO doit &re &ablie (32). La consignation dans le rapport des 

 

concentrations et parametres ayant un effet significatif peut d6pendre du cadre 

 

r6glementaire. Il convient d'identi丘er pour chaque effet mes ur6 quel pourcentage de 
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changement il importe de detecter ou d'estimer. Le plan exp&imental doit &re a dapt6 en 

 

cons6quence. Il est peu probable que la m6me variation en pourcentage s'applique a tous 

 

les effets mesur6s, et que l'on puisse concevoir une exp&ience r6alisable qui remplisse ces 

 

crit6res pour tous les effets mesur6s, aussi importe-t-il, lors de la conception de 

 

l'exp&ience, de se concentrer sur les effets qui sont importants pour cette derni6re. On 

 

trouvera a l'appendice 10 un ordinogramme d'analyse statistique et des orientations 

 

destin6s a faciliter le traitement des donn&s et le choix des tests ou modeles statistiques 

 

les plus a ppropri6s. D'autres m6thodes statistiques peuvent &re utilis6es si elles sont 

 

scientifiquement fond6es. 

 

54. Il sera n&essaire d'analyser les variations au sein de chaque ensemble de r6plicts en 

 

utilisant l'analyse de la variance ou des m6thodes avec tableau de contingence, ainsi que 

 

des m&hodes d'analyse statistique suffisantes et a dapt6es fond&s sur cette analyse. Pour 

 

op&er des comparaisons multiples entre les r6sultats obtenus pour chaque concentration et 

 

ceux obtenus avec les t6moins, une proc6dure descendante (test de Jonckheere-Terpstra, 

 

par exemple) est recommand6e en cas de r6ponses continues. Si les donn6es ne sont pas 

 

compatibles avec une relation concetrt1on-r6ponse monotone, le test de Dunnett ou le 

 

test de Dunn sera utilis6 (apres transformation a d6quate des donn6es, si n&essaire). 

 

55. Pour la fcondit6, le d&ompte des a uf a lieu chaque jour, mais peut e tre aalys6 dans sa 

 

une mesure r6p6t6e. L'appendice 10 pr&ise comment analyser ces 

 

ou comme 

 

doni6es histopathologiques exprim6es sous la forme d'indices de 

 

test statistique, le Rao-Scott Chochran-Armitage by S 1ces (RSCABS) 

 

Pour les 

 

globalit6 

 

donn6es. 

 

un nouveau 

 

a 6t6 d6velopp6 (33) 

 

56. Tout effet mesur6 dans les groupes trait6s par le produit chimique qui diffre de f9on 

 

significative de t6moins appropri6s doit &re consign6 dans le rapport. 

 

Considerations relatives it l'analyse des donnees 

 

Niveaux d trai tment coinpromお 

 

57. Plusieurs facteurs entrent en jeu pour d6teriner si un r6plicat ou l'int6gralit6 d'un 

 

traitement pr6setent des signes d'une toxicit6 manifeste et s'il convient alors de les 

 

exclure de l'analyse. Une toxicit6 manifeste se caract&ise par une mortalit6 sup&ieure & 

 

quatre individus dans un r6plicat entre 3 spf et 9 spf, mortalit6 qui ne saurait e tre imputable 

 

& une erreur technique. Les autres signes de toxicit6 manifeste sont notamment les 

 

h6morragies, les comportements anormaux, les nages anormales, l'anorexie ainsi que tout 

 

autre signe clinique de maladie. Pour les signes sub-l&aux de toxicit6, des 6 valuationS 

 

qualitatives peuvent &re n&essaires et devraient toujours e tre r6alis6es en r6f&ence au 

 

groupe t6moin pour l'eau de dilution (eau pure).S i une toxicit6 manifeste apparait dans 

 

le(s) groupe(s) le(s) plus expos6(s), il est recommand6 d'&arter ces traitements de 

 

l'analyse. 

 

542 

 



ルmoins avec soんant 

 

58. L'utilisation d'un solvant ne doit &re e nvisag6e qu'en dernier ressort,a pres avoir 

 

co nsid&6 toutes les autres options pour l'administration du produit chimique.S i un solvant 

 

est utilis6, il est imp&atif de mettre en place conjointement un t6moin pour l'eau de 

 

dilution. A la cl&ure de l'essai, les effets potentiels du solvant font l'objet d'une 

 

comparaison. Pour cela, les r6sultts correspondant au groupe t6moin avec solvant sont 

 

co mpar6s ?t ceux du groupe t6moin avec eau de dilution. Les relev6s d'observation les plus 

 

pertinents dans ce cadre concernent les d&erminants de la croissance (poids), qui peuvent 

 

&re affct6s en cas d'effets toxiques g6n&alis6s.S i des diff&ences statistiquement 

 

significatives sont d&el&s pour ces param6tres entre le groupe t6moin avec eau de 

 

dilution et le groupe t6moin avec solvant, un avis d'expert doit permettre de d&erminer si 

 

la validit6 de l'essai est compromise.S i les deux t6moins diffrent, les groupes expos6s au 

 

produit chimique doivent &re c ompar6s au t6moin avec solvant, sauf si l'on sait qu'il est 

 

pref&めle de les comparer au t6moin avec eau de dilution.S 'il n'existe pas de diff&ence 

 

statistiquement significative entre les deux groupes t6moins, il est recommand6 de 

 

comparer les groupes e xposes au produit chimique d'essai avec l'ensemble des deux 

 

groupes (t6moin solvant et t6moin eau de dilution), sauf si l'on sait qu'il est pr6f&ale de 

 

les co mparer soit au arouDe t6moin avec eau de dilution soit au temoin avec solvant. 

 

Rapport d'essai 

 

59. Le rapport d'essai contient les informations suivantes: 

 

Produit chimique d'essai:: nature physique et prpridts physico-chimiques pertinentes; 

 

Donn6es d'identification chimique. 

 

S ubstance mono-constituant: 

 

apparence physique, hydro-solullite et autres propri6t6s physico-chimiques pertinentes; 

 

identification chimique, telle que d6signation(s) IUPAC ou CAS , num&o CAS , code 

 

S 11LES ou InCh', formule structurale, puret6, identit6 chimique des impuret6s s'il y a 

 

lieu et si les conditions pratiques le permettent, etc. (y compris la teneur en carbone 

 

organique, si cela se justifie). 

 

S ubstance multi-constituants, UVCB et m6langes: 

 

c aract&is6s autant que possible par l'identit6 chimique (voir ci-dessus), la teneur et les 

 

propri6t6s physico-chimiques pertinentes des constituants. 

 

Epce sourおedi 'essai: 

 

Nom scientifique, souche (si possible), origine et m6thode de collecte des(n uf fcond6s et 

 

de maniDultion ult&ieure. 
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Conditionsd'essai了 

 

Photop&iode(s); 

 

Conception de l'essai:: dimensions des enceintes, mat&iel et volume d'eau, nombre 

 

d'enceintes d'essai et de rplicts, nombre d'alevins par rplict, etc.; 

 

M&hode de prpartion des solutions m&e et fr6quence de renouvellement (l'agent 

 

solubilisant et sa concentration doivent &re indiqu6s le cas &h6ant); 

 

M&hode de dosage du produit chimique d'essai:: pompes doseuses,sys t6mes de dilution, 

 

etc.; 

 

E fficacit6 de r6cup&ation de la m6 thode et concentrations d'essai nominales, limite de 

 

quantification, moyennes des valeurs mesur&s avec leurs &arts-types dans les r6cipients 

 

d'essai, m&hode anal界ique u tilis6e et donn&s montrant que les mesures se r6f&ent aux 

 

concentrations du produit chimique d'essai en solution vraie; 

 

Caract&istiques de l'eau de dilution: pH, duret6, temp&ature, concentration d'oxygene 

 

dissous, taux de chlore r6siduel (si mesur6), carbone organique total (si mesur), solides en 

 

suspension (si mesur6s), salinit6 du milieu d'essai (si mesur6e) et toute autre mesure 

 

effectu6e; 

 

Concentrations d'essai nominales, moyennes des valeurs mesur6es avec leurs &arts-types; 

 

Qualit6 de l'eau dans les r&ipients d'essai: pH, tem$rature (quotidiennement) et 

 

concentration d' oxygene dissous; 

 

Informations d6taill6es sur l'alimentation: types d'aliments, provenance, quantit6 

 

distribu6e et fr6quence, etc. 

 

Rおultats: 

 

Donn&s attestant que les t6moins r6pondent & l'ensemble des crit&es de validit6; 

 

Donnees relatives au groupe temoin (plus temoin avec solvant le cas &h6ant) et aux 

 

groupes traites: &losion (taux et d6lai d'&losion) pour Fl et F2, survie a pres 6 closion 

 

pour Fl, croissance (longueur et poids corporel) pour Fl, sexe g6notypique et 

 

diff&enciation sexuelle (par exemple caract6res sexuels secondaires d'apres les papilles de 

 

la nageoire anale et l'histologie gonadique) pour Fl, sexe ph6notypique pour Fl, 

 

c aract6res sexuels secondaires (papilles de la nageoire anale) pour Fl, ARNm de la vtg (ou 

 

prot6ine VTG) pour Fl, 6 valuation histopathologique (gonade, foie et rein) pour Fl et 

 

reproduction (f&ondit6 et fertilit6) pour FO, Fl ; (voir les tableaux i et 2). 

 

M&hodes d'analyse statistique (analyse de r6gression ou analyse de la variance) et de 

 

traitement des donn6es (tests et m odeles statistiques utilis6s); 

 

Concentration sans effet observ6 (CSEO) pour chacune des r6ponses 6 valu6es; 
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Concentration minimale avec effet o bserv6 (CIEl) pour chacune des r6ponses 6 va1u6es 

 

(& p=O.05) ; CEX pour chacune des rponses 6V a1u&s, le cas &h6ant, et intervalles de 

 

confiance (& 90 % ou 95 %), graphique du mode1e aust6 uti1is6 pour calculer la CEX, pente 

 

de la courbe co ncentrtion-rponse, formule du mod6le de r6gression, estimation des 

 

param6tres du modele et de leurs erreurs-types 

 

Tout &art par rapport la pr6sente m&hode d'essai et aux crit6res d'acceptation, et 

 

consid&ations relatives aux co ns6quences susceptibles d'en d6couler pour les r6sultats de 

 

l'essai. 

 

pr6sentera les valeurS 

 

possible). 

 

on 

 

les r6su1tts de la mesure des effets, 

 

concerne 

 

60.En ce qui 

 

moyennes et leurs 6c arts-types (par rep1icat et par concentration, si 
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Appendice i 

 

DEFINITIONS 

 

Produit chimique: une substance ou un m6 lange. 

 

ELISA: essai d' immuno-absorption enzymatique (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). 

 

F&ondite = nombre d'auf. 

 

Ferti1it6 = nombre d'(nuf vibles/f&ondit6; 

 

Longueur 五 la fourche (LF): longueur mesur& de l'extr6mit6 du museau a l'extr6mit6 du 

 

rayon central de la nageoire caudale, utilis6e lorsqu'il est difficile de dire oit se termine la 

 

colonne vert6brale du poisson (www.fishbase.org). 

 

Taux d'&losion: alevins/nombre d'embryons charg6s dans un incubateur. 

 

IACUC: Co mit6 institutionnel du soin et de l'utilisation des animaux (Institutional Animal 

 

Care and Use Committee) 

 

Longueur standard (LS): longueur m esur6e de l'extr6mit6 du museau a l'extr6mit6 

 

post&ieure de la derni6re vertebre ou a l'extr6mit6 post&ieure de la partie m6dio-lat&ale de 

 

la plaque hypurale. Autrement 

 

nageoire caudale (www.fishbas( 

 

dit, cette mesure ne prend pas en compte la longueur de la 

 

う.org). 

 

Longueur totale (LT): longueur de l'extr6mit6 du museau l'extr6mit6 du lobe le plus long 

 

de la nageoire caudale, g6n&alemet mesur& a pr6s avoir comprim6 

 

ligiie m6diane. La mesure se fait en 

 

(www.fishbase.org). 

 

ligie droite, sans 

 

suivre 

 

les lobes le long de la 

 

la courbe du corps 

 

ー
ー
ー
ー
ー
ー
ー
ー
1
1
ー
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Longueur standard 
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Longueur 白 Ia fourche 

 

"-―ーー一ーーー一ーーーー一ーーー―--―一 Longueur totale 
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Figure 1: Description des diff&entes longueurs utils6eS 

 

CEx: (Concentration efficace & x %) concentration qui engendre un effet de x % sur les 

 

organismes d'essai durant une p&iode d'exposition d6termin6e, en comparaison avec un 

 

t6mon. Par exemple, la CESO est la concentration es tm6e produire un effet sur un 

 

param6tre 6 valu6 de l'essai dans 50 % d'une population expos6e durant une p&iode 

 

d'exposition d&ermin6e. 

 

Essai dynamique: essai caract&is6 par l'6coulement continu des solutions d'essai dans le 

 

syst6me d'essai pendant la dur6e de l'exposition. 

 

Axe 1111G: axe hypothalamo-hypophyso-gonadique. 

 

IUPAC: Union internationale pour la chimie pure et a ppliquee (International Union of Pure 

 

and Applied Chemistiy). 

 

Taux de charge: poids frais de poisson par volume d'eau. 

 

Concentration minimale avec effet o bserv6 (CIEl): concentration la plus basse d'un 

 

produit chimique d'essai a laquelle on observe un effet statistiquement significatif (a 

 

p < 0,05) par comparaison avec le t6moin. Cependant, toutes les concentrations d'essai 

 

sup&ieures a la CIEl devraient avoir un effet nocif sup&ieur ou 6 gal a celui observ6 a la 

 

CMEO.Sl ces deux conditions ne sont pas r6unies, il convient de justifier de fa9on d6talll6e 

 

le choix de la CIEl (et donc de la C sEO). Les appendices 5 et 6 donnent des indications & 

 

ce sujet. 

 

Concentration letale mediane (CL50): concentration d'un produit chimique d'essai dont 

 

on estime qu'elle provoquera la mort de 50 % des organismes d'essai au cours de l'essai. 

 

Concentration sans effet observ6 (CSEO): concentration d'essai imm6diatement 

 

inf&ieure & la CIEl qui, par comparaison avec un t6moin, n'a pas d'effet statistiquement 

 

significatif (& p < 0,05) durant une p6riode d'exposition d&ermin6e. 

 

S11LES: S p&ification d'&riture m ol6culaire lin6aire simplifi6e (ipled Molecular 

 

Input Line Entir助ec夢caton). 

 

Densit' de peuplement: nombre de poissons par unit6 de volume d'eau. 

 

Produit chimique d'essai: toute substance ou tout mlange soumis & un essai r6als6 

 

suivant la pr6sente m6thode. 

 

UVCB: substances de composition inconnue ou variable, produits de r6actlon complexes ou 

 

mat&iaux biologiques. 

 

VTG: (vitellog6nine) phospholipoglycoprot6ine pr&urseur des prot6ines du vitellus 

 

normalement pr6sente chez les femelles sexuellement actives de toutes les esp&es ovipares. 

 

SPF: semaine post-f&ondation 
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Appendice 2 

 

QUELQUES CA R CTERISTIQUES CH IMIQUES D'UNE EAU DE DILUTION 

 

ACCEPTABLE 

 

SubStanCe 

 

Matiere particulaire 

 

Carbone organique total 

 

Ammoniac non io血s6 

 

Chlore rsiduel 

 

Pesticides organophosphors totaux 

 

Pesticides organochlors totaux plus polychlorobiph6nles 

 

Chlore organique total 

 

Aluminium 

 

Arsenic 

 

Chrome 

 

Cobalt 

 

Cuivre 

 

Fer 

 

Plomb 

 

Nickel 

 

Zinc 

 

Cadmium 

 

Mercure 
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Appendice 3 

 

CONDITIONS D'EssAI POUR LE MEOGRI 

 

M6dka japonais (Oryzias latipes) 

 

Dynamique (flux continu) 

 

La temp&ature nominale de l'essai est de 25。 C. La temp&ature moyenne 

 

dans chaque cuve pendant toute la dur& de l'essai est de 24-26。C 

 

Ampoules fluorescentes (large spectre et~ 150 lumens/rn2) (~l50 lux) 

 

16 h de lumi&e pour 8 h d'obscurit6 

 

F0: 2 adultes/rplicat; Fl: demarrage avec au maximum 20a ufs 

 

(embryons)/rplicat, r&luit a 12 embryns/r6plicat & l'&losion puis 2 adultes 

 

(couple reproducteur XX-XY)a 9-10 spf pour la phase de reproduction 

 

1,8 1 (exemple de dimensions d'une enceinte: 18x9x15 cm) 

 

inimum de S renouvellements en volume/jour jusqu'& 16 renouvellements 

 

en volume /jour (ou dbit de 20 ml/mm) 

 

20 poissons 

 

FO:> 12 spf sans d6passer de prf&ence 16 spf 

 

F0: 2 poissons (couple mdle et femelle); Fl: maximum 

 

(aufs)/rplicat (produits par les couples reproducteurs FO et Fl) 

 

S traitements par le produit chimique d'essai plus temoin(s) appropri6(s) 

 

de 6 rplicats par traitement pour le produit chimique d'essai et 

 

de 12 rplicats pour le temoin, ainsi que pour le temoinI 

 

Minimum 

 

I" imum 

 

solvant le cas &h6ant (le nombre de rplicats est doubl6 pendant la phas 

 

reproduction la gen&ation Fl) 

 

inimum de 84 poissons la gen&ation FO et 504 la gen&ation Fl (en cas 

 

de temoin avec solvant, 108 poissons pour FO et 648 pour Fl); l'unit6 de 

 

comptage est le post-leuth&o-embryon. 

 

Les poissons sont nourris d'art6mies (Arteria spp., nauplii g6s de 

 

24 heures) ad libitum, compl&&s si n&essaire par des aliments en flocons 

 

du coniierce (on trouvera & l'appendice 6 un exemple de r6gime alimentaire 

 

assurant une croissance et un d&veloppement ad6quats pour une reproduction 

 

soutenue) 

 

Aucune, sauf si l'oxygene dissous tend vers des valeurs inf&ieures & 60 % 

 

de la valeur de saturation en air 

 

Eau de surface propre, eau de source ou eau reconstitu&, ou eau du robinet 
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1. Esp&e recommnd6e 

 

2. Type d'essai 

 

3. Temp&ature de l'eau 

 

4. Qulit6 de l'&lairage 

 

6. Taux de charge 

 

7. Volume utile minimal 

 

des enceintes d'essai 

 

8. Renouvellement de la 

 

solution d'essai, en 

 

volume 

 

9. Age des organismes 

 

d'essai au d6marrage 

 

10. Nombre d'organismes 

 

par rplicat 

 

11. Nombre de traitements 

 

12. Nombre de rplicats par 

 

traitement 

 

13. Nombre d'organismes 

 

par essai 

 

14. Rgime alimentaire 

 

15. A&ation 

 

16. Eau de dilution 

 



d&hlor& 

 

En principe 19 semaines (de FO & '6closion de F2) 

 

Taux d'6closion (Fl et F2); survie (Fl, de l'&losion & 4 spf (fln des 

 

larves/dbut des j uveniles), de 4 a 9 (ou 10) spf (du dbut des j uvniles aux 

 

subadultes) et de 9 a 15 spf (de subadultes a euthanasie des adultes)); 

 

croissance (Fl, longueur et poids a 9 et 15 spf); caract&es sexuels 

 

secondaires (Fl, papilles de la nageoire anale a 9 et 15 spi); vitellogenine 

 

(Fl, ARNm vtg ou prot6ine VTG a 15 spi); sexe phenotpique (Fl, via 

 

l'histologie des gonades & 15 spi); reproduction (FO et Fl, f&ondit6 et 

 

fertilit6 pendant 21 jours); d6la d'6closion (Fl); m stopathologie (Fl, 

 

gonade, foie et rein a 15 spi) 

 

0xgene dissous >60 % de la valeur de saturation en air; temp&ature 

 

moyenne de l'eau de 24-26 oc pendant tout l'essai; reproduction reussie 

 

? 65 % des femelles chez le(s) t6moin(s); f&ondit6 quotidieriiie moyeime 

 

? 20a ufs chez le(s) tmoin(s) ; taux de f&ondit6? 80 % (en moyenne) chez 

 

les t6moins (dans chacune des gen&ations Fl et F2); survie apres &losion 

 

jusqu'& 3 spf ? 80 % (en moyenne) et de 3 spf jusqu'& l'euthanasie de la 

 

g6n&ation ? 90 % (en moyenne) chez les tmoins (Fl), la concentration du 

 

produit chimique d'essai en solution doit &re maintenue de fa9on 

 

satisfaisante dans un intervalle de + 20% autour de la valeur moyenne des 

 

mesures 

 

553 

 

17. P&iode d'exposition 

 

18. Effets biologiques 

 

m esur6s (principaux) 

 

19. Crit&es de V alidit6 de 

 

l'essai 

 



Appendice 4 

 

VALEURS GENERALEMENT OBTE NUES CHEZ LES T EMOINS 

 

Il faut noter que les valeurs suivantes obtenues chez les t6moins reposent sur un nombre limit6 

 

d'6tudes de validation, et pourront &re c oig6es a la luiere de donn6es nouvelles. 

 

Croissance 

 

Le poids et la longueur sont mesur6s sur tous les poissons pr6lev6s a 9 (ou 10) et 

 

15 semaines post-f&ondation (spf).S e1on ce protocole, le poids frais attendu a 9 spf est de 

 

85-145 mg pour les lllales et de 95-150 mg pour les femelles. Le poids attendu a 15 spf est 

 

de 250-330 mg pour les males et de 280-350 mg pour les femelles. S 'il peut y avoir des 

 

&arts notables par rapporta ces plages pour certains individus, un poids moyen chez les 

 

t6moins s'&artant notablement de ces valeurs, en particulier s'il est inf&ieur, sugg&era des 

 

probl6mes d'alimentation, de r6gultion de la temp&ature, de qualit6 de l'eau ou de 

 

maladie, ou une combinaison de nlusieurs de ces facteurs. 

 

Le taux d'6closion chez les t6moins se situe g6n6ralement autour de 90 %, bien que des 

 

valeurs ne dpassant pas 80 % ne soient pas exceptionnelles. Un taux d'&losion inf&ieur 

 

75 % peut e tre le sigue d'une agitation insuffisante des a uf au cours de leur d6veloppement 

 

ou de soin insuffisant a pport6 aux eufs, tel qu'un retrait trop tardif des a uf morts 

 

entrainant une infestation fongique. 

 

Srv 

 

Les taux de survie j usqu'a 3 spf depuis l'&losion et a pres 3 spf sont g6n6ralement de 90 % 

 

ou plus chez les t6moins, mais des taux de survie ne d6passant pas 80 % aux premiers stades 

 

de la vie chez les t6moins ne sont pas alarmants. Des taux de survie i nfrieurs a 80 % sont 

 

pr6occupants et peuvent indiquer un nettoyage insuffisant des aquariums, entrainant la perte 

 

de larves par maladie ou asphyxie due a de faibles niveaux d'oxygene dissous. La mottalit6 

 

peut aussi r6sulter de blessures lors du nettoyage des cuves ou de la perte de larves dans le 

 

syst6me de vidange des cuves. 

 

Gene deルvitellgnine 

 

Si les niveaux absolus de gene de la vitellog6nine (vtg), exprim6s en nombre de copies/ng 

 

d'ARNm total, peuvent varier consid&ablement entre laboratoires selon les proc6dures ou 

 

l'instrumentation utilis6es, le niveau de vtg devrait &re pres de 200 fois plus 6 lev6 chez les 

 

t6moins femelles que chez les t6moins males. Il n'est pas rare que ce ratio atteigne 1 000a 

 

2 000, cependant des ratios infrieurs a 200 sont suspects et peuvent indiquer des problemes 

 

de contamination des &hantillons ou des prblemes li6s a la proc6dure et/ou aux r6actifs 

 

utilis6s. 

 

C・actre sexueムsecondaires 
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Pour les males, la plage normale des ca rcteres sexuels secondaires, d6丘nis comme le 

 

nombre total de segments avec papilles dans les rayons de la nageoire anale, est de 40-80 

 

segments a 9-10 spf. A 15 spI', la plage devrait e tre de 80-120 chez les males et O chez les 

 

t6molns femelles. Pour des raisons inexpliqu6es, dans de rares cas, certains males ne 

 

pr6sentent pas de papilles t 9 spi', mais comme tous les t6moins males d6Veloppent des 

 

papilles a is spf, cela tient probablement & un retard de d6veloppement. La pr6sence de 

 

papilles chez les t6moins femelles indique la pr6sence de males XX dans la population. 

 

Mdles xY 

 

L'incidence normale de males xx chez les poissons de culture semble tre de l'ordre de 

 

4 % au maximum & 25。 C, cette incidence augmentant lorsque la temp&ature augmente. Il 

 

convient de prendre des mesures pour limiter la proportion de males XX dans la population. 

 

L'incidence des males XX ayant une composante g6n&ique et 6 tant par cons6quent 

 

transmissible, un moyen efficace de r6duire l'incidence des males XX dans la population est 

 

de surveiller l'6levage et de veiller & ce que des males XX ne soient pas utilises pour la 

 

reproduction. 

 

4ctvitd reproductrice (fraり 

 

Le frai chez les rplicats t6moins doit &re suivi quotidiennement avant l'6valution de la 

 

f&ondit6. On peut 6 valuer visuellement, d'un point de vue qualitatif, siles couples t6moins 

 

frayent.A 12-14 spi', la plupart des couples t6moins devraient frayer. Si le nombre de 

 

couples frayant est faible & ce stade, cela indique des problemes potentiels de sant6, de 

 

maturit6 ou de bi en-tre des poissons. 

 

Fdcon或ld 

 

A12-14 spf, la femelle m6daka en bonne sant6 et bien nourrie pond g6n&alement chaque 

 

jour de is a so eufs. La production d'aufs pour 16 des 24 couples reproducteurs t6moins 

 

reconmad6s (>65 %) devrait dpasser 20 a ufs par couple et par jour et peut atteindre 

 

quelque 40(L uf par jour. Une production inf&ieure peut indiquer des prbl6mes 

 

d'immaturit6, de malnutrition ou de mauvaise s ant6 des couples reproducteurs. 

 

Fertili尼 

 

Le pourcentage d'aufs fertiles chez les couples reproducteurs t6moins est g6n&alement de 

 

l'ordre de 90 %, des valeurs de 95 % et plus n'6tant pas rares. Des taux de fttilt6 inf&ieurs 

 

& 80 % chez les a uf t6moins sont suspects et peuvent signaler soit des individus en 

 

mauvaise sat6, soit des conditions de culture laissant & d6sirer. 
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Appendice 5 

 

EXEMPLE DE REGIME ALIMENTAIRE 

 

On trouvera au tableau i un exemple de r6gime alimentaire assurant une croissance et un 

 

d6veloppement a d6quats pour une reproduction soutenue. Il est possible de s '6carter du 

 

r6gime propos6 mais il est alors recormand6 de proc6der a des tests afin de s'assurer que la 

 

croissance et la reproduction sont acceptables. Pour suivre le r6gime sugg6r6, il faut, avant 

 

de commencer l'essai, d6terminer le poids sec d'art6mies par volume de pur& semi-liquide 

 

d'art6mies. Pour cela, peser un volume donn6 de cette pur6e a pr6s l'avoir s6 ch6e pendant 

 

24 heures & 60。 C sur des plateaux pr6-pes6s. Pour tenir compte du poids du sel dans la 

 

pur6e semi-liquide, il convient de s6 cher et peser 6 galement un volume identique de la 

 

solution sa16e utilis& dans la pur6e semi-liquide, et de soustraire le poids du sel du poids 

 

obtenu pour la pur6e d'art6mies s6ch6e. Une autre solution consiste ?t filtrer et rincer les 

 

art6mies & l'eau distill& avant de les s6 cher, ce qui 6 vite d'avoir & mesurer le poids d'un 

 

6chantillon contenant uniquement du sel. Ces informations permettent de convertir les 

 

donn&s du tableau i (poids sec d'art6mie) en volume de pur& semi-liquide d'art6mies & 

 

administrer & chaque poisson. Il est en outre recommand6 de peser chaque semaine des 

 

aliquotes de pur& d'art6mies pour v&ifier que le poids sec administr6 est correct. 
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Tableau 1: Exemple de r6gime alimentaire. 

 

Jours (apres eclosion) Arteries (mg poids 

 

sec/poisson/j our) 

 

Jour 1 0,5 

 

Jour 2 0,5 

 

Jour 3 0,6 

 

Jour 4 0,7 

 

Jour 5 0,8 

 

Jour 6 

 

Jour 7 

 

Jour 8 

 

Jour 9 2,2 

 

Jour 10 2,8 

 

Jour 11 3,5 

 

Jour 12 4,2 

 

Jour 13 4,5 

 

Jour 14 4,8 

 

Jour 15 5,2 

 

Jour 16-21 5,6 

 

Se mame 4 7,7 

 

Se maine 5 9,0 

 

Se mame 6 

 

Se maine 7 13,5 

 

Se maine 8-sacrifice 22,5 
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Appendice 6 

 

EXMPLES DE CHAMBREs D'INCUBATION DES (UFS 

 

Exemple 

 

. 

 

9 

 

Cet incubateur consiste en un tube a centrifuger en verre pr6sentat une d&oupe 

 

transversale, connect6 par un manchon en acier inoxydable et maintenu & son sommet par un 

 

bouchon vissant pour centrifugeuse. Un petit tube en verre ou en acier inoxydable traversant 

 

le bouchon et positionn6 pr6s du fond arrondi de l'incubateur assure une diffusion douce de 

 

bulles d'air ayant pour fonction de mettre les(L uf en suspension et de r6duire la 

 

transmission par des organismes saproph舛es d'infections fongiques entre les a ufs, tout en 

 

facilitant les khanges chimiques entre l'incubateur et la cuve iii il est plac6. 

 

Exeplβ 

 

，一 

 

. 

 

' 

 

1 

 

、 

 
【】 

 

●

〇 

 

い 
ー一 
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Cet incubateur est constitu6 d'un corps cylindrique en verre (5 cm de dlam6tre et 10 cm de 

 

hauteur) et d'une grille m&allique inoxydable (0.25 p et 32 mesh) maintenue au fond du 

 

corps cylindrique par un anneau en PTFE. Les incubateurs sont suspendus par une barrea 

 

mouvement vertical au-dessus d'un r6servoir et a git6s verticalement (avec une amplitude de 

 

5 cm environ) selon un cycle apprpri6 pour les a ufs de m6 daka (une fois toutes les 

 

4 secondes environ). 
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Appendice 7 

 

SCHEMADU REGROUPEMENT ET DE LA REPARTITION DES REPLI ATS DU 

 

DEBUT A LA FIN DE LA METHODE D'EssAI MEOGRT 

 

Figure 1: Regroupement et rpartition des replicts du debut a la fin de l'essai MEOGRT. Ce 

 

graphique repr6sente un traitement, ou la moti6 d'un groupe t6moin. Du fait des regroupements, 

 

1'identit6 des rplicts n'est pas continue du d6but a la fin de l'essai. Le terme <eufs》 d6signe les uufs 

 

viables f&ondes (equivaut a embryons). 
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Traitements et replication. 

 

Cette m&hode d'essai recommande cinq traitements par le produit chimique d'essai (produit 

 

de qualit6 technique) et un t6moin n6gtif. Le nombre de rplicats par traitement n'est pas 

 

constant du dbut & la 丘 n de l'essai MEOGRT, et le nombre de rp1icats dans le groupe 

 

t6moin est deux fois plus 6 leve que dans chacun des groupes trait6s. A la g6n&tion FO, 

 

chaque groupe trait6 par produit chimique d'essai comprend six r6plicats alors que le groupe 

 

t6moin n6 gtif compte 12 rphcts. Les solvants sont fortement d&onseill6s; si un solvant 

 

est utllis6, cette utilisation et le choix du solvant doivent &re J usti丘6s dans le rapport 

 

d'essai. E n outre, si un solvant est utilis6, deux types de t6moins sont n&essaires: a) un 

 

t6moin avec solvant, et b〕 un t6moin n6atif. Ces deux arou〕es t6moins devront comDorter 
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chacun tous les r6p1icats prevus aux diffrntes &apes du d6rou1ement de l'essai MEOGRT. 

 

Cette structure de r6p1lcts reste inchang& tout au long du d6ve1oppement de l'organisme 

 

d'essai ?t la g6n6rtion Fl (et F2 j usqu'al '6closion). Toutefois, au stade adulte, lorsque les 

 

couples reproducteurs Fl sont constitu6s, le nombre de r6p1icts de couples reproducteurs 

 

par traitement est doubl6 pour un r6sultat optimal; il y a donc 12 couples r6plicts par 

 

groupe tralt6 par produit chimique d'essai et 24 couples r6plicats dans le groupe temoin 

 

(ainsi que 24 couples rplicts dans le groupe t6moin solvant, le cas &h6ant). La 

 

d6termintion de l'6closion des embryons pondus par les couples Fl se fait sur la meIne 

 

structure de rplicats que pour les embryons pondus par les couples FO,a savoir initialement 

 

six r6plicats par groupe trait6 par produit chimique d'essai et 12 r6plicts dans le(s) 

 

arouie(s') t6moin. 
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Appendice s 

 

COMPTAGE DES PAPILLES DE LA NAGEOIRE ANALE 

 

Principaux mat'rie1s et r'actif 

 

Microscope de dissection (avec appareil photo en option) 

 

Fixateur (de Davidson, par exemple (le liquide de Boumn n'est pas recommand6)), si le 

 

comptage ne se fait pas par analyse d'image 

 

Proc6dures 

 

Aprs n&ropsie, il convient d'obtenir une image de la nageoire anale afin de pouvoir 

 

commod6ment compter les papilles de la nageoire anale. Bien que l'imagerie soit la 

 

m6thode recommand&, la nageoire anale peut e tre丘 x6e au fixateur de Davidson ou au 

 

moyen d'un autre fixateur appropri6 pendant 1 minute environ. Il est important de maintenir 

 

la nageoire a plat pendant la fixation, pour faciliter le comptage ult&ieur des papilles. La 

 

carcasse avec la nageoire anale peut &re conserv6e dans le fixateur de Davidson ou un autre 

 

fixateur appropri6 j usqu'a l'analyse. Compter le nombre de plaques de jonction (voir la 

 

f2ure 1) comportant des papilles faisant saillie au niveau du rebord post&ieur de la plaque. 

 

Figure 1: Papilles de la nageoire anale. 
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Appendice 9 

 

CHRONOLOGIE DETAILLEE DE L'ESSA1 MEOGRT 

 

Semaines d'essai l-3 (FO) 

 

de la g6n6rtion FO qui ont r6pondu aux criteres de s6 lectlon 

 

semaines afin que les gametes et 

 

produit chimique d'essai. Chaque 

 

sonte xpos6s pendant trois 

 

au 

 

Les poissons reproducteurs 

 

(voir les paragraphes 16-20) 

 

gonadiques en d6veloppement soient expos6s 

 

un seul couple reproducteur (couple femelle XX-male XY). Les 

 

compt6s et leur fertilit6 est 6 valu6e pendant 21 jours cons&utifs, 

 

de r6piicats contient 

 

tissus 

 

cuve 

 

αufs pondus sont r6colt6s, 

 

apartir du 1er jour d'essai. 

 

Semaine d'essai 4 (F0 et Fl) 

 

Il est pr6f&abie que les a ufs f&ond6s et viables (embryons) soient r&olt6s sur une seule 

 

j oum6 e; cependant, s'il n'y a pas suffisamment d'embryons, ils peuvent &re r&olt6s sur 

 

deux jours. Dans ce cas, tous les embryons du mme traitement qui ont6t6 r6colt6s le 

 

premier jour sont regrou$s avec ceux qui sont r&olt6s le deuxieme jour. Puis la totalit6 des 

 

embryons ainsi regroup6s pour chaque traitement est rpartie de fa9on a l6atoire dans les 

 

incubateurs de replicats t raison de 20 embryons par incubateur. Les d&6s d'eufs f&ond6s 

 

(embryons) sont consign6s quotidieimement. Les a ufs morts sont retir6s des incubateurs (la 

 

mort des a uf f&ond6s peut &re identif6e, en particulier ?t un stade pr&oce, d'apr6s une 

 

diminution marqu& de la transparence et un changement de coloration, dus & la coagulation 

 

et/ou la pr&ipitation des prot6nes, se traduisant par un aspect blanc opaque ; OCDE 210). 

 

Nota: si un seul traitement n&essite un deuxi6me jour de r&olte, tous les traitements 

 

(t6moins compris) doivent suivre la lllem e proc&iure.S i, apres le second jour de r6colte, le 

 

nombre d'embryons est insuffisant, au sein d'un traitement, pour qu'il soit possible de 

 

charger 20 embryons par incubateur, on r6dulra & 15 ie nombre d'embryons par incubateur 

 

pour ce traitement sp&ifique.S 'ii n'y a pas assez d'embryons pour en charger 15 par 

 

incubateur, on r6duira le nombre d'incubateurs r6piicats jusqu'a un nombre permettant de 

 

charger 15 embryons par incubateur. Il est en outre possible d'augmenter le nombre de 

 

couples reproducteurs par traitement et groupe t6moin, & la g6n&ation FO, afin de produire 

 

plus d'auf et d'atteindre le nombre recommand6 de 20 par r6picat. 

 

Au 24e jour d'essai, les couples reproducteurs FO sont e uthanasi6s et leurs poids et longueur 

 

sont consign6s. Il est possible, si n6cessaire, de prolonger d'un ou deux jours les couples 

 

reproducteurs FO pour red6marrer la g6n&ation Fl. 

 

Semaines d'essai 5-6 (Fl) 

 

Un ou deux jours avant le d6but pr6visible de l'&losion, stopper ou r&tuire l'agitation des 

 

αufs en incubation pour acc6l&er l'&losion. Des embryons &losant chaque jour, les 

 

r6partis de fa9on syst6mtique dans les cuves 

 

ne 

 

on 

 

traitement sp&ifique, chaque cuve 

 

chaque 

 

et 

 

de 

 

sont regrou$s par traitement 

 

destin6es aux larves au sein 

 

alevins 

 

r印licats 

 

devant pas contenir plus de 12 alevins. La rpartition se fait de f9on al6atoire 
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s6lectiomle des alevins que l'on place un par un dans des r6plicats successifs en les 

 

choisissant au hasard, et en passant chaque fois dans le llleme ordre d'un r6plict du 

 

traitement c onsid&6 au suivant j usqu'a ce que tous les r6plicats au sein du traitement 

 

comportent 12 alevins.S 'il n'y a pas suffisamment d'alevins pour remplir tous les r6plicats, 

 

veiller a ce que le plus grand nombre de r6plicats possible comportent 12 alevins pour le 

 

d6maITage de la phase Fl. 

 

Les a uf qui n'ont pas 6c los au terme de deux fois le jour m6dian de l'6closion chez les 

 

t6moins sont co nsid&6s comme non viables et 6 cart6s. Le nombre d'alevins est c onsign6 et 

 

le taux d'&losion est calcul6 dans chaque r6plicat. 

 

Semainesd'essai 7-11 (F1) 

 

La survie des larves est c ontr61& et consign& chaque jour dans tous les rplicats. Au 43e 

 

jour d'essai, le nombre de poissons survivants dans chaque r6plicat est consign6, ainsi que le 

 

nombre initial d'alevins plac6s dans le rplicat (valeur nominale: douze). Cela permet de 

 

calculer le taux de survie depuis l'&losion jusqu'au stade subadulte. 

 

Semaines d'essai 12-13 (F1) 

 

Au 78e185e jour, on proc6de t un petit pr6levement tissulaire sur la nageoire caudale de 

 

chaque poisson afin de d&erminer le sexe g6notypique de chaque individu. Ces doni6es 

 

sont utilis6es pour constituer les couples reproducteurs. 

 

Dans les trois jours suivant la d&ermination du sexe g6notypique de chaque poisson, 

 

12 couples reproducteurs par traitement et 24 couples par t6moin sont c onstitu6s de f9on 

 

al6toire. Deux poissons XX et XY de chaque rplicat sont s6lectionn6s de fa9on a l6atoire et 

 

s6lectioml6s de fa9on a l6toire pour constituer les couples 

 

-XY). Un minimum de 12 r6plicts par traitement et un minimum 

 

t6moins sont constitu6s, avec un couple reproducteur par r6plict. 

 

'poissons XY pouvant 

 

deux poissons XX ou 

 

g6notpique requis sont pr6lev6s dans d'autres rplcts 

 

pas 

 

sexe 

 

regroupes par sexe, i 

 

reproducteurs (couples 

 

de 24 rplicts pour les 

 

un r6plicat ne comporte 

 

des poissons du 

 

meme traitement. 

 

Les poissons restants (au maximum 8 poissons par rplict) sont euthanasies et prelev的 

 

pour la mesure des effets au stade subadulte. Les donn&s relatives au gene dry (XX ou 

 

XY) pour tous les pr6levements subadultes sont co nserv6es de telle sorte qu'il soit possible 

 

de relier tous les effets mesur6s au sexe g6n&ique de chaque individu. 

 

Semaines d'essai 13-14 (F1) 

 

L'exposition se poursuit pendant le passage des couples reproducteurs subadultes au stade 

 

adulte. Au 98e jour d'essai (jour pr&6dant le d6but de la r6colte des〔e ufs), les〔e ufs sont 

 

retires des aquariums et pr6lev6s sur les femelles. 

 

Semaines d'essai 15-17 (F1) 

 

Les（お ufs pondus sont r&olt6s chaque jour pendant 21 jours cons&utifs dans chaque r6p1icat 
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et la f&ondit6 et la frtilit6 sont 6Val u6es. 

 

Semaine d'essai 18 (repetition de la semaine d'essai 4) (F1 et F2) 

 

Au 120e jour d'essai, on proc6de le matin & la r&olte des(n uf dans chaque rplicat. Les 

 

ceufs r&olt6s sont 6 valu6s et les eufs fertiles (d6barrass6s de leurs filaments) de chaque 

 

couple reproducteur sont regrou$s par traitement et rpartis de f90n syst6mtique dans les 

 

chambres d'incubation & raison de 20(n uf fertiles par incubateur. Les incubateurs peuvent 

 

tre plac6s dans des《 cuves & incubateurs》 s6par&s pour chaque traitement, ou dans la cuve 

 

rp1ict qui contiendra les larves &loses,a pr6s 1'&losion. Il est pr6f&ble que les embryons 

 

soient r&o1t6s sur une seule journ6e; cependant, si leur nombre est insuffisant, ils peuvent 

 

tre r6colt6s sur deux jours. Dans ce dernier cas, tous les embryons d'un traitement qui ont 

 

6t6 r&olt6s le premier jour sont regrup6s avec ceux qui sont col1ect6s le deuxieme jour. 

 

Puis la totalit6 des embryons de chaque traitement est r6partie de f9on aletoire dans les 

 

incubateurs rp1icats, & raison de 20 embryons par incubateur. Nota: si un seul traitement 

 

requiert un second jour de collecte, tous les traitements (t6moins compris) doivent suivre la 

 

meme proc6dure.S i, apres le second jour de r&olte, il n'y a pas s uffisanient d'embryons 

 

au sein d'un traitement pour charger 20 embryons par incubateur, on r6duira & 15 le nombre 

 

d'embryons par incubateur au sein de ce traitement. S 'il n'y a pas suffisamment d'embryons 

 

pour en charger 15 par incubateur, on r6duira le nombre d'incubateurs r6plicts jusqu'& ce 

 

qu'il soit possible d'avoir 15 embryons par incubateur. 

 

Au 121e jour d'essai (ou au 122e jour, si un d6lai est n&essaire pour le bon d6marrage de 

 

F2), les couples reproducteurs Fl sont euthanasi6s et a nalys6s (mesure des effets au stade 

 

adulte). Il est possible, si n6cessaire, de prolonger d'un ou deux jours les couples 

 

reproducteurs Fl pour red6marrer la g6n&ation F2. 

 

Semaines d'essai 19-20 (F2) 

 

Un ou deux jours avant le d6but pr6visible de l'6closion, stopper ou r6duire l'agitation des 

 

eufs en incubation pour a cc6l&er l'6closion. Si l'essai se termine ?t l'6closion de la 

 

g6n6rtion F2, les alevins sont compt6s chaque jour puis &art6s. (Les embryons qui n'ont 

 

pas &los a pr6s une p&iode d'incubation prolong6e, d6finie comme deux fois le jour m6dian 

 

d'&losion chez les t6moins, sont consid&6s comme non viables). 
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Appendice 10 

 

AN LYSE STAT ISTIQUE 

 

Les types de don6es biologiques g6n&6es lors de l'essai MEOGRT ne sont pas sp&ifiques 

 

de cet essai et, sauf pour les donn6es de pathologie, de nombreuses m&hodes statistiques 

 

ont 6t6 mises au point qui permettent d'analyser correctement ces donn&s selon leurs 

 

c ara ct 6ri stiqu e s (normalit6, homog6n6it6 des variances, notamment) et selon que les 

 

modalit6s de l'&ude se pr&ent ou non a la v&ification d'hypoth6ses ou a l'analyse de 

 

r6gresslon, a des tests param&riques ou non param6trques, etc. En regle g6n6rale, les 

 

analyses statistiques sugg&6es sont conformes aux recommandations de l'OCDE pour les 

 

donn6es d'&otoxicit6 (OCDE 2006) et l'on trouvera la figure 2 un diagramme d6cisionn 

 

pour l'analyse des donn&s de l'essai MEOGRT. 

 

On suppose que les jeux de doil6es de l'essai suivent le plus souvent un modele de rponse 

 

monotone. Il faut en outre examiner si un test statistique unilat&al ou bilat&al doit &re 

 

utilis6. Il est s ugg&6 d'utiliser un test unilat&al sauf si cette solution ne convient pas pour 

 

des raisons biologiques. Des tests statistiques pr6cis sont recommand6s dans ce qui suit, 

 

mais si des m&hodes statistiques plus apprpri6es et/ou plus puissantes sont d6veloppees 

 

pour &re appliqu&s aux donn6es sp6cifques g6n&6es lors du MEOGRT, il y a lieu de les 

 

utiliser pour b6n6icier des avantages qu'elles pr6sentent. 

 

Les donn&s 

 

g6notypique. 

 

de l'essai 

 

Deux strat 

 

MEOGRT doivent e tre analys6es s6par6ment pour chaque 

 

gies sont envisageables pour analyser le, 

 

poissons pr6sentant une inversion sexuelle (males XX ou femelles 

 

les donll6es relatives aux 

 

pour ce qui est de la p 

 

poissons 

 

r6valence 

 

sexe 

 

aux 

 

&s relatives 

 

L) censurer toutes 

 

; donn 

 

XY): j 

 

sentant une inversion sur l'ensemble de l'essai, sauf 

 

l'inversion dans chaque r6plicat; 2) conserver les 

 

叫
由
 

 

donn6es relatives aux poissons pr6sentant une inversion et proc6der a l'analyse sur la base 

 

du sexe g6notypique. 

 

Donnees histopathologiques 

 

Les donn&s histopathologiques sont consigii6es sous la forme d'indices de gravit6, qui sont 

 

evalues par une procedure statistique de conception r6cente, le Rao-Scott Cochrane-

Armitage by S 1ices (RS CAB S) (Green e t al., 2014). L'ajustement Rao-Scott permet de tenir 

 

compte des replicts ; la proc&lure by 1ices int6gre l'augmentation attendue des indices de 

 

grait6 lorsque les concentrations d'exposition augmentent. Pour chaque diagnostic, les 

 

r6sultats du RSCABS indiquent quels traitements induisent une prevalence de pathologie 

 

accme par rapport aux t6moins et le degr6 de grait6 correspondant. 

 

Donn6es relatives h la fecondite 

 

Les donn&s de f&ondit6 sont analys&s selon une proc&lure descendante (test de 

 

Jonckheere-Terpstra ou de Williams) visant a d&erminer les effets des traitements,a 

 

condition que les donn6es soient compatibles avec une relation concentration-rponse 

 

monotone. La proc6dure descendante permet de faire des comparaisons a un niveau de 

 

significativit6 de 0,05 en 6Vi tant les ajustements 1i6s au nombre de comparaisons e ffectu6es. 
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Des dolln6es compatibles avec une relation co ncentrtion-reponse monotone sont attendues, 

 

mais ce point peut &re v &fi6 soit en procedant a un examen visuel des donn6es soit en 

 

construisant les contrastes lin6aires et quadratiques des moyennes par traitement a prs 

 

hi&archisation des donn&s.Sa uf si le contraste quadratique est significatif alors que le 

 

contraste lin6aire ne l'est pas, le test de tendance est r6alis6.S inon, le test de Dunnett est 

 

utilis6 pour d&erminer les effets des traitements si les donn6es pr6sentent une distribution 

 

normale et des variances homogenes.S i ces conditions ne sont pas remplies, on utilise le 

 

test de Dunn avec l'ajustement de Bonferroni-Holm. Tous les tests indiqu6s sont r6als6s 

 

ind6pendamment de tout test global F ou de Kruskal-Wallis. On trouvera dans OCDE 2006 

 

plus de precsons sur ces diff&ents tests. 

 

D'autres m&hodes peuvent &re utilis6es, par exemple un modele lin6aire g6n&alis6 avec 

 

erreurs de Poisson pour le d6compte des（肥 ufs (sans transformation), d6s lors que cela est 

 

justifi6 du point de vue statistique (Cameron et Trividi, 2013). Dans ce cas, il est 

 

recommand6 de faire appel a un sp&ialiste en statistique. 

 

Comptage quotidien des a uf sur une seule g6n&ation 

 

Le modele ANO VA est donn6 par Y=ternps*temps+traitement + *traitement + 

 

temps*traitement + *temps*traitement, avec les effets a l6toires de rp1icat 

 

(g 6n&atio n*traitement) et temps*r6plicat(traitement), autorisant des composantes de 

 

variances in6gales des deux types sur plusieurs gen&ations. Le terme temps》 fait r6f&ence 

 

la fr6quence de comptage des a uf (jour ou semaine, par exemple). Il s'agit d'une analyse 

 

sur mesures r6p&6es: les corr6lations entre observations sur les memes r6plicats rendent 

 

compte de la nature des donn&s en tant que mesures rp&&s. 

 

Les principaux effets des traitements sont soumis au test de Dunnett (ou Dutmett-Hsu), qui 

 

permet d'ajuster le nombre de comparaisons. Ces ajustements sont necessalres pour la 

 

g6n6rtion et le temps, car aucun de ces deux facteurs n'est associ6 & niveau《 t6moin》 et 

 

chaque paire de niveaux est potentiellement int6ressante & comparer. Dans les deux cas, si le 

 

test F pour le principal effet est significatif au niveau 0,05, les comparaisons par paires 

 

inter-niveaux de ce facteur peuvent &re test&s au niveau 0,05 sans ajustement 

 

suppl6mentaire. 

 

Le modele inclut des interactions ?t deux ou trois facteurs, si bien qu'un effet principal pour 

 

le temps, par exemple, peut ne pas &re significatif, meme si le temps a un impact significatif 

 

sur les resultts.S i une interaction & deux ou trois facteurs faisant intervenir le temps est 

 

significative au niveau 0,05, on peut donc accepter les comparaisons de niveaux de temps au 

 

niveau de signi丘cativit6 0,05 sans ajustement suppl6metaire. 

 

Viennent ensuite les tests F pour la significativit6 du traitement dans le temps, c'est-&-dire 

 

lesく〈 tranches》 (slices) du tableau ANOVA.S i, par exemple, la tranche correspondant au 

 

traitement appliqu6 & la g6n&ation Fl et au temps 12 est significative au niveau 0,05, les 

 

comparaisons par paires des traitements appliqu6s & la g6n&ation Fl et au temps 12 peuvent 

 

tre accept&s au niveau 0,05 sans ajustement supp16mentaire. Des r6gles similaires 

 

dans la g6n&tion Fl au sein d'un traitement, ou & la 

 

traitement donn6s. 
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s et & un 

 

s'appliquent aux tests relatifs 

 

g6n6rtion associ6e & un temp 

 



d'aucune des cat6gories ci-dessus, les 

 

m6thode d'ajustement des valeurs p de 

 

sur les analyses de ce type chez Hocking 

 

relevant 

 

suivant la 

 

Enfin, pour les comparaisons ne 

 

comparaisons doivent &re可 ust6eS 

 

Bonferroni-Hoim. On trouvera plus de pr&isions 

 

(1985) et Hochberg e t Tamhane (1987). 

 

Une autre m&hode consiste a relever les dollll6es brutes et a les pr6senter dans le rapport 

 

comme la fcondit6 (nombre d'eufs) par r6plicat pour chaque jour. La moyenne des 

 

donn&s brutes par r6plicat est calcul6e et une transformation racine carr6e est appliqu&. 

 

Une ANO VA a un crit6re est app1iqu6e aux moyennes transfrm6es par r6plict, suivie des 

 

contrastes de Dunnett. Il peut 6 galement &re int&essant d'examiner visuellement les 

 

donn6es de fcondit6 de chaque traitement et/ou r6plicata partir d'un nuage de points 

 

repr6sentant la distribution des donn6es dans le temps. Cette m6thode permettra une 

 

evaluation informelle des effets potentiels dans le temps. 

 

Analyse de toutes les autres donn&s biologiques 

 

Les analyses statistiques sont fnd6es sur l'hypothese que si les doses ont 6t6 correctement 

 

s6lectioml&s, les donn&s seront monotones. Leur monotonie est donc 6 table formellement 

 

d'apr6s les contrastes lin6aires et quadratiques. Si les donn6es sont monotones, il est 

 

recomntd6 de proc6der a un test de tendance de Jonckheere-Terpstra sur les m6dianes des 

 

rplicats (conseill6 dans OCDE 2006).Si le contraste quadratique est significatif mais que le 

 

contraste lin6aire ne l'est pas, les donn&s sont consid&es comme non monotones. 

 

Si les doii6es sont non monotones, en particulier du fait d'une rponse r6duite pour le 

 

traitement le plus 6 lev6 ou les deux traitements les plus 6 lev6s, il faut envisager de censurer 

 

le jeu de donn6es consid&6 et de proc6der a l'analyse sans ces traitements. Cette d&ision 

 

n6cessite un avis d'expert et doit e tre fond& sur toutes les donn6es disponibles, en 

 

particulier celles qui indiquent une toxicit6 manifeste a ces niveaux de traitement. 

 

Pour le poids et la longueur, il n'est pas recommand6 de transformer les donn6es, bien que 

 

cela puisse occasionnellement &re necessaire. En revanche, une transformation 

 

logarithmique est recommand6e pour les donn&s relatives a la vitellog6nine; une 

 

transformation racine carr& est recommandee pour les donnees relatives aux CSS (papilles 

 

de la nageoire anale) ; une transformation arc sinus racine carr6e est recommand& pour les 

 

donn6es relatives au taux d'6closion, au taux de survie, au sex-ratio et au pourcentage 

 

d'aufs fertiles. Le d6lai avant &losion et le d6lai avant la premi&e ponte doivent &re trait6s 

 

comme des donn6es de type《 d6lai avant e venement》: les embryons n'&losant pas pendant 

 

la p&iode fix& ou les r6plicats ne pondant jamais sont trait6s comme des dom6es censur6es 

 

adroite. Le d6lai avant &losion doit &re calcul6 a partir du jour m6dian d'6closion de 

 

chaque rplicat. Ces effets mesur6s sont analys6s a l'aide d'un mod6le des risques 

 

proportionnels de Cox pour des effets mixtes. 

 

Les donn&s biologiques relatives aux adultes pr6lev6s ne sont mesur6es qu'une fois par 

 

rplicat; en effet, il y a un poisson XX et un poisson XY par aquarium rplicat. Il est donc 

 

recommad6 de proc6der a une ANOVA a un crit&e sur les moyennes des rplicats. Si les 

 

hypoth6ses de 1'ANOVA (normalit6 et homog6n6it6 des variances telles qu'6valu6es sur les 

 

r6sidus de 1'ANOVA par le test de S hapiro-Wilk et le test de Levene, respectivement) sont 

 

v6rifi6es, les contrastes de Dunnett doivent &re utils6s pour d6terminer les traitements qui 
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diff&ent du t6moin. En revanche, si les hypoth6ses de l'ANO VA ne sont pas v&if6es, un 

 

test de Dunn doit &re prtiqu6 afin de d&erminer quels sont les traitements qui diffrent du 

 

t6moin. Une proc6dure similaire est recommand6e pour les donn6es qui prennent la forme 

 

de pourcentages (frtilit6, &losion et survie). 

 

Les donn&s biologiques de tous les pr6levements subadultes comportent i a 8 mesures par 

 

rplct, ce qui signifie qu'il peut y avoir un nombre variable d'individus contribuant a la 

 

moyenne du r6plicat pour chaque sexe g6notypique. Il est donc recommand6 d'utiliser un 

 

modele d'ANO VA a effets mixtes, suivi du test des contrastes de Dunnett, siles hpoth6ses 

 

de n ormalit6 et d'homog6n6it6 des variances sont v&ifi6es (sur les r6sidus de 1'ANOVA 

 

effets mixtes).S i elles ne sont pas v6rifi6es, un test de Dunn doit &re prtiqu6 afin de 

 

d6terminer quels sont les traitements qui diffrent du t6moin. 

 

Figure 2: Logigrarnrne des proc6durs statistiques reconimnd6es pour l'analyse des dorm&s de 

 

l'essai MEOGRT. 
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C.53 ESSA 1 DE C ROISSANCE E T DE DEVELOPPEMENT DE LARV 

 

D'AMPHIBIENs (LAGDA) 

 

INTRODUCTION 

 

1. La pr6sente m&hode d'essai est 6 quiValente a la ligne directrice (LD) 241 (2015) de 

 

l'OCDE. Le d6veloppement et la validation d'un essai capable de d&ecter et de caract&iser 

 

les cons6quences n6fstes de l'exposition a des produits chimiques toxiques chez les 

 

amphibiens sont devenus n6cessaires du fait des inqui&udes relatives a la pr6sence dans 

 

l'environnement de produits chimiques dans des teneurs susceptibles de provoquer des 

 

effets n6fstes sur les humains et la faune. La ligne directrice de l'OCDE pour l'essai de 

 

croissance et de d6veloppement de larves d'amphibiens (LAGDA) d&rit un essai de 

 

toxicit6 men6 sur une e spece d'amphibiens; cet essai (d'une dur& de 16 semaines, en 

 

g6n&al) consiste a &udier la croissance et le d6veloppement des amphibiens depuis la 

 

fcondation j usqu'a la p&iode j uv6ni1e pr&oce. Il permet d'6valuer le d6veloppement 

 

initial, la m&amorphose, la survie, la croissance et la maturation partielle du systeme 

 

reproducteur. Il permet 6 ga1emcnt de mesurer une s&ie d'autres effets o bserv6s en vue 

 

d'une 6 valuation diagnostique des produits chimiques suspect6s d'&re des perturbateurs 

 

endocriniens, ou d'autres types de substances ayant des effets toxiques sur le 

 

d6veloppement et la reproduction. La m&hode d&rite ici est inspir6e des travaux de 

 

validation men6s sur le x6nope lisse (Xenopus laevis) par l'Agence pour la protection de 

 

l'environnement des E tats-Unis (U.s. EPA) avec l'aide du Japon (1). D'autres es peces 

 

d'amphibiens peuvent convenir a un protocole d'essai sur la croissance et le 

 

d6veloppement a llleme de d&erminer si le sexe g6n&ique est un e l6ment important, mais 

 

les m&hodes et effets observes s p6ciques d&rits dans la pr6sente m&hode d'essai 

 

s'appliquent exclusivement a Xenopus laevis. 

 

2. Le LAGDA est utllise comme essai de niveau sup&ieur sur amphibien pour recueillir des 

 

informations plus completes sur les relations concentration-reponse induisant des effets 

 

n6astes, informations qui servent ensuite pour l'identification et la caract&isation des 

 

dangers ainsi que pour l'6valuation du risque 6 cologique. Le pr6sent essai se positiomie au 

 

niveau 4 du Cadre conceptuel de l'OCDE pour les essais et l'6valuation des perturbateurs 

 

endocriniens, sachant que les essais in vivo fournissent 6 galement des donn&s sur les 

 

effets n6fstes bas&s sur les effets mesur6s pertinents du syst6me endocrinien (2). Le plan 

 

exp&imental g6n&al comprend l'exposition d'embryons de X. laevis au stade de 

 

d6Veloppement 8-10 d'apr6s Nieuwkoop et Faber (NF) (3)a un minimum de quatre 

 

concentrations diffrentes du produit chimique d'essai (g6n6ralement espac6es par des 

 

intervalles d6fnis selon une progression semi-logarithmique) et un!des t6moin(s)j usqu'a 

 

10 semaines apres le d6lai m6 dian jusqu'au stade NF62 dans le t6moin, avec un sous-

6 chantillon provisoire au stade NF62 (S 45 iours post-fcondatlon; habituellement autour 
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de 45 jpf). Chaque concentration d'essai est test6e sur quatre r6plicts, avec huit r6p1cats 

 

pour le t6moin. Les effets o bserv6s 6 valu6s au cours de l'exposition (dans le sous-

6chantillon provisoire et l'khantillon final a l'achevement de l'essai) sont ceux qui 

 

constituent des indicateurs de toxicit6 g6n6rale,a savoir mortalit6, comportement anormal 

 

et d6terminants de la croissance (longueur et poids), ainsi que ceux con9us pour 

 

caract&iser les m&anismes d'action des perturbateurs endocriniens ciblant les processus 

 

physiologiques faisant intervenir les a strogenes, les a ndrog6nes et la thyroide. La m&hode 

 

d&rite vise principalement a mettre en 6 vidence des effets potentiels pertinents au niveau 

 

d'une population (a savoir des impacts ind6sirables sur la survie, le d6veloppement, la 

 

croissance et le d6veloppement du syst6me reproducteur) afin de calculer une 

 

concentration sans effet observ6 (CSEO) ou une concentration efficace a x % (CEx) sur 

 

l'effet o bserv. Il convient de noter que les approches de type CEx sont rarement a dapt6es 

 

aux 6 tudes de grande ampleur de ce type,o ii l'augmentation du nombre de concentrations 

 

d'essai en vue de d6terminer la CEx souhait& peut e tre impraticable. Il convient 6 galement 

 

de noter que cette m6thode ne couvre pas la phase de reproduction proprement dite. Les 

 

d&finitions utilis&s dans cette m6 thode d'essai sont donn&s l'appendice 1. 

 

RMARQU S PRLIMINIRS E T LIMITES 

 

3. Etant donn6 le nombre limit6 de produits chimiques test6s et le nombre l imit6 de 

 

laboratoires impliqu6s dans l'6tude de validation de cette m6thode d'essai complexe, on 

 

peut s'attendre a ce que la ligne directrice 241 de l'OCDE soit r6examin& et si n&essaire 

 

mise a jour a la lumi6re de l'exp&ience acquise, et quand un nombre suffisant d'&udes 

 

sera disponible pour s'assurer de l'impact de cette m6 thode d'essai. Le LAGDA est un 

 

essai important qui permet d'&udier les facteurs pouvant contribuer a un d&lin de la 

 

population d'amphibiens en 6 valuant les effets de l'exposition a des produits chimiques 

 

durant le stade larvaire,ou les effets sur la survie et le d6veloppement, y compris le 

 

d6veloppement normal des organes reproducteurs, peuvent avoir des r6percussionS 

 

dommageables sur les populations. 

 

4. Le test est con9u pour d&ecter des effets apicaux r6sultant de m&anismes endocriniens et 

 

non endocriniens, et comprend des param6tres diagnostiques mesur6s qui sont, en partie, 

 

sp&ifiques aux principaux m&anismes endocriniens. Il convient de noter que,j usqu'a ce 

 

que le LAGDA soit d6velopp6, il n'existait aucun essai valid6 remplissant cette fonction 

 

pour les amphibiens. 

 

5. Avant de commencer l'essai, il est important de disposer d'informations sur les propri&6s 

 

physico-chimiques du produit chimique d'essai, notanmient pour pouvoir produire des 

 

solutions chimiques stables. Il est 6 galement n&essaire de disposer une m&hode d'analyse 

 

suffisamment sensible pour pouvoir v&ifier les concentrations du produit chimique d'essai. 

 

L'essai dure 16 semaines environ et n6cesslte au total 480 animaux,a savoir des embryons 

 

de X. laevis, (ou 640 embryons en cas d'utilisation d'un t6moin avec solvant) afin que 

 

572 

 



l'essai soit suffisamment puissant pour 6 valuer les effets o bserv6s au niveau de la 

 

population (croissance, deve1oppement et maturation du sys teme reproducteur, par 

 

exemple). 

 

6. Avant d'utiliser la m6 thode d'essai pour tester un m6lange a des fins r6glementaires, il 

 

convient de v&ifier siles r6sultats seront acceptables dans le cadre r6glementaire impos6. 

 

E n outre, cet essai n'6value pas directement la fcondit6, de sorte qu'il peut ne pas &re 

 

applicable pour une utilisation a un stade plus a vanc6 que le niveau 4 du Cadre conceptuel 

 

de l'OCDE pour les essais et l'6valution des perturbateurs endocriniens. 

 

FONDEMENT SC IENTIFIQUE DE LA METHODE D'EssAI 

 

7. Une grande partie des connaissances dont nous disposons sur la biologie des amphibiens 

 

ont 6t6 obtenues ?t l'aide de l'esp6ce de laboratoire m odele X. laevis. Cette es pece peut e tre 

 

cultiv6e en routine au laboratoire, l'ovulation peut e tre induite par l'emploi de 

 

gonadotrophine chorionique humaine (hCG), et il est possible de se procurer facilement 

 

des animaux a upr6s des fournisseurs commerciaux. 

 

8. Comme chez tous les vert6br6s, la reproduction des amphibiens est co ntr6l6e par l'axe 

 

hypothalamo-hypophyso-gonadique (11G) (4). Les a strogenes et les a ndrog6nes sont des 

 

m6diateurs de ce syst6me endocrinien; ils c ontr6lent le d6veloppement et la physiologie 

 

des tissus sexuellement dimorphiques. Le cycle de vie des amphibiens se d&ompose en 

 

trois phases successives durant lesquelles cet axe est particuli&ement actif: (1) la 

 

diff&enciation gonadique pendant le d6veloppemet larvaire, (2) le d6Veloppemet des 

 

caracteres sexuels secondaires et la maturation des gonades pendant la phase j uv6nile et (3) 

 

la reproduction fonctionnelle des adultes. A chacune de ces trois phases de d6veloppement, 

 

le s yst6me endocrinien est susceptible d'e tre perturb6 par certains produits chimiques 

 

(astrog6nes et a ndrog6nes, par exemple), ce qui finira par entrainer une diminution de la 

 

capacite de reproduction des organismes. 

 

9. Les gonades commencent & se d6velopper au stade NF 43 d'apr6s Nieuwkoop et Faber, au 

 

moment de la formation de la crete genitale bipotentielle. La diff&enciation des gonades 

 

commence au stade NF 52 lorsque les cellules germinales primordiales migrent vers le 

 

tissu m6 dullaire (males) ou bien restent dans la r6gion corticale (femelles) des gonades en 

 

d6veloppemet (3). Ce processus de diff&enciation sexuelle des gonades a 6t6 s ignal6 pour 

 

la premiere fois comme sensible a l'action des produits chimiques chez Xenopus laevis 

 

dans les ann&s 1950 (5) (6). L'exposition de t6tards a l'（児stradiol durant cette p&iode de 

 

diff&enciation gonadique provoque un changement de sexe chez les males, qui deviennent 

 

des femelles pleinement fonctionnelles une fois parvenus a l'age adulte (7) (8). L'inversion 

 

fonctionnelle du sexe des femelles en males est 6 galement possible et a 6t6 rapport6e aprs 

 

l'implantation de tissu testiculaire sur des t&ards (9). Cependant, si l'exposition t un 

 

inhibiteur de l'aromatase entrane 6ga lement un channement de sexe fonctionnel chez X. 
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tropicalis (10), cet effet n'a pas 6t6 co nstat6 chez X. laevis. Historiquement, les effets de 

 

produits toxiques sur la diff&enciation gonadique &aient 6 valu6s par l'examen 

 

histologique des gonades au moment de la m&amorphose, et le changement de sexe ne 

 

pouvait &re d6termin6 que par l'analyse des sex-ratios genotypiques/phenotypiques. 

 

Jusqu'a une date r&ente, il n'existait aucun moyen de d&erminer directement le sexe 

 

g6n&ique de Xmpus. Cependant, la cr6tion r&ente de marqueurs sexuels chez X laevis 

 

permet de d&erminer le sexe g6n6tique et d'identifier directement les animaux dont le sexe 

 

a c hang6 (11). 

 

10. Les males j uv6niles se d6veloppent au fur et t mesure de l'augmentation des taux sanguins 

 

de testost&one correspondant au d6Veloppement des caract&es sexuels secondaires et des 

 

testicules. Chez les femelles, l'cestradiol est produit par les ovaires, ce qui entramne 

 

l'apparition de vitellog6nine (VTG) dans le plasma et d'ovoc匹es v itellog6niqes dans 

 

l'ovaire, ainsi que le d6veloppement des oviductes (12). Les oviductes sont des caract&es 

 

sexuels secondaires fminins qui interviennent dans la maturation des ovoc界es pendant la 

 

reproduction. Les ovocytes s'entourent d'une gangue g6ltineuse lorsqu'ils transitent par 

 

l'oviducte et s'accumulent dans l'ovisac, prets t e tre f&ond6s. Le d6veloppement de 

 

1'oviducte semble &re r6gul6 par les a strogenes, puisqu'il est corr6l6 aux taux sanguins 

 

d'astradiol chez X laevis (13) et X. tropicalis (12). Le d6veloppement d'oviductes chez 

 

les mtles expos6s & des biph6nyles po1ychlor6s (14) et au 4-tert-octylph6no1 (15) a6t6 

 

signal6. 

 

PRINCIPE DE L'EssAI 

 

11. La conception de l'essai implique d'exposer par voie aquatique des embryons de X laevis 

 

au stade NF 8-10 & quatre concentrations diff&entes du produit chimique d'essai et un/des 

 

t6moin(s) jusqu'a 10 semaines a pr6s le d6lai m6dian jusqu'au stade NF62 dans le temoin, 

 

avec un sous-&hantillon i ntermediire au stade NF62.S 'il est aussi envisageable 

 

d'administrer des produits chimiques hautement hydrophobes via l'alimentation, cette voie 

 

d'exposition n'a gu&e 6t6 explor& dans cet essai jusqu'& pr6sent. Chaque concentration 

 

d'essai est test& sur quatre r6plicts, avec huit r6plicts pour chaque t6moin. Les effets 

 

observ6s 6 valu6s au cours de l'exposition sont ceux qui constituent des indicateurs de 

 

toxicite g6n6ra1e (mortalit6, comportement anormal et d6terminants de la croissance 

 

(longueur et poids)) ainsi que ceux co n9us pour caract&iser les m&anismes d'action des 

 

perturbateurs endocriniens ciblant les processus physiologiques faisant intervenir les 

 

〔e strog6nes, les androg6nes et la thyroide (histopathologie de la throide, histopathologie 

 

des gonades et du conduit gonadique, d6veloppement anormal, vitel1og6nne plasmatique 

 

(oDtionnefl et sex-ratios a6notVoiques/Dh6notvoiques). 

 

CRITERS DE VALIDITE DE L'EssAI 

 

12. Les crit6res suivants s'appliquent pour la validit6 de l'essai: 
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La concentration d'oxyg6ne dissous est?: 40 % de la valeur de saturation en air tout au 

 

long de l'essai; 

 

La temp&ature de l'eau est de 21士 1。 C et les diff&entiels inter-r6plict et inter-

traitement n'excedent pas 1,0 0C; 

 

Le pH de la solution d'essai demeure entre 6,5 et 8,5, et les diff&entiels inter-r6p1icat et 

 

inter-traitement n'e xc6dent pas 0,5; 

 

Les donn6es disponibles d6montrent que la concentration du produit chimique d'essai en 

 

solution a 6t6 correctement maintenue dans un intervalle de士 20 % autour des valeurs 

 

moyennes mesurees; 

 

La morta1it6 au cours de la p&iode d'exposition est S 20 % dans chaque r6plicat en ce qui 

 

concerne les t6moins; 

 

La vibilit6 est?: 70 % dans le frai choisi pour commencer l'&ude; 

 

Le d6lai m6dia jusqu'au stade NF62 dans le t6moin est S 45 jours; 

 

Le poids moyen des organismes d'essai au stade NF62 et a la fin de l'essai dans les 

 

t6moins et les t6moins avec solvant (si un solvant est uti1is6) atteint 1,0士 0.2 et 11,5 + 3 g, 

 

respectivement. 

 

13. Bien qu'il ne s'agisse pas d'un crit6re de vaidit6, il est recommand6 de disposer pour 

 

l'analyse d'au moins trois niveaux de traitement avec trois r6plicats non compromis. Une 

 

mortalit6 excessive, ce qui compromet un traitement, est d6丘nie comme plus de 4 d6cs 

 

(>20 %) ne pouvant pas s'expliquer par une erreur technique dans au moins deux r6plict. 

 

Au moins trois niveaux de traitement exempts de toxicit6 manifeste sont n&ess aires pour 

 

effectuer les analyses. Les signes de toxicit6 manifeste peuvent comprendre, sans s'y 

 

limiter, des animaux flottant a la surface, immobiles au fond du vivier, une nage invers6e 

 

ou irr6guliere, un manque d'actiVit6 a la surface et l'absence de r6ponse au stimulus, des 

 

anomalies morphologiques (diffrmite des membres, par exemple), des l6slons 

 

h6morragiques et des a demes abdominaux. 

 

par rapport aux crit6res de Va lidit6 de l'essai est observ, les cons6quences 

 

appr&iees au regard de la丘 abiit6 des r6sultats de l'essai et ces 6 carts et leur 

 

ort d'essai. 

 

14.S i un 6 cart 

 

doivent 6 tre 

 

appr&iation doivent &re consign6s dans le 

 

DESCRPTION DE LA METHODE 

 

Appareillage 

 

15. On utilise du mat&iel courant de laboratoire et en particulier: 

 

(a) appareil de contrle de la temp&ature (dispositifs de chauffage et de refroidissement 

 

r6g1ables a 21 士 i 。 C, par exemple); 
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(b) thermometre; 

 

(c) microscope binoculaire a dissection et instruments de dissection; 

 

(d) cam&a num&ique dot6e d'une r6solution minimale de 4 m6gapixels et d'une 

 

fonction micro (si n6cessaire); 

 

(e) balance analメique d'une pr6cision de 0,001 mg ou 1 tig; 

 

(f) appareil de mesure de l'oxygene dissous et pH-m6tre; 

 

(a) aDDareil de mesure de 1'in tensit6 lumineuse caDble de fournir des r6sultats en lux. 

 

Eau 

 

&mre et qua万尼 

 

16. Toute eau de dilution disponible localement ( eau de source ou eau du robinet filtr& sur 

 

charbon, par exemple) et permettant la croissance et le d6Veloppement normaux de X 

 

laevis peut e tre employee, et des informations concretes attestant de cette capacit6 doivent 

 

&re disponibles. Dans la mesure oit la qualit6 de l'eau est susceptible de varier de fa9on 

 

importante d'une zone a l'autre, elle est 6 valu6e, en particulier en l'absence de donn&s 

 

historiques concernant l'usage de cette eau pour 6 lever des larves d'amphibiens. Le dosage 

 

des m&aux lourds (Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni, par exemple), des principaux anions et cations 

 

(Ca2+, 1g2+, Na, K, C1,s 042, par exemple), des pesticides, du carbone organique total 

 

et des solides en suspension doit &re effectu6 avant le lancement de l'essai et/ou tous les 

 

six mois, par exemple, pour une eau de dilution connue pour &re de qualit6 relativement 

 

constante. Certaines caract&istiques chimiques pour une eau de dilution acceptable sont 

 

6 num&&s & l'appendice 2. 

 

a?ncentration d'iode dans l'eau emplの尼e Pour l'essai 

 

17. Pour que la glande thyroide puisse synth&iser les hormones qui favoriseront une 

 

m&amorphose normale, les larves doivent disposer de quantit6s suffisantes d'iode, 

 

provenant d'une combinaison de sources aqueuses et alimentaires. Il n'existe aujourd'hui 

 

aucune recommandation d'origine empirique concernant les concentrations d'iode 

 

minimales dans la nourriture ou l'eau n&essaires pour assurer un bon d6veloppement. 

 

Cependant, la disponibilit6 de l'iode est susceptible d'affecter la capacit6 de r6ponse du 

 

systeme thyroIdien aux agents actifs sur la thyrolde, un facteur par ailleurs connu pour 

 

influencer l'activit6 basale de cette glande: ce point m&ite d'&re pris en compte lors de 

 

l'interpr&ation des r6sultats d'histopathologie de la thyroide. D'apres des travaux 

 

pr&6dents, la r6ussite de l'essai a 6t6 d6montr6e lorsque les concentrations d'iode dans 

 

l'eau de dilution ('ー) sont comprises entre 0,5 et 10 ig/l. I d6alement, la concentration 

 

minimale d'iode dans l'eau de dilution au cours de l'essai doit &re de 0,5 ig/l (jout6 sous 

 

forme de sodium ou de sel de potassium). Lorsque l'essai est men6 avec de l'eau 

 

d6sionis6e, un suppl6ment d'iode est n&essaire afin d'atteindre cette concentration 

 

minimale de 0,5 tg/l. Les concentrations mesur6es d'iode dans l'eau de l'essai (eau de 
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sels (en cas d'utilisation) a l'eau de l'essai sont 

 

iode peut aussi &re mesur& dans la nourriture, en 

 

dilution) et l'ajout d'iode ou d'autres 

 

notlf6s dans le rapport. La teneur en 

 

plus de l'eau de l'essai. 

 

Systeme d'e xposition 

 

18. L'essai a 6t6 d6velopp6 en utilisant un syst6me de dilution dynamique est e mploy6 pour cet 

 

essai. Les composants du syst6me sont constitu6s d'un mat&iau a dapt6 au contact avec 

 

l'eau, comme le verre, l'acier inoxydable ou d'autres mat&iaux chimiquement inertes. Les 

 

viviers d'exposition sont constitu6s d'aquariums de verre ou d'acier inoxydable, le volume 

 

utilisable 6 tant compris entre 4,0 et 10,0 1 (profondeur minimum de l'eau de 10a 15 cm). 

 

Le syst6me doit e tre capable de prendre en charge l'ensemble des concentrations 

 

d'exposition, un t6moin seul et un t6moin avec solvant, si n&essaire, chaque concentration 

 

d'essai &ant test6e sur quatre r6plicts, avec huit r6plicats pour les t6moins. La vitesse 

 

d'&oulement de chaque r&ipient est constante afin de garantir la stabilit6 des conditions 

 

biologiques et de l'exposition chimique. Il est recommand6 de maintenir dans les viviers 

 

un d6bit a ppropri6 (minimum cinq renouvellements par jour, par exemple) afin d'6Viter 

 

une baisse de la concentration de produit chimique du fait du m&abolisme des organismes 

 

d'essai et des microorganismes aquatiques pr6sents dans les aquariums, des voies de 

 

d6gradtion abiotiques (hydrolyse, photolyse) ou de la dissipation (volatilisation, sorption). 

 

Les viviers sont dispos6s de maniere a l6toire au sein du systeme d'exposition, de mani6re 

 

& amoindrir les effets 6 ventuel1ement l6s & la position, notamment de l6g&es variations de 

 

temp6rature, d'intensit6 lumineuse, etc. On trouvera des informations compl6mentaires 

 

concernant la mise en place de systemes d'exposition dynamiques dans le guide de 

 

l'AsTI i ntitul6 tmdrd Guide pr（ソm dlcting Acute Toxicity Testson Test Mateniaム 

 

with Fishes,Ma crinvertebrtes, an dんnphibians (16). 

 

convient d'introduire 

 

l'aide d'une pompe 

 

Introduction des produits chimiques: pr6paration des solutions d'essai 

 

19. Pour pr6parer les solutions d'essai dans le systeme d'exposition, il 

 

dans le s ysteme une so1utlon-mere du produit chimique d'essai & 

 

appropri& ou d'un autre appareil. Le d6bit de la solutlon-m6re doit e tre ca1ibr6 d'apres les 

 

relatives aux solutions d'essai &ablies avant le d6but de l'exposition, 

 

on 

 

en 

 

cours de l'essai. La soluti 

 

contr6le volum&rique p&iodique au 

 

doml6es analメiques 

 

et faire l'objet d'un 

 

d'essai de chaque vivier doit &re renouvel& & raison de cinq renouvellements 

 

volume/jour au minimum. 

 

20. La m6thode employ& pour introduire le produit chimique d'essai dans le s ysteme varie en 

 

fonction des propri6t6s physico-chimiques du produit concern6. Par cons6quent, avant la 

 

mise en a uvre de ce protocole, il convient de collecter les informations de r6f&ence sur le 

 

produit chimique en question pour d&erminer sa testbilit6. E n ce qui concerne les 

 

propri&6s du produit chimique d'essai, les informations suivantes sont utiles: formule 

 

structurale, poids mol6culaire, puret6, stbilit6 dans l'eau et & la lumi&e, pKa et Ko/e, 
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hdrosolubilit6 (de pr6f&ence dans le milieu d'essai) et pression de vapeur, ainsi que 

 

r6sultats d'un essai de biod6gradabilit6 facile [m6thode d'essai C .4 (17) ouC .29 (1 8)]. On 

 

peut utiliser la solubilit6 et la pression de vapeur pour calculer la constante de Henry, qui 

 

indique les risques de perte par 6 vaporatlon du produit chimique d'essai. La conduite de cet 

 

essai sans les informations 6 num&&s ci-dessus doit &re envisag& avec prudence sachant 

 

que la conception de l'essai sera fonction des propri&6s physico-chimiques du produit 

 

chimique d'essai et que, sans ces donn6es, les r6sultats de l'essai peuvent se r6v6ler 

 

difficiles a interpr6ter voire d6nu6s de sens. Pour d&erminer la concentration du produit 

 

chimique d'essai dans les solutions d'essai, il convient d'appliquer une m6 thode d'analyse 

 

fiable, dont la pr6cislon et la limite de d6tectlon sont connues et mentlonn6es dans le 

 

rapport. Les co mpos6s hydrosolubles peuvent &re mis en solution en aliquotes dans l'eau 

 

utilis6e pour l'essai ?t des concentrations aboutissant ?t la teneur voulue dans le cadre d'une 

 

introduction au moyen d'un systeme dynamique. Les produits chimiques qui sont liquides 

 

ou solides & temp&ature ambiante et mod&6ment hydrosolubles peuvent n6cessiter des 

 

saturateurs liquide: liquide ou liquide:solide (colonne de laine de verre, par exemple) (19). 

 

Meme s'il est 6 galement possible d'administrer des substances d'essai tr6s hydrophobes 

 

par le biais de l'alimentation, cette voie d'exposition n'a gu&e 6t6 explor6e jusqu'& pr6sent 

 

dans cet essai. 

 

21. Les solutions test6es de concentrations choisies sont pr6par6es par dilution d'une solution 

 

m&e. La solution me re est pr6par6e de pr6frence en m6langeant simplement ou en agitant 

 

le produit chimique d'essai dans de l'eau de dilution par des moyens m&aniques (e.g. par 

 

agitation ou par ultrasons). Des colonnes ou des syst6mes de saturation ou des m&hodes de 

 

dosage passif (20) peuvent &re utilis6es pour obtenir une solution m6re suffisamment 

 

c oncentr6 e. Les s ystemes d6pourvus de v6hicules sont pr6f&bles; cependant les diff&ents 

 

produits chimiques test6s poss6dent des propri&6s physico-chimiques variables, qui 

 

r6clament des approches diverses pour la pr6partion des solutions aqueuses servant & 

 

l'exposition chimique. On s'efforcera dans toute la mesure du possible d'6viter l'emploi de 

 

solvants et autres V6 hicules car: (1) certains solvants peuvent avoir eux-memes des effets 

 

toxiques et/ou induire des r6ponses ind6sirbles ou inattendues, (2) l'essai de produits 

 

chimiques & une concentration sup&ieure & leur solubilit6 dans l'eau (ce qui arrive 

 

fr6quemment si des solvants sont utilis6s) peut fausser la d&ermination des concentrations 

 

efficaces, (3) le recours aux solvants dans les essais & long terme peut se traduire par la 

 

formation importante de biofilms associ6s & une a ctiVit6 microbienne, ce qui peut influer 

 

sur les conditions environnementales et sur la capacit6 de maintenir les concentrations 

 

d'exposition, (4) en l'absence de donn6es historiques d6montrant que le solvant n'influe 

 

pas sur les r6sultats de l'6tude, l'usage de solvants n&essite le traitement d'un groupe 

 

t6moin avec solvant, ce qui a des effets significatifs en termes de bien-&re animal, des 

 

animaux suppl6mentaires 6 tant alors n&essaires pour la conduite de l'essai. Pour les 

 

produits chimiques difficiles & tester, un solvant peut &re employ6 en dernier ressort, et 

 

l'on consultera alors le document d'orientation de l'OCDE sur les essais de toxicit6 
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aquatique des substances et m6langes《 difficiles》 (21) afin de d&erminer la meilleure 

 

m&hode & employer. Le solvant sera choisi en fonction des propr&6s chimiques du 

 

produit chimique d'essai et de la disponibilit6 de donn6es des t6mons historiques sur le 

 

solvant. E n l'absence de donn6es historiques, il est n6cessalre de determner la pertinence 

 

du solvant avant de proc6der & l'6tude d6finitive. Si le recours & un solvant est in6vitable et 

 

si une activit6 microbienne (formation de biofilms) se produit, il est recommand6 de 

 

noter/consigner dans le rapport la pr6sence de biofilms dans chaque vivier (au moins une 

 

fois par semaine) pendant toute la dur& de l'essai. Id6alement, la concentration de solvant 

 

devra e tre maintenue constante dans le t6moin avec solvant et tous les groupes tralt6s.Si la 

 

concentration de solvant n'est pas maintenue constante, c'est la plus forte concentration de 

 

solvant dans le traitement d'essai qui sera utilis6e dans le t6moin avec solvant.Si un 

 

solvant est utilis6 comme V6 hicule, les concentrations maximales de solvant ne devront pas 

 

d6passer 100 il/l ou 100 mg/l (21), et il est recommad6 de maintenir la concentration de 

 

solvant aussi bas que possible (三20 i1/l, par exemple) pour 6 viter que le solvant puisse 

 

avoir une incidence sur les effets mesur6s (22). 

 

Animaux d'essai 

 

Epむesd'essai 

 

22. L'esp6ce d'essai X. laevis est utilis&, car il s'agit d'une esp6ce: (1)6 lev6e couramment 

 

dans les laboratoires du minde entier, (2) ais6met accessible aupres de fournisseurs 

 

commerciaux et (3) dont le sexe g6n&lque peut &re d6termin6. 

 

Siin et reproduction des adultes 

 

23. Les m&hodes de soin et de reproduction adapt6es & X laevis sont d6crltes dans un guide de 

 

l'AsTI (23). Les conditions d'encagement de X laevis et les m&hodes de soin adapt6es & 

 

cette espece sint 6 galement d6crltes par Read (24). Pour provoquer la reproduction, entre 

 

trois et cinq paires d'adultes m&les et femelles re9oivent une injection intrap6riton6ale de 

 

gonadotropine chorionique humaine (hCG). La dose inject& aux femelles et aux m&les 

 

s'6l6ve respectivement & environ 800 UI - 1 000 UI et 500 UI - 800 UI de hCG dissous 

 

dans une solution saline & 0,6 - 0,9 % (ou une solution de Ringer isotonique saline 

 

applicable aux amphibiens; www.hermes.mbl.edu/biologicalbulletin/compendium/comp - 

 

RGR.html). Les volumes inectes sont 6 quivalents & environ 10 tl/g de poids corporel 

 

(~1 000 tl). Ensuite, les couples de reproducteurs sont plac6s dans de grands viviers, & 

 

l'abri des perturbations et dans des conditions statiques, en vue de stimuler l'amplexus. 

 

Chaque vivier de reproduction est 6 quip6 d'une grille en acier inoxydable en guise de faux 

 

plancher (ouvertures de 1.25 cm, par exemple), permettant aux amas d'auf de tomber 

 

dans un double fond.Si les grenouilles re9oivent une injection de hCG en fin d'apr6s -midi, 

 

elles d6posent habituellement la maj orit6 de leurs eufs vers le milieu de la matn6e 

 

suivante. Lorsqu'une quantit6 suffisante d'(eufs ont 6t6 lib&6s et fcond6s, il convient de 

 

retirer les adultes des viviers de reDroduction. Les（潟 ufs sont alors collect6s. et la ga ngue 
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g6ltneuse est 6 lmin& par traitement a la L-cyst6ne (23). Une solution de L-cyst6iea 

 

2 % est pr6par&, et le pH est司 ust6 a 8.1 avec du Nail i M. Cette solution a 21。 C est 

 

vers6e dans un flacon Erlenmeyer de 500 ml contenant les a ufs d'un seul frai, brass6e 

 

d6licatement pendant une a deux minutes, puis ric6e soigneusement 6 a 8 fois avec de 

 

l'eau de culture a 21。 C. Les au f sont ensuite transf&6s dans un cristallisoir, et leur 

 

vibilit6 est d&ermin6e: elle doit e tre > 70 % et les embryons en phase de division 

 

cellulaire doivent pr6seter des anomalies minimes. 

 

CONCEPTION DE L'EssAI 

 

Concentrations d'essai 

 

quatre concentrations du produit chimique 

 

t6moins avec solvant).E n 

 

d'un facteur ne d6passant 

 

si n&essaire. des 

 

24. Il est recommand6 d'utiliser un minimum de 

 

d'essai et des t6moins a ppropri6s (comprenant, 

 

regle g6n6rale, il est recommand6 d'espacer les concentrations 

 

pas 3.2. 

 

25. Pour les besoins de cet essai, on s'appuiera autant que possible sur les r6sultts d'6tudeS 

 

existantes sur les amphibiens pour d&erminer la concentration d'essai la plus 6 leV6e, de 

 

mani&e a 6Vi ter des concentrations manifestement toxiques. Les informations fournies, par 

 

exemple, par les relations quantitatives structure-activite, les r6frences crois6es et les 

 

donn6es d'6tudes existantes sur les amphibiens telles que l'essai de m6tamorphose des 

 

amphibiens, la m&hode d'essai C.38 (25) et le guide de l'AST1 Frog Embryo 

 

Teratogenesis Assay - Xenopus (23) et/ou les r6sultts d'essais sur les poissons [m6thodes 

 

d'essai C.48, C.41 et C.49] (26) (27) (28) peuvent contribuer a la d6fnition de cette 

 

concentration. Avant le lancement du LAGDA, une exp&ience pr6liminaire de 

 

d&ermination des ganunes de concentration pourra e tre men6e. Il est recommand6 de 

 

commencer cette exp&ience dans les 24 heures qui suivent la f&ondation et de maintenir 

 

l'exposition pendant 7-14 jours (ou plus, si n6cessaire), ainsi que de fixer les 

 

concentrations d'essai de telle sorte qu'elles soient espac&s par un facteur de il. La 

 

gamme de concentrations ainsi obtenue servira a fixer la concentration d'essai maximale 

 

dans le LAGDA. in notera que si un solvant doit &re utilis6, la pertinence de celui-ci (la 

 

question 6 tant de savoir si ce solvant peut influer sur le r6sultat de l'6tude) pourra &re 

 

dtermin& dans le cadre de la d&ermination de la gamme de concentrations. 

 

Replicats au sein des groupes trait6s et des temoins 

 

26. Un minimum de quatre r6plicts par concentration d'essai et un minimum de huit r6plicats 

 

pour les t6moins (et le t6moin avec solvant, si n&essaire) sont utilis6s (ce qui signifie que 

 

le nombre de r6plicats dans le t6moin et l'6ventuel t6moin avec solvant doit e tre deux fois 

 

sup&ieur au nombre de r6plicts dans chaque groupe trait6, pour que l'essai ait une 

 

puissance statistique a ppropri6e). Chaque r6plict doit contenir au maximum 20 animaux. 

 

Au minimum 15 animaux sont trait6s (cinq pour le sous-6chantillon au stade NF62 et il 
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juv6nles). Toutefois, des animaux s uppl6mentaires seront aout6s dans chaque r6plicat 

 

pour maintenir le nombre critique de 15 en cas de d&6s. 

 

PROCEDURE 

 

Synthしse de l'essai 

 

27. L'essai commence avec des embryons nouvellement fray6s (stade NF 8-10) et se poursuit 

 

jusqu'au d6veloppement des j uv6niles. Les animaux sont e xamin6s chaque jour afin de 

 

constater d'6ventuels d6ces ou signes de comportement anormal. Au stade NF62, un sous-

6 chantillon de larves (usqu'a cinq animaux par r6plicat) est collect6 et la pr6sence de 

 

divers effets est recherch& (tableau 1). Une fois que tous les animaux ont atteint le 

 

stade NF 66, c'est-a-dire & la fin de leur m&amorphose (ou 70 jours apres le d6but de 

 

l'essai, selon la premi&e 6 ventualit6), une s6lection est effectu6e au hasard (mais sans 

 

sous-&hantillonnage) afin de r6duire le nombre d'animaux (10 par vivier) (voir 

 

paragraphe 43) et l'exposition des animaux restants se poursuit jusqu'a 10 semaines a pr的 

 

le d6lai m6dian jusqu'au stade NF62 dans le t6moin. A la fin de l'essai, les &hantillons de 

 

iu v6niles font l'objet de mesures s uppl6mentaires (tableau 1). 

 

Conditions d'exposition 

 

28. Un r6sum6 complet des param6tres d'essai est pr6sent6 a l'appendice 3. Au cours de la 

 

p&iode d'exposition, l'oxyg6ne dissous, la temp&ature et le PH des solutions d'essai sont 

 

mesur6s quotidiennement. La conductivit6, l'alcalinit6 et la duret6 sont mesur6es une fois 

 

par mois.E n ce qui concerne la temp&ature de l'eau des solutions d'essai, les diffrentiels 

 

inter-r6plicat et inter-traitement (sur une J ourn6e) ne doivent pas d6passer 1,0。 C. De 

 

meme, en ce qui concerne le pH des solutions d'essai, les diff&entiels inter-r6plicat et 

 

inter-traitement ne doivent pas d6passer 0,5. 

 

29. On pourra siphonner quotidiennement les cuves d'exposition pour 6 liminer les aliments 

 

non c onsomm6s et des d&hets, en veillant a e viter la contamination croisee des cuves. Il 

 

possible les animaux, en particulier 

 

et la manipulation. Toute activite ou 

 

convient d'6tre attentif a stresser et perturber le moins 

 

des aquariums 

 

notanmient les bruits forts et/ou constants, les 

 

pendant les deplacements, le nettoyage 

 

condition stressante devra &re 6 vit& 

 

vibrations et les coups au niveau des aquariums. 

 

Duree d'exposition au produit chimique d'essai 

 

30. L'exposition commence avec des embryons nouvellement fray6s (stade NF 8-10) et se 

 

poursuit jusqu'a dix semaines apr6s le d6lai m&lian jusqu'au stade NF62 (S 45 jours a pr的 

 

le lancement de l'essai) dans le groupe t6moin.E n regle g6n&ale, la dur6e du LAGDA est 

 

de 16 semaines (17 semaines maximum). 

 

Lancement de l'essai 
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31. On aura d6montr6 pr&6demment que les parents utilis6s pour le lancement de l'essai 

 

peuvent avoir une descendance g6n&iquement sexu& (appendice 5).A pres le frai des 

 

adultes, les embryons sont collect6s, trait6s a la cyst6ine pour 6 liminer la gangue 

 

g6latineuse et s6lectionn6s en fonction de leur v iabllt6 (23). Le traitement a la cyst6ine 

 

permet de manipuler les embryons sans que ces derniers collent aux surfaces. La s6le ction 

 

se fait sous un microscope a dissection, en utilisant un compte-gouttes de taille appropri& 

 

pour 6li miner les embryons non viables. Il est pr6f&ble d'utiliser pour l'essai un seul frai 

 

dotmant une viabilit6 sup&ieure a 70 %. Les embryons au stade NF 8-10 sont r6partis de 

 

fa9on al6atoire dans les cuves de traitement contenant un volume appropri6 d'eau de 

 

dilution j usqu'a ce que chaque cuve contienne 20 embryons. Il convient de manipuler les 

 

embryons avec pr&aution durant le transfert afin de minimiser leur stress et d'6viter de les 

 

blesser. Quatre-vingt-seize (96) heures a pres la f&ondation, les t6tards doivente tre 

 

remont6s le long de la colonne d'eau et avoir commenc6 a s'accrocher aux parois de la 

 

cuve一 

 

Regine alimentaire 

 

32. Le r6gime et la fr6quence d'alimentation 6 voluent en fonction des stades de d6veloppement 

 

de X. laevis et repr6sentent un aspect tres important du protocole LAGDA. Ainsi, une 

 

alimentation excessive au cours de la phase larvaire se traduit g6n&alement par une 

 

augmentation des cas de scoliose et de leur gravit6 (appendice 8) et doit donc &re 6 vit6e. A 

 

l'inverse, une alimentation insuffisante au cours de la phase larvaire se traduit par des 

 

rythmes de d6veloppement tr6s variables parmi les t6moins, ce qui risque de compromettre 

 

la puissance statistique de l'essai ou d'induire des facteurs de confusion pouvant affecter 

 

les r6sultats de l'essai. L'appendice 4 pr6sente le r6gime alimentaire recommand6 pour les 

 

larves et les j uv6niles de X laevis dans des conditions d'essai dynamique, mais d'autres 

 

solutions sont autoris&s tant que les organismes d'essai grandissent et se d6veloppent de 

 

mani6re satisfaisante. Il importe de noter que s'il s'agit de mesurer les effets sur le syst6me 

 

endocrinien, les aliments doivente tre exempts de substances actives sur le s ysteme 

 

endocrinien comme la farine de soi a. 

 

4万rentaガon desたrves 

 

33. Le regime alimentaire recommand6 pour les larves est c onstitu6 de nourriture de d6part 

 

pour truites, de disques de spiruline et de flocons pour poissons rouges (flocons TetraFin⑧, 

 

Tetra, Allemagne, par exemple) m6lang6s ensemble dans l'eau de culture (ou de dilution). 

 

Ce m6lange est administr6 trois fois par jour en semaine et une fois par jour le week-end. 

 

Les t&ards sont 6 galement nourris avec des nauplii de 24 heures d'art6mies vivantes, 

 

(Arteria spp.), deux fois par jour en semaine et une fois par jour le week-end a compter du 

 

huitieme jour post-f&ondation. L'alimentation des larves, qui doit &re conforme dans 

 

chaque cuve d'essai, doit permettre la croissance et le d6veloppement appropri6s des 

 

animaux d'essai afin d'assurer la rei,roductibilit6 et la transf&abilit6 des r6sultts 
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d'analyse: (1) le d6lai m6 dian jusqu'au stade NF62 dans les t6moins doit &reS 45」 ours et 

 

(2) un poids moyen de 1,0士 0,2 g au stade NF62 dans les t6mons est recommand6. 

 

4lmentton desjvdnile 

 

34. Une fois la m&amorphose achev6e, le r6gime alimentaire se compose de nourriture de 

 

premier choix pour amphibiens de type 3/32 pouces (Xenopus Express, FL, Etats-Unis) 

 

(appendice 4). Pour les jeunes grenouilles (uv6niles pr&oces), broyer bri6vement les 

 

granul6s dans un moulin a ca f ou un mixeur ou bien &ras6s dans un mortier avec un pilon 

 

afin de r6duire leur taille. Une fois que les ju v6niles sont assez grands pour consommer des 

 

granul6s entiers, le broyage / l'&rasement ne sont plus n&essaires. Les animaux sont 

 

nourris une fois par jour. L'alimentation des j uv6niles doit permettre la croissance et le 

 

dVeloppement appropri6s des organismes: un poids moyen de 11,5士 3 g dans les t6moins 

 

a la fin de l'essai est recommand6. 

 

Analyse chimique 

 

35. Avant le lancement de l'essai, la stabilit6 du produit chimique d'essai (sa solubilit6, sa 

 

d6gradbilit6 et sa volatilit6, par exemple) et toutes les m6thodes anal界iques n&essaires 

 

sont 6 tablies d'apr6s les donn6es et connaissances existantes, par exemple. En cas 

 

d'administration des doses via l'eau de dilution, il est 6 galement c onseill6 d'analyser 

 

chaque concentration d'essai lors de la pr6paration du sys t6me afin d'en v&i丘er les 

 

performances, avant de lancer l'essai. Pendant l'essai, le dosage des concentrations du 

 

produit chimique d'essai est e ffctu6 a intervalles r6guliers, de pr6f&ence chaque semaine 

 

pour au moins un r6plicat au sein de chaque groupe trait6, avec une rotation des r6plicats 

 

au sein du meme groupe tralt6 chaque semaine. Il est recommand6 de baser les r6sultats sur 

 

les concentrations me sur6es. Toutefois, si la concentration du produit chimique d'essai en 

 

solution a 6t6 correctement maintenue tout au long de l'essai dans un intervalle de士 20 % 

 

autour de la concentration nominale, les r6sultts peuvent &re calcul6s a partir des valeurs 

 

nominales ou mesur&s. De meme, le coefficient de variation (CV) des concentrations tout 

 

au long de l'essai dans un traitement doit &re maintenu a 20 % maximum pour chaque 

 

concentration. Lorsque les concentrations mes ur6es ne sont pas maintenues dans un 

 

intervalle de 80-120 % de la concentration nominale (si l'essai porte sur des produits 

 

chimiques facilement biodegradbles ou hautement adsorbants, par exemple), les 

 

concentrations avec effet doivent e tre dos6es et e xprim6es par rapport a la moyenne 

 

a rithm6tioue des concentrations dans le cas des essais dvnamiaues. 

 

36. Les d6bits d'eau de dilution et de so lution-mere sont v&ifi6s a intervalles a d6quats (trois 

 

fois par semaine, par exemple) pendant toute la dur6e de l'exposition. Si les produits 

 

chimiques se r6v6lent ind&ectables a certaines, voire toutes les concentrations nominales, 

 

(en raison de leur d6gradtion rapide ou de leur adsorption dans les cuves d'essai, ou bien 

 

d'une accumulation importante de produit chimique dans l'organisme des animaux 

 

expos6s, par exemple), il est recommand6 d'adapter le taux de renouvellement de la 
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solution d'essai dans chaque cuve afin que les concentrations d'essai restent aussi 

 

constantes que possible. 

 

Observations et effets mesur6s 

 

37. Les effets mesur6s au cours de l'exposition correspondent aux indicateurs de toxicit6 

 

suivants: mortalit6, comportement anormal et notamment signes cliniques de maladie et/ou 

 

de toxicit6 g6n6rale, et d6terminants de la croissance (longueur et poids), ainsi qu'effets 

 

pathologiques dus a la fois a une toxicit6 g6n&ale et a des m&anismes d'action des 

 

perturbateurs endocriniens ciblant les processus physiologiques faisant intervenir les 

 

α strog6nes, les androgenes et la thyroide.E n outre, la concentration plasmatique de VTG 

 

peut &re mesur6e a la fin de l'essai (optionnel). Le dosage de la VTG peut e tre utile pour 

 

comprendre les r6sultts de l'6tude relatifs aux m6canismes endocriniens des produits 

 

chimiques suspect6s d'&re des perturbateurs endocriniens. Les effets mesur6s et le 

 

calendrier des mesures sont r6sum6s au tableau 1. 

 

Tableau 1: Vue d'ensemble des effets mesur6s lors du LAGDA 

 

Effets mes ures* 

 

Quotidienne 

 

nient 

 

Echantillons 

 

interm6diaires 

 

(&hantillons 

 

larvaires) 

 

Fin de l'essai 

 

(&hantillons de 

 

j uv6niles) 

 

Mortalite et comportement anormal X 

 

Delai jusqu'au stade NF62 

 

Iisto(patho)logie (glande thyroide) 

 

Morphom6trie (augmentation du 

 

poids et de la longueur) 

 

Indice h6pato-somatique (11S) 

 

Sex-ratios 

 

gnotpiques/phenotpiques 

 

Histopathologie (gonades, conduits 

 

reproducteurs, rein et foie) 

 

Vitellog6nine (VTG) (optionnel) 

 

* Tous les effets mesurs font l'objet d'une analyse statistique. 

 

X 

 

X 
X 

 

X 

 

X 

 

X 
X 

X 

 

Mortalite et observations quotidiennes 

 

38. L'ensemble des viviers est v6rifi6 quotidiennement pour d6tecter les animaux morts, et les 

 

d&6s survenus dans chaque vivier sont not6s dans le rapport. Les animaux morts sont 

 

retir6s du vivier d'essai d6s qu'ils sont identifi6s. Leur stade de d6veloppement doit &re 

 

lass6 comme soit ant&ieur au stade NF 58 (avant l'apparition des membres ant&ieurs), 

 

soit entre les stades NF 58 et NF 62, soient entre les stades NF 63 et NF 66 (entre le stade 

 

NF62 et l'absorption totale de la queue) soit post6rieur au stade NF 66 (post-larvaire). Les 
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taux de mortalt6 sup&ieurs a 20 % sont des indicateurs potentiels de conditions d'essai 

 

mal a dapt6es, ou d'effets toxiques manifestes du produit chimique d'essai. Les animaux ont 

 

tendance a &re plus sensibles a des 6 pisodes de mortalit6 non induite par des produits 

 

chimiques au cours des premiers jours de deve1oppement qui suivent le frai et pendant le 

 

paroxysme m&amorphique. Cette mortalit6 peut a pparaitre dans les dollll6es issues des 

 

t6moins. 

 

39.E n outre, les 6 ventuelles observations de comportement anormal, de malformations 

 

visibles (scoliose, par exemple) ou de l6sions doivent &re not&s dans le rapport. Les 

 

scolioses o bserv6es sont d6nombr6es (incidence) et class6es en fonction de leur indice de 

 

gravit6 (non remarquable - NR, minime - 1, mod&& - 2, grave - 3, par exemple; voir 

 

appendice 8). On s'efforcera de limiter la pr6valence des scolioses mod&6es et graves (en 

 

de9a de 10 % dans les t6moins, par exemple) tout au long de l'essai, 11leme si une 

 

pr6valence accrue d'anomalies dans les t6moins n'est pas n&essairement une raison pour 

 

a rreter l'essai. Un comportement normal se caract&ise par la suspension des larves dans la 

 

colonne d'eau, la queue 6 lev6e au-dessus de la tete, un battement l6ger de la queue sur un 

 

rythme r6gulier, des remont&s p&iodiques a la surface, un opercule mobile et la r6ponse 

 

aux stimuli. Inversement, un comportement anormal implique notamment des animaux 

 

flottant a la surface, immobiles au fond du vivier, une nage invers& ou irr6guli&e, un 

 

manque d'activit6 a la surface et l'absence de r6ponse aux stimuli.E n ce qui concerne les 

 

animaux postm&amorphiques, outre les comportements anormaux 6 voqu6s, les diff&ences 

 

de consommation de nourriture entre les groupes trait6s sont consign6es lorsqu'elles sont 

 

importantes. Les malformations apparentes et les 16sions se manifestent6 ventuellement par 

 

des anomalies morphologiques (difformit6 des membres, par exemple), des l6sionS 

 

h6morragiques, des a d6mes abdominaux et des infections bact&iemles ou fongiques, entre 

 

autres. L'apparition de 16sions sur la t&e des j uv6niles, juste derri6re les narines, peut 6 tre 

 

l'indication de taux d'huidit6 insuffisants. Ces d6terminations sont d'ordre qualitatif, et 

 

sont consid&&es comme analogues aux signes cliniques de maladies/stress, et toujours 

 

effectu6es en comparaison avec les animaux t6moins. Un taux d'occurrence sup&ieur dans 

 

les viviers e xpos6s par rapport au groupe t6moin constitue la preuve d'une toxicit6 

 

manifeste一 

 

Sous-&hantiIlons de larves 

 

Desciiption ぎndrl de lprparltion des sous -dchantillms de larves: 

 

soit pr6lev6s soit 

 

ou bien s6 par6s 

 

40. Les t&ards qui ont atteint le stade NF62 sont retir6s des viviers puis 

 

d6plac6s dans un nouveau vivier pour la suite de l'exposition 

 

physiquement des t&ards restants dans le meme vivier avec un diviseur. Les t&ards sont 

 

v&i6s quotidiennement, et le jour ou un individu atteint le stade NF62 est c onsign6. La 

 

caract&istique d&erminante dans le cadre de cette 6 va1ution est la forme de la t&e. Une 

 

fois que la taille de la tete a diminu6 au point de sembler a peu pres de la meme largeur que 
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le tronc du tetard et que les membres a nt6rieurs ont 

 

l'individu consid6r6 est consign6 comme ayant atteint 

 

atteint le niveau du milieu du ca ur 

 

le stade NF62. 

 

41. L'objectif est de pr6lever au total cinq t&ards au stade NF62 par r6plicat. La proc6dure 

 

employ6e est a l6atolre, mais elle est dkld6e en amont. La figure 1 illustre un exemple 

 

hypoth6tique de r6plict.S i 20 t&ards survivants sont d6nombr6s dans un vivier particulier 

 

lorsque le premier individu atteint le stade NF 62, cinq num6ros entre 1 et 20 sont choisis 

 

au hasard. Le t&ard #1 est le premier individu a atteindre le stade NF62 et le t&ard #20 est 

 

le dernier individu a atteindre le stade NF62 dans le vivier. De meme, si 18 larves 

 

survivantes sont d6nombr&s dans un vivier, cinq num&os entre i et 18 sont choisis au 

 

hasard. La meme proc6dure est suivie pour chaque r6plict lorsque le premier individu 

 

atteint le stade NF62.Sl des d6ces sont c onstt6s lors de l'&hantillonnage au stade 62, la 

 

proc&lure a letoire est appliqu6e de nouveau aux &hantillons restants en fonction du 

 

nombre de larves restantes n'ayant pas atteint le stade NF62 et du nombre d'&hantillons 

 

s uppl 6m entaires n&essaires pour atteindre un total de cinq &hantillons a partir de ce 

 

r6plicat. Le jour o i un t&ard atteint le stade NF62, on consulte le diagramme 

 

d'&hantillonnage pr6par6 pour d6terminer si cet individu doit &re pr6lev6 ou e tre 

 

physiquement s6par6 des t&ards restants pour continuer d'&re expos6. Dans l'exemple ciー 

 

dessous (figure 1), le premier individu & atteindre le stade NF62 (cf. case #1) est 

 

physiquement s6par6 des autres larves, continue d'&re expos6, et le jour de l'6tude o立 cet 

 

individu a atteint le stade NF62 est not6 dans le rapport. Par la suite, les individus #2 et #3 

 

sont trait6s de la meme mani&e que l'individu #1, puis l'individu #4 est pr6lev6 afin 

 

d'observer les d&erminants de la croissance et de proc&ler & un examen histologique de la 

 

thyroide (dans cet exemple). Cette proc6dure se poursuit jusqu'& ce que le 20e individu 

 

rejoigne les individus restants ayant d6pass6 le stade NF62 ou soit pr6lev6. La proc6dure 

 

a l6atoire employ6e garantit une m6m e probbilit6 d'&re s6lectionn6 & tous les individus. 

 

Pour cela, toute methode de choix a l6atolre est valable, mais chaque t&ard doit &re 

 

comptabilise & un moment au cours de la periode de sous-&hantillonnage avant d'atteindre 

 

le stade NF62. 

 

Figure 1: Exemple hypoth&ique d'6chantillonnage au stade NF62 dans un replict unique 

 

temps 

 

rp叱at unique 

 

1 2 3 4 

 

- absence de d巨c白S 

 

ン 

 

5 6 7 8 9 

 

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

 

ロ 

 

larves individuellesロ sous-&hantillon 

 

Les effets observ6s sur les sous-6chantillons de larves sont les suivants: (1) d6lai jusqu'au 

 

stade NF62 (& savoir, le nombre de jours &oul6s entre la fcondation et le stade NF 62), (2) 
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anomalies externes, (3) morphom&rie (poids et longueur, par exemple) et (4) histologie de 

 

la山ヌoide. 

 

Eu琉afasie des t&tards 

 

43. Le s ous-6chantillon de t&ards au stade NF62 (cinq individus par r6plict) est e uthanasi6 

 

par immersion pendant 30 minutes dans des quantit6s appropri6es (500 ml, par exemple) 

 

de solution an esthsiqe (solution a 0,3 % de 1S-222,m6 thanesulfnte de tricaTne, 

 

CAS .886-86-2, par exemple). La solution de 1S-222 doit e tre tampoi6e au bicarbonate 

 

de sodium (pH 7,0 environ), car une solution de 1S-222 non tamponn6e est acide et 

 

irritante pour la peau des grenouilles, ce qui entramne une mauvaise absorption et un stress 

 

s uppl6mentaire inutile pour les organismes. 

 

44. Le tetard est retir6 de la cuve exp&imentale avec une 6 puisettea filet puis transport 

 

(d6pos6) dans la solution euthanasique.A pres avoir 6t6 euthanasi6 correctement, l'animal 

 

est pr& pour la n&ropsie lorsqu'il ne r6agit plus a des stimuli ext&ieurs tels que le 

 

Dincement de la Datte arri&e avec une Daire de forceDs. 

 

MOrphomdtrie ゆuids et ion gueuり 

 

45. Le poids humide (au mg pres) et la longueur museau-cloaque (LIC) (a 0,1 mm pres) de 

 

chaque tetard sont mesures des que le tetard ne r6pond plus aux stimuli sous l'effet de 

 

l'anesth6sie (figure 2a). Il est possible d'utiliser un logiciel d'analyse d'images pour 

 

mesurer la LIC a partir d'une photographie. Les t&ards sont s &h6s par tamponnage avant 

 

la pes6e afin d'61iminer l'eau adh6rente en e xc6s.A pres le mesurage du poids et de la 

 

LIC, les anomalies morphologiques manifestes et/ou signes cliniques de toxicit6 

 

manifeste tels qu'une scoliose (voir l'appendice 8), les p&&hies (petites h6morragies 

 

rouges ou violac&s au niveau des capillaires sous-cutan6s) et les h6morragies sont 

 

consign&s, et il est recommand6 d'employer une m&hode num&ique d'identification des 

 

anomalies 

 

Collecte etlIxaton des tissus 

 

46. Les glandes thyroTdes du sous-&hantillon de larves sont 6 valu&s en vue de l'histologie. 

 

La partie i nfrieure du torse si tu6e l'arri己re des membres a nt6rieurs est retir6e et je t6e. La 

 

carcasse d&oup& est fix& dans du fixateur de Davidson. Le volume de fixateur dans le 

 

conteneur doit &re s up6rieur ou 6 gal a 10 fois le volume approximatif des tissus. Le 

 

fixateur est agit6 ou diffus6 de maniere a ppropri6e pour fixer convenablement les tissus 

 

consid&6s. Tous les tissus restent dans le fixateur de Davidson pendant au moins 

 

48 heures, mais pas plus de 96 heures, apres quoi ils sont rinc6s a l'eau d6sionis6e et 

 

s tock6s dans du formol a 10 % neutre tamDonn6 (1) (29). 

 

Histologie deたt如rolde 
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47. Chaque so us-6chantillon de larves (tissus 丘 x6s) fait l'objet d'une 6 valution histologique 

 

de la glande thyroide permettant de poser un diagnostic et d'6va1uer l'indice de graVit6 

 

(29) (30). 

 

Figure 2: Rep&es pour le mesurage de la longueur museau-cloaque dans le LAGDA au stade NF 62 (a) et 

 

chez les J u6mles (b). Les caract&istiques d6fmssat le stade NF 62 sont que la t&e a la mme largeur que 

 

le tronc, la longueur du nerf olfactif est plus courte que le damtre du bulbe olfactif (vue dorsale), et les 

 

membres an t6rieurs sont au meme niveau que le caur (vue ventrale). Les images sont a dpt6es de 

 

Nieuwkoop et Faber (1994) 

 

b．・Echant川on・de・juv'niles, 

 

Longueu「・museau・・.doaque'1 

 

唾 ト 

 

a・S1usー‘chant川on・ de」arves・（stade・ NF・62)l 

 

Vue・ventraIe1 

 

Longueu「・museau・ー・cloaque・ 集、 

 

Fin de l'exposition larvaire 

 

48. Compte tenu du nombre initial de t6tards, il est probable qu'un faible pourcentage 

 

d'individus ne se d6velopperont pas normalement et n'accompliront pas une 

 

m&amorphose co mplete (stade NF66) dans un laps de temps raisonnable. La partie larvaire 

 

de l'exposition ne devrait pas e xc6der 70 jours. Les t&ards restants a l'issue de cette 

 

p&iode sont euthanasis (voir paragraphe 43), leur poids humide et leur LIC sont 

 

m esur6s, leur stade de developpement est d&erin6 d'apres Nieuwkoop et Faber (1994) et 

 

les 6 ventuelles anomalies du d6veloDDement sont notees. 

 

S6lection aprもs le stade NF66 

 

49. Dix individus par vivier sont conserv6s & partir du stade NF66 (r6sorption totale de la 

 

queue) j usqu'a la fin de l'exposition. Par cons6quent, une fois que tous les animaux ont 

 

atteint le stade NF66 ou & l'expiration d'un d6lai de 70 jours (selon la premi&e 

 

6 ventualit6), une s6le ction est e ffectu6e. Les animaux ayant atteint le stade NF 66 mais qui 

 

ne seront pas c onser6s jusqu'& la丘 n de l'exposition sont choisis au hasard. 
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50. Les animaux non s6 lectionn6s pour &re co nserv6s j usqu'a la fin de l'exposition sont 

 

e uthanasies (voir paragraphe 43). Le stade de d6veloppement, le poids humide et la LIC 

 

(figure 2b) sont mesur6s et chaque animal fait l'objet d'une nkropsie macroscopique. Le 

 

sexe ph6notypique (base sur la morphologie des gonades) est n ot6 comme &ant fminin, 

 

masculin ou ind&ermin6. 

 

Echantillons de juveniles 

 

Description ぎndral de l prprtim des dc hantillns dejvdnile 

 

51. Les animaux restants continuent d'&re expos6s j usqu'a 10 semaines a pres le delai m6dian 

 

jusqu'au stade NF62 dans le t6moin contenant l'eau de dilution (et/ou le t6moin avec 

 

solvant, le cas &h6ant).A la丘 n de la p6riode d'exposition, les animaux restants 

 

(maximum 10 grenouilles par r6plict) sont euthanasi6s, et les divers effets observ6s sont 

 

mesur6s ou 6 valu6s et consign6s: (1) morphom&rie (poids et longueur), (2) sex-ratios 

 

g6notypiques/ph6notypiques, (3) poids du foie (indice h6pto- somatique), (4) 

 

histopathologie (gonades, conduits reproducteurs, foie et reins) et 6 ventuellement (5) VTG 

 

plasmatique. 

 

Eu琉afasie des grenouilles 

 

52. Les &hantillons de j uv6niles (grenouilles post-m6tamorphiques) sonte uthanas元s par 

 

injection intrap&iton6ale d'un a nesth6sique (1S-222 t 10 % dans une solution tamponn6e 

 

de phosphate a ppropri6e, par exemple). Les grenouilles peuvent &re pr6lev6es une fois 

 

devenues insensibles (habituellement deux minutes environ a pr6s l'injection, en cas 

 

d'utilisation de 1S-222 t 10 % & raison de 0,01 ml par g de grenouille). Les jeunes 

 

grenouilles pourraient &re immerg6es dans un a nesth6sique plus concentr6 (1S-222), mais 

 

l'exp&ience a montr6 qu'une a nesth6sie selon cette m&hode prend plus de temps et que 

 

cette dur6e ne convient peut-&re pas pour l'&hantillonnage. L'injection permet 

 

d'euthanasier les animaux de mani&e rapide et e ficace avant l'6chantillonnage. Ce dernier 

 

ne doit pas d6malTer avant confirmation que les grenouilles sont insensibles, le but e tant de 

 

s'assurer que les animaux sont bien morts.S i les tetards montrent des signes de souffrance 

 

consid&able (i.e.s6 v&es et que leur mort est pr6visible) et que leur &at est moribond, les 

 

animaux doivente tre a nesth6si6s puis e uthanasi6s, et trait6s comme des cas de mortalit6 

 

lors de l'analyse des donn6es. Quand un tetard est e uthanasi6 dans ce cas s6v6re, il faut le 

 

consigner dans le rapport d'essai. E n fonction du moment de l'essai ou le t&ard est 

 

e uthanasi6, il peut e tre retenu pour une analyse histopathologique, en fixant le sp&imen 

 

p r6alblement a une analyse future. 

 

MOrph011ldtrie ゆuids et lin gueuり 

 

53. La caract&isation du poids humide et de la LIC (figure 2h) est identique a celle d&rite 

 

pour les sous-6chantillons de larves. 

 

;TG plasmatique ('optionneり 
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54. La VTO est un biomarqueur largement acc ept6 r6su1tant de l'exposition a des produits 

 

chimiques (L strog6niques.E n ce qui concerne le LADGA, la VTG plasmatique peut 

 

6 ventuellement &re mesur& dans des &hantillons de j uveniles (ce qui peut &re 

 

particuli&ement utile si le produit chimique &essai est pr6sum6 &re un a strogene). 

 

55. Les membres post6rieurs desJ uv6niles e uthanasi6s sont s ectlonn6s et le sang est pr6lev6 au 

 

moyen d'un tube capillaire h6parin6 (bien que d'autres m6 thodes de pr6l6vement de sang, 

 

comme la ponction cardiaque, puissent convenir). Le sang est expuls6 dans un tube de 

 

microcentrifugation (de 1,5 ml de volume, par exemple) et centrifug6 pour obtenir le 

 

plasma. Les &hantillons de plasma sontc onserv6s a une temp&ature i nfrieure ou 6 gale 

 

a -70 ocj usqu'a la d&ermination de la VTG. La VTG plasmatique peute tre dos& par la 

 

m&hode E LISA (appendice 6) ou par une autre m&hode telle que la spectrom&rie de 

 

masse (31). Les anticorps s p&iques de l'esp6ce sont pr6f&ables en raison de leur plus 

 

arande se nsibilt. 

 

Ddtrimton du sexeぎn'tique 

 

56. Le sexe g6n&ique de chaque grenouille j uv6nile est 6 valu6 d'apr6s les marqueurs 

 

d6velopp6s par Yoshimoto et al. (11). Pour d&erminer le sexe g6n&ique, une partie (ou la 

 

totalit6) d'un membre post&ieur (ou de tout autre tissu) retir6 au moment de la dissection 

 

est pr6lev&e et stock& dans un tube de microcentrifugation (des &hantillons de tissus de 

 

grenouilles peuvent 6 tre obtenus a partir de n'importe quel tissu). Les tissus peuvent &re 

 

conserv6s a une temperature inf&ieure ou 6 gale a -20。 cj usqu'a l'isolement de l'acide 

 

d6soxyribonucl6ique (ADN). L'isolement de l'ADN a partir de tissus peut &re e ffctu6 au 

 

moyen de kits disponibles dans le commerce; la pr6sence ou l'absence du marqueur est 

 

analys6e par le biais d'une r6action en chane par polym&ase (PCR) (appendice 5). En 

 

r6gle g6n&ale, la concordance entre le sexe histologique et le g6notype des animaux 

 

t6moins au moment de l'&hantillonnage des j uv6niles dans les groupes t6moins est 

 

sup&ieure a 95 %. 

 

Collecte けixation des tissus pour 1 'histopathologie 

 

57. Les gonades, les conduits reproducteurs, les reins et les foies sont collectes a des fins 

 

d'analyse histologique lors de l'&hantillonnage final. La cait6 abdominale est ouverte, et 

 

le foie dissequ6 et pes6. Ensuite, les organes digestifs (estomac, intestins, etc.) sont 

 

soigneusement retir6s de la partie inf&ieure de l'abdomen pour faire apparaitre les 

 

gonades, les reins et les conduits reproducteurs. Les 6 ventuelles anomalies morphologiques 

 

macroscopiques o bserv6es dans les gonades sont not&s. Enfin, les membres post6rieur 

 

sont retir6s s'ils ne l'ont pas d可a 6t6 pour le pr6levement du sang. Les foies collect6s et la 

 

carcasse avec les gonades conserv6es in situ sont i mm6diatement plac6s dans du fixateur 

 

de Davidson. Le volume de fixateur dans le conteneur doit &re sup&ieur ou 6 gal a 10 fois 

 

le volume approximatif des tissus. Tous les tissus restent dans le fixateur de Davidson 
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pendant au moins 48 heures, mais pas plus de 96 heures,a pr6s quoi ils sont rnc6s ii l'eau 

 

d6slonis& et stock6s dans du formol a 10 % neutre tamponn6 (1) (29). 

 

ad&eler 

 

les tissus 

 

I五stoPa琉ologie 

 

58. Chaque &hantillon de j uv6niles fait l'objet d'une 6Va luation histologique visant 

 

une pathologie dans les gonades, les conduits reproducteurs, les reins et 

 

h6patiques; cette 6va lution histologique permet de poser un diagnostic et d'6valuer 

 

l'indice de gravit6 (32). Le ph6notpe gonadique est aussi d&iv6 de cette 6Va luation 

 

(ovaires, testicules, hermaphrodisme, par exemple); coupl&s & la caract&isation du sexe 

 

g6n&ique de chaque individu, ces observations peuvent servir & calculer les sex-ratios 

 

g6notypiques/ph6notypiques. 

 

RAPPORT D'ETUDE 

 

Analyse statistique 

 

59. Le LAGDA g6nere trois types de donn6es & soumettre ?t l'analyse statistique: (1) des 

 

donn6es quantitatives continues (poids, LIC, 11S, VTG), (2) des donn&s de type《 d6lai 

 

avant 6 v6nement》 concernant les r舛hmes de d6veloppement (nombre de jours jusqu'& 

 

l'atteinte du stade NF62 & compter du lancement de l'essai) et (3) des donn&s ordinales 

 

sous la forme d'indices de gravit6 ou de stades de d6veloppement, issues des 6 valuations 

 

histopathologiques. 

 

60. Il est recommand6 de s'assurer que le protocole d'essai et le test statistique s6lectionn6 ont 

 

une puissance suffisante pour permettre de dkeler des changements d'importance 

 

biologique concernant les effets pour lesquels une CSEO ou une CEx doit &re rapport6e. Il 

 

est pr6frable d'effectuer ces analyses statistiques (en r6gle g6n&ale, sur la base de la 

 

moyenne des rplicts) en suivant les proc6dures d&rites dans le document de l'OCDE sur 

 

les m6 thodes actuelles d'analyse des donn&s d'6cotoxicit6 (Current Approaches in the 

 

S ttおtiml Ana加isげEcotoxicity Data: A Guidance to Application) (33). L'appendice 7 

 

de la pr6sente m&hode d'essai illustre l'arbre de d6cision recommand6 pour l'analyse 

 

statistique et donne des indications pour le traitement des donn&s, permettant ainsi de 

 

choisir le test ou m odele statistioue le Dlus a DDroDri6 dans le LAGDA. 

 

61. Les donn6es issues des &hantilons de j uv6nles (croissance, 11S, par exemple) sont 

 

a nalys6es pour chaque sexe g6notypique se par6ment sachant que le sexe g6notypique est 

 

d&erin6 pour toutes les grenouilles. 

 

que 

 

une 

 

Considerations relatives & l'analyse des donn'es 

 

Utilisation de rゆlicats et de traitements compromis 

 

62. Une m ortalit6 excessive due & une toxicit6 manifeste, une maladie ou une erreur techni 

 

peut compromettre les r6plicats et traitements. Si un traitement est compromis par 

 

591 

 



maladie ou une erreur technique, trois traitements non compromis et trois replicts non 

 

compromis devront &re disponibles pour l'analyse. Si une toxicit6 manifeste est o bserv 

 

pour la/les dose(s) la/les plus forte(s), il est pr6frable qu'au moins trois niveaux de 

 

traitement avec trois r6plicts non compromis soient disponibles pour l'analyse 

 

[conform6ment & l'approche de la concentration maximale tol6r6e a ppliqu6e dans les 

 

lignes directrices pour les essais de l'OCDE (34)]. Outre la mortalit6, les signes de toxicit6 

 

manifeste peuvent inclure des effets comportementaux (animaux flottant & la surface, 

 

immobiles au fond du vivier, nage invers6e ou irr6guli&e, manque d'activit6 & la surface, 

 

par exemple), des l6sions morphologiques (l6sions h6morragiques,a d6me abdominal, par 

 

exemple) ou l'inhibition des r6actions normales au r6gime alimentaire par rapport aux 

 

animaux t6moins sur le Dian aualitatif. 

 

Tbllloin avec solvant 

 

63.A la c h5ture de l'essai, les effets potentiels du solvant (en cas d'utilisation d'un solvant) 

 

font l'objet d'une 6 valuation. Pour cela, les r6sultats correspondant au groupe t6moin avec 

 

solvant sont compar6s & ceux du groupe t6moin avec eau de dilution. Les relev6s 

 

d'observation les plus pertinents dans ce cadre concernent les d&erminants de la 

 

croissance (poids et longueur), qui peuvent e tre a ffct6s en cas d'effets toxiques 

 

g6n&alis6s. S i des diff&ences statistiquement significatives sont d&el&s entre les relev6s 

 

d'observation du groupe t6moin avec eau de dilution et ceux du groupe t6moin avec 

 

solvant, un avis d'expert doit permettre de d6terminer si la validit6 de l'essai est 

 

compromise. S i les deux t6moins diffrent, les t6moins expos6s au produit chimique sont 

 

com par6s au t6moin avec solvant, sauf si l'on sait qu'il est pr&frable de les comparer au 

 

t6moin contenant l'eau de dilution.S 'il n'existe pas de diffrence statistiquement 

 

significative entre les deux groupes t6moins, il est recommand6 de comparer les groupes 

 

e xpos6s au produit chimique d'essai avec l'ensemble des deux groupes (t6moin avec 

 

solvant + t6moin avec eau de dilution), sauf si l'on sait qu'il est pr6frable de les comparer 

 

soit au groupe t6moin avec eau de dilution soit au t6moin avec solvant. 

 

Rapport d'essai 

 

64. Le rapport d'essai contient les informations suivantes: 

 

Pr0(んit chimique d旨sai: 

 

Etat physique et, si n&essaire, propri&6s physico-chimiques; 

 

S ubstance mono-constituant: 

 

apparence physique, hydr0-solubilit6, autres prpri6t6s physico-chimiques 

 

importantes pour la conduite de l'&ude; 

 

identification chimique, telle que d6signtion(s) IUPAC ou CAS , num&o CAS , code 

 

SM ILES ou InCh'. formule structurale. Duret6. identit6 chimioue des imDuret6s s'il v 
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alieu et si les conditions pratiques le permettent, etc. (y compris la teneur en carbone 

 

organique, si cela se justifie). 

 

S ubstance multi-constituants, UVCB et m6 langes: 

 

caract6ris6s autant que possible par l'identit6 chimique (voir ci-dessus), la teneur et 

 

les propri&6s physico-chimiques pertinentes des constituants. 

 

Espむeslumむedl'essai 

 

nom scientifique, souche (si possible), origine, m&hode de collecte des a ufs f&ond6s et 

 

ulation ult6reure. 

 

de r 

 

incidence de la scoliose chez les temoins historiques en ce qui concerne la cultr-mer 

 

utilis6e. 

 

Conditions d 'essai: 

 

Photop&iode(s); 

 

conception de l'essai (dimensions des r&ipients, mat&iel et volume d'eau, nombre de 

 

r&ipients et de rplicts, nombre d'organismes d'essai par r6plict, etc.); 

 

m6thode de prpart1on des solutions-m&es et fr6quence de renouvellement (l'agent 

 

solubilisant et sa concentration doivent &re indiqu6s le cas &h6ant); 

 

m6thode de dosage du produit chimique d'essai: pompes diseuses, syst6mes de dilution, 

 

etc.; 

 

e fficacit6 de r&up&ation de la m&hode et concentrations d'essai nominales, limite de 

 

quantification, moyennes des valeurs mesur6es avec leurs &arts-types dans les r6cipients 

 

d'essai, m&hode anal昇ique utilis6e et don6es montrant que les mesures se r6frent aux 

 

concentrations du produit chimique d'essai en solution vraie; 

 

caract&istiques de l'eau de dilution: pH, duret6, temp&ature, concentration d'oxyg6ne 

 

dissous, taux de chlore r6siduel (si mes ur6), iode total, carbone organique total (si m esur), 

 

solides en suspension (si resur6s),sa linit6 du milieu d'essai (si mes ur6e) et toute autre 

 

mesure e ffectu6e; 

 

concentrations d'essai nominales, moyennes des valeurs mesur&s avec leurs 6ca rts-types; 

 

qualit6 de l'eau dans les r6cipients d'essai, pH, tcmp&ature (quotidiennement) et 

 

concentration d'oxygene dissous; 

 

informations d6taill6es sur l'alimentation (type d'aliments, provenance, quantit6 distribu6e 

 

et fr6quence, etc.). 

 

Rおultats: 

 

donn6es attestant que les t6moins rpondent aux c rit6res de validit6; 
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donn&s relatives au groupe t6moin (plus t6mon avec solvant le cas &h6ant) et aux 

 

groupes trait6s:mo rtalit6 et anomalies o bserv6es, d6lai jusqu'au stade NF62, histologie de 

 

la thyroide (&hantillon de larves uniquement), croissance (poids et longueur), 11S 

 

(&hantillon de j u6ni1es uniquement), sex-ratios g6notyplques/ph6notypiqu e s (6chanti11on 

 

de j uv6niles uniquement), r6sultts de l'histopathologie des gonades, des conduits 

 

reproducteurs, des reins et du foie (&hantillon de juv6niles uniquement) et de la VTG 

 

plasmatique (&hantillon de juv6niles uniquement, si mesur6e); 

 

approche utilis6e pour l'analyse statistique et le traitement des donn6es (test ou mod6le 

 

statistique utilis6); 

 

concentration sans effet ob serve (CSEO)pour chacune des rponses e valu6es; 

 

concentration minimale avec effet o bserv6 (CIEl) pour chacune des rponses 6 valu6es 

 

(a c'. = 0,05); CEx pour chacune des rponses 6 valu&s, le cas &h6ant, et intervalles de 

 

confiance (95 %, par exemple), graphique du modele可 ust6 utlis6 pour calculer la CEx, 

 

pente de la courbe concentrtion-r6ponse, formule du modele de r6gression, estimation des 

 

paramtres du modele et de leurs erreurs-types. 

 

tout &art par rapport ?t la m&hode d'essai et aux crit6res d'acceptation; consid&ations 

 

relatives aux cons6quences susceptibles d'en d&ouler pour les r6sultats de l'essai. 

 

65. En ce qui concerne les r6sultts de la mesure des effets, on pr6sentera les valeurs 

 

moyennes et leurs &arts-tvies (par r&1icat et pa r concentration, si p ossible). 

 

66. Le d6lai m6dian jusqu'au stade NF62 dans les t6moins est calcul6 et pr6sent6 comme la 

 

moyenne des m6dianes dans les r6plicts et leur 6 cart-type. De meme, pour les traitements, 

 

une m6 diane est calcul6e et pr6sent6e comme la moyenne des m6dianes dans les r6plicts 

 

et leur 6ca rt-type. 
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Appendice I 

 

DEFINITIONS 

 

Effet apical: effet se rpercutant au niveau de la population. 

 

Produit chimique: une ssubstance ou un me lange 

 

E LISA: essai d' immuno-absorption enzymatique (Enzyme-Linked Jinmunosorbent Assay) 

 

CEx: (concentration efficace i x%) concentration qui engendre un effet de x % sur les 

 

organismes d'essai durant une p&iode d'exposition d&ermin&, en comparaison avec un 

 

tmoin. Par exemple, la CESO est la concentration estim6e produire un effet sur un 

 

param6tre 6 valu6 de l'essai dans 50 % d'une population expos6e durant une p&iode 

 

崩termin6e. 

 

jpf: jours post-f&ondation 

 

Essai dynamique: essai caract&is6 par l'&oulement continu des solutions d'essai dans le 

 

syst6me d'essai pendant la dur6e de l'exposition. 

 

Axe 11G: axe hypothalamo-hypophyso-gonadique 

 

IUPAC: Union internationale pour la chimie pure et appliqu& (International Union of Plre 

 

and Applied Chemistry). 

 

Concentration minimale avec effet o bserv6 (CIEl): concentration la plus basse d'un 

 

produit chimique d'essai a laquelle on observe un effet statistiquement significatif (& p < 

 

0,05) par comparaison avec le t6moin. Cependant, toutes les concentrations d'essai 

 

sup&ieures & la CIBI devraient avoir un effet nocifs up6rieur ou 6 gal ?t celui obse rv6 t la 

 

CMEO .S i ces deux conditions ne sont pas r6uies, il convient de justifier de f9on d6taill& 

 

le choix de la CIBO (et donc de la CSEO). L'appendice 7 donne des indications & ce sujet. 

 

Concentration letale m6diane (CL50): concentration d'un produit chimique d'essai dont 

 

on estime qu'elle provoquera la mort de 50 % des organismes d'essai au cours de l'essai. 

 

Concentration sans effet o bserv' (CSEO): concentration d'essai i im6ditement 

 

inf&ieure & la CIBO qui, par comparaison avec un t6moin, n'a pas d'effet statistiquement 

 

significatif (& p < 0,05), durant une p6rode d'exposition d6termin6e. 

 

S 11LES: S p&i丘ction d'6 criture mol&ulaire lin6aire simplifi6e (iplfied Molecular 

 

Input Line Entryめec夢cation). 

 

Produit chimique d'essai: toute substance ou tout Ine lange soumis a un essai r6alis' 

 

suivant la presente m6thode. 

 

UVCB: substances de composition i nconllue ou variable, produits de r6actions complexes 
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des prot6ines du vitellus 

 

toutes les esp&es ovipares. 

 

ou mat&iels biologiques. 

 

VTG (Vite1log6nine): phospho1ipog1ycoprot6ine pr&urseur 

 

normalement produite par les femelles sexuellement actives de 
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Appendice 2 

 

QUELQUES CA R CTERISTIQUES CH IMIQUES D'UNE EAU DE DILUTION 

 

ACCEPTABLE 

 

Concentration 

 

limite 

 

5 mg/i 

 

2 mg/i 

 

1t帥 

 

10 t飢 

 

Sin飢 

 

Sin飢 

 

25 n飢 

 

i tg/l 

 

i tg/l 

 

i ig/l 

 

i ig/l 

 

i ig/l 

 

i ig/l 

 

i ig/l 

 

i ig/l 

 

1t帥 

 

lOin飢 

 

lOin飢 

 

iii na/l 

 

Substance 

 

Mtlere particulaire 

 

Carbone organique total 

 

Ammoniac non ionis6 

 

Chlore r6siduel 

 

Pesticides organophosphor6s totaux 

 

Pesticides organochlores totaux plus polychlorobiph6nyles 

 

Chlore organique total 

 

Aluminium 

 

Arsenic 

 

Chrome 

 

Cobalt 

 

Cuivre 

 

Fer 

 

Plomb 

 

Nickel 

 

Zinc 

 

Cadmium 

 

Mercure 

 

所gent 
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Appendice 3 

 

CONDITIONS D'EssAI POUR LE LAGDA 

 

moyenne 

 

pas 1,0oC ) 

 

xenopus mevis 

 

Dynamique (flux continu) 

 

La temp&ature nominale est de 21。 C. La temp&ature 

 

pendant toute la dur6e de l'essai est de 21士 1。 c (les 

 

diff&entiels interrplict et intertraitement n' excedent 

 

Ampoules fluorescentes (& large spectre) 600-2000 lux 

 

(lumens/m2) la surface de l'eau 

 

minimum) 

 

12 h de luiere pour 12 h d'obscurit6 

 

4-10 1 (profondeur de l'eau de 10-15 cm 

 

cuve de verre ou d'acier inoxydable 

 

Esp&e soumise a l'essai 

 

Type d'essai 

 

de l'eau 

 

2 

 

4. Qua1it6 de 1'6c1airage 

 

5. Photop&iode 

 

6. Volume de la solution 

 

d'essai et r6cipient d'essai 

 

(cuve) 

 

7. Renouvellement de la constant, afin de garantir la s tabilit6 des conditions biologiques et 

 

solution d'essai, en volume de l'exposition chimique (5 renouvellements du vivier par jour, 

 

par exemple) 

 

8.8 Age des organismes d'essai s tade 8-10 d'apr6s Nieuwkoop et Faber (NF) 

 

20 animaux (embryons)/cuve (rplicat) au d6but de l'exposition 

 

puis 10 animaux (uv6niles)/cuve (r6plct) ?t partir du stade NF66 

 

jusqu'& la fin de l'exposition 

 

Minimum de 4 traitements par le produit chimique d'essai plus 

 

t6moin(s) appropri&(s) 

 

4 rpicts de par traitement contenant le produit chimique d'essai 

 

et 8 rplicats pour le(s) t6moin(s) 

 

Minimum de 80 animaux par traitement pour le produit chimique 

 

d'essai et minimum de 160 r6plicts pour le(s) t6moin(s) 

 

Toute eau permettant la croissance et le d6veloppement normaux 

 

de X laevis (eau de source ou eau du robinet filtr& sur charbon, 

 

par exemple) 

 

Aucune a6rtion e xig6e. L'a&ation des cuves peut n6an oins se 

 

r6v6ler n&essaire si les niveaux d'oxyg己ne dissous tombent en-

de9& des limites rcomiand6es et si le flux de solution d'essai est 
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au d6m 

 

9. Nombre d'organismes par 

 

r6plicat 

 

10. Nombre de traitements 

 

11. Nombre de replicats par 

 

traitement 

 

12.Nombre d'organismes par 

 

concentration d'essai 

 

13. Eau de dilution 

 

14. A&ation 

 



porte au maximum. 

 

15. 0xygene dissous de la 0xyg6ne dissous: ? 40 % de la valeur de saturation en air ou 

 

solution d'essai ? 3,5 mg/l 

 

l6.pH de la solution d'essai 6,5-8,5 (les diffrentiels i nterrp1ict et intertraitement n 'exc6dent 

 

pas 0,5) 

 

17.Duret6 eta lcalinit6 de la 10-250 mgCaCO 3!! 

 

solution d'essai 

 

18. R6gime alimentaire (voir appendice 4) 

 

19. P&iode d'exposition Du stade 8-10j usqu'a dix semaines apres le d6lai m6 dian 

 

jusqu'au stade NF62 dans le groupe t6moin contenant l'eau de 

 

dilution et/ou le solvant (maximum 17 semaines) 

 

20. Effets biologiques mesur6s MO rta!it6 (et anomalies morphologiques), d6lai jusqu'au stade 

 

NF62 (&hanti!!on de larves), histologie de la thyroide 

 

(&hantillon de larves), croissance (poids et longueur), indice 

 

h6pato-somatique (6chantl!lon de ju6n!es), sex-ratios 

 

g6notypiques/ph6notypiques (&hantillon de j u6ni1es), 

 

histopathologie des gonades, des conduits reproducteurs, des reins 

 

et du foie (&hantillon de j u6niles) et vitellog6nine plasmatique 

 

(6chantillon de juv6niles, optionnel) 

 

21. C riteres de V alidit6 de l'essaiConcentration d'oxyg6ne dissous > 40 % de la valeur de 

 

saturation en air; temp&ature moyenne de l'eau de 21士 i。 C et 

 

diffrentiels interr6plicat et intertraitement< 1,0 0C; pH de la 

 

solution d'essai entre 6,5 et 8,5;m ortalit6 dans le t6moin S 20 % 

 

dans chaque rplcat, et d61ai moyen jusqu'au stade NF62 dans le 

 

t6moin S 45 jours; poids moyen des organismes d'essai au stade 

 

NF62 et a la丘 n de l'essai dans les t6moins et les t6moins avec 

 

solvant (si un solvant est utilis6) de 1,0士 0,2 et 11,5士 3 g, 

 

respectivement; les donn6es disponibles d6montrent que la 

 

concentration du produit chimique d'essai en solution a 6t6 

 

correctement maintenue dans un intervalle de士 20 % autour des 

 

valeurs moyennes mesur&s. 
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Appendice 4 

 

REGIME ALIMENTAIRE 

 

Il convient de noter que, bien que ce r6gime alimentaire soit reconimad6, d'autres r6gim 

 

sont auto 

 

d6Velopp( 

 

ris6s a condition qu'ils permettent aux organismes d'essai de croitre et de 

 

うr aun rythme a ppropri6. 

 

Alimentation des larves 

 

rrepartzon aes a lllllelltαaaminisクer aux larves 

 

A. 1:1 (v/v) nourriture de d6part pour truites:algues/TetraFin⑧ (ou 6 quivalent); 

 

1. Nourriture de dpart pour truites: mixer 50 g de nourriture de d6part pour truites (fines 

 

granules ou poudre) avec 300 ml d'eau丘 ltr6e appropri& dans un broyeur i grande vitesse 

 

pendant 20 secondes 

 

2.M6 lange algues/TetraFin⑧ (ou 6 quivalent): mixer 12 g de disques de spiruline avec 500 ml 

 

d'eau filtr& appropri& dans un broyeur t grande vitesse pendant 40 secondes, mixer 12 g 

 

de Tetrafrn⑧ (ou 6 quivalent) avec 500 ml d'eau filtre puis m6langer le tout afin d'obtenir 

 

11 a raison de 12飢 de disques de spiruline et de 12飢 de Tetrafin⑧ (ou6 quivaient) 

 

3.M6 langer a proportions 6 gaies la nourriture de d6pat pour truites mix6e et le m6 iange 

 

algues/TetraFin⑧ 

 

B. A rt6mies: 

 

郎 
肥 

 

Faire &lore 15 ml d'auf d'art6mia dans 11 d'eaus al6e① rpar6e en ajoutant 20 ml de NaCl t 

 

11 d'eau d6siois6e).A pres a&ation pendant 24 heures & temp6rature ambiante sous une 

 

lumi&e constante, les art6mies sont collect6es. L'arr& de l'a&ation permet aux a rt6mies de se 

 

dposer brievemet pendant 30 minutes. Les kystes flottant & la surface de la boite sont rtirs 

 

et jet6s, puis les a rt6mies sont filtr6es de mani6re a ppropri6e et plong&s dans 30 ml d'eau 

 

filtree. 

 

Pro tocok a万mentaire 

 

Le tableau 1 illustre le type et la quantit6 d'aliments a dministr6s aux larves pendant toute la 

 

dur& de l'exposition. Les 

 

fois par jour le week-end. 

 

aimaux 

 

sont nourris trois fois par jour du lundi au vendredi et une 

 

Tableau 1: R6gime alimentaire des larves de X laevis dans des conditions d'essai dynamique 

 

Temps* 

 

Nourriture de depart pour 

 

truites:algues/TetraFin⑧ (ou equivalent) 

 

Art&nies 

 

(post-fecondation) s emaine 

 

(3 fois par jour) 

 

Week-end 

 

(1 fois Par jour) 

 

S emaine 

 

(2 fois par jour) 

 

Week-end 

 

(1 fois par jour) 

 

J4-14 

 

(des semaines 0-1) 

 

0,33 ml 

 

0,5 ml 

 

(f 8-15) 

 

0,5 ml 

 

(f 8-15) 

 



semaine 2 

 

semaine3 

 

semaine 4 

 

semaine 5 

 

semaine6 

 

semaine 7 

 

semaines 8-10 

 

0,67 ml 

 

1,3 ml 

 

1,5 ml 

 

1,6ml 

 

1,6ml 

 

1,.7 ml 

 

1,7ml 

 

* L jour 0 

 

2,4ml 

 

4,0 ml 

 

4,0 ml 

 

4, ml 

 

4,6ml 

 

4,6ml 

 

4,6ml 

 

1ml 

 

( partir de J 16) 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

i id 

 

1ml 

 

( partir de J 16) 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

correspond au jour de l'injection de hCG 

 

Changement de r6gime alimentaire entre le stade larvaire et le stade ju v6nile 

 

Une fois m6tamorphos6es, les larves se voient administrer le r6 

 

Juv6niles d&rit ci-dessous. Pendant la transition, les rations admin 

 

r&luites 

 

chaque 

 

proportiomiellement ?t l'augmentation de celles a dministr 

 

de cinq t&ards dpassant le stade NF62 e t sur le point d'achever 

 

m6tamorphose (stade NF66). 

 

Alimentation des juveniles 

 

Rdgme alimentaire desjuvdnileS 

 

Une釦is 

 

aliments 

 

pour 

 

sont 

 

dans 

 

leur 

 

des 

 

FL, 

 

m&amorphose ac hev6e (stade NF66), le rgime alimentaire change: seuls 

 

premier choix pour amphibiens de type 3/32 pouces (Xenopus E xpress\ 

 

a 
e 

 

ー
d
 

 

Etats-Unis), ou 6 quivalent, sont a d nlstr6s. 

 

Pr4aration d grmls brノお pour la transition en tr le stade larvaire e t le stadeju紀nil 

 

Les grnu1es pour amphibiens sont b r殖s brievement dans un moulin & ca f ou un mixeur 

 

ou bien 6c ras6s dans un mortier avec 

 

tiers. Un broyage trop long, 

 

d&onseill6. 

 

Pro tocokalmentir 

 

Le tableau 2 illustre 

 

Les animaux sont 

 

pilon afin que leur taille soit r6duite d'environ un 

 

la transformation des granules en poudre, est 

 

le type et la quantit6 d'aliments administr6s auxj uv6niles e t aux adultes. 

 

nouuis une fois par jour. Il convient de noter que lors de leur 

 

les animaux continuent de se voir administrer une partie des a rt6mies j usqu'a 

 

complete de plus de 95 % des animaux. 

 

m 
m 

 

Les animaux ne sont pas nourris le jour de la丘 n de l'essai afin que les aliments ne faussent 

 

pas les mesures de poids. 

 

Tableau 2: 

 

alimentaire des J uveniles de X. laevis dans des conditions d'essai dynamique. Il 
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convient de noter que les animaux non m&amorphos6s, y compris ceux 

 

retard6e par le traitement chimique, ne peuvent pas manger de granul6s 

 

Temps Volume de granules b roys 

 

(semaines qui suivent la date mdiane de 

 

metamorphose) 

 

Lors de la metamorphose des animaux 

 

(mg par jeune grenouille) 

 

dont la m6tamorphose a et6 

 

non b roy6s. 

 

Volume total de granules 

 

(mg par jeune grenouille) 

 

semaines 0-l 

 

semaines 2-3 

 

semaines 4-5 

 

semaines 6 -9 

 

、・ 
0 

くJ 

 

0 
28 

田 
匠 

 

220 

 

！、J 
！、J 

 

ヘノー 
ヘノー 

 

0 
0 

0 

 

* Le premier jour de la semaine O correspond la date m&liane de m&amorphose des animaux t6moins. 
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Appendice 5 

 

DETERMINATION DU SE X GENETIQUE (SEX G GENETIQUE) 

 

La m&hode de sexage g6n6tique chez Xenopus laevis est inspir& des travaux de Yoshimoto 

 

et a l., 2008. Les proc6dures de g6notypage d6taill6es peuvent &re obtenues en consultant 

 

cette publication, si n&essaire. Il est possible d'employer des m&hodes de substitution 

 

(PCR quantitative & haut d6bit, par exemple) si cela estJ ug6 a ppropri6. 

 

Amorces de X. laevis 

 

Marqueurs Di-w 

 

Sens: 5 '-CCACACCCAGCTCATGTAAAG-3' 

 

Antisens: 5 '-GGGCAGAGTCACATATACTG-3' 

 

ル111oinposiガ 

 

Sens: 5 '-AACAGGAGCCCAATTCTGAG-

Antisens: 5 '-AACTGCTTGACCTCTAATGC-' 

 

Purification de l'ADN 

 

Purifier l'ADN extrait de tissus musculaires ou cutan6s au moyen du kit Qiagen DNeasy 

 

Blood an d Tissue Kit (cat II 69506), par exemple, ou d'un produit similaire selon les 

 

instructions du kit. L'ADN peut e tre 6 lu6 des colonnes de centrifugation en utilisant moins 

 

de tampon, ce qui permet d'obtenir des 6 chanti1lons plus concentr6s si cela est j ug6 

 

n&essaire pour la PCR. Notons que l'ADN est assez stable et qu'il convient donc de veiller 

 

croisee qui pourrait entrainer une caract6risation erron6e des 

 

vice versa. 

 

t e viter toute contamination 

 

males en tant que femelles et 

 

PCR 

 

Le tableau i pr6sete un exemple de protocole utilisant J umpstart]M Taq de sigma 

 

Tableau 1: Exemple de protocole utilisant J umpstart]M Taq de s igma 

 

M6 1ange maitre ix (i1) tfinall 

 

Eau st&ile exempte de nucl6ase 11 

 

Tampon lOX 2,0 

 

M gCl2 (25mM) 2,0 2,5 mM 
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dNTP (ilmI chacun) 0,4 200 tM 

 

Marqueur amorce sens (8 .tM) 0,8 0,3 tM 

 

Marqueur amorce anti-sens 0,8 0,3 tM 

 

(8 tM) 

 

T6 m n amorce sens (8 tiM) 0,8 0,3 iM 

 

T6 mon amorce antisens (8 tiM) 0,8 0,3 tM 

 

J ump Start]M Taq 0,4 0,05 uiiits/il 

 

Matrice d'ADN 1,0 ~ 200 pg/tl 

 

Note: Lors de la prpartion des m6langes mdtres, pr6parer une quantit6 de m6lange sup&ieurea 

 

la quantit6 s ouhait6e pour compenser les pertes pouvant se produire durant le pipetage 

 

(utiliser 25x pour 24 r6actions seulement, par exemple). 

 

Rdac万on: 

 

M6 lange 19,0 tl 

 

Matrice 

 

Total 20,0 t1 

 

Pr21ll du坑ermocycルur: 

 

Etape 1. 94 oc i min 

 

Etape 2. 94。 c 30 sec 

 

Etape 3. 60。 c 30 sec 

 

Etape 4. 72。 c i min 

 

Etape 5. Aller l'6tape 2. 35 cycles 

 

Etape 6. 72。 c i min 

 

Etape 7. Maintenir & 4。 c 

 

Les produits PcR peuvent e tre p1ac6s imm6ditement dans un gel ou c onserves & 4 oc. 

 

E1ectrophorしse sur le gel d'agarose (3%) (protocole-type) 

 

TAE5OX 

 

Tris 24,2 g 

 

Acideac6 tique glacial 5,7 i ml 

 

607 

 



3,72 g 

 

Na2 (EDTA)・2120 

 

Ajouter de l'eau jusqu'a 100 ml 

 

392 ml 

 

8m! 

 

120 

 

TAE50X 

 

3ゾAgarose 

 

3 parties d'agarose NusieVeTM GTGTM 

 

1 partie d'agarose de Fisher a 6 lectroendosmose (BEI) faible 

 

Mb琉ode 

 

1. Prparer un gel 3 % en ajoutant 1,2 g du m61ange d'agarose a 43 ml de TAE iX. Agiter afin 

 

de fragmenter les a gr6gats. 

 

2. Faire chauffer le m6lange d'agarose au micro-ondes pendant 2 minutes jusqu'a sa dissolution 

 

c omplete (en 6 vitant de le laisser d6border). Laisser refroidir l6g&ement. 

 

3. Ajouter 1,0 tl de bromure d'&hidium (10 mg/rl). Agiter le flacon. Le bromure d'&hidium 

 

6 tant un produit m utagene, il est possible de le remplacer par d'autres produits a cette 6 tape 

 

afin de r6dure au maximum les risques pour la s ant6 des travailleurs.1 

 

4. Verser le gel dans un moule avec un peigne. Laisser refroidir co mpletement. 

 

5. Ajouter le gel dans l'appareil. Recouvrir le gel de TAE iX. 

 

6. Ajouter 1 il de 6 x colorant de dissociation a chaque volume de 10 il de produit PCR. 

 

7. Transf&er les &hantillons la pipette dans les puits. 

 

8. Effectuer 1'6lectroDhorese a 160 V constants Dendant~ 20 minutes. 

 

La figure 1 pr6sente une image de gel d'agarose montrant des profils de bandes indicatifs 

 

d'un individu male et d'un individu femelle. 

 

Figure 1: Image de gel d'agarose montrant le profil de bande indicatif d'un individu m.le (8) (une bande & 

 

~203 bp: DMR1) et d'un individu femelle (早) (deux bandes &~ 259 bp: Dl-W et 203 bp:DIRT1). 

 

Confrm6ment & l'article 4, paragraphe i de la directive 2004/37/CE du Parlement europ&n et du Conseil 

 

du 29 avril 2004 concernant la protection des travailleurs contre les risques li6s & l'exposition & des agents 

 

canc&igenes ou m utagenes au travail (sixieme directive particulire au sens de l'article 16, paragraphe 1, de la 

 

directive 89/391/CEE du Conseil), JO L 158 du 30.4.2004, p. 50). 
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DM八N 

 

DIRTi 

 

― ー
、

＼ 
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Appendice O 

 

DOSAG DE LA VITELLOGENINE 

 

La vitellog6nine (VIG) est dos6e suivant une m6thode E LISA (enzyme-linked 

 

immunosorbent assay) pr6vue l'origine pour la VTG des tete-de-boule (Parks et al., 1999). 

 

Il n'existe actuellement pas d'anticorps disponibles dans le commerce pour X laevis. 

 

Toutefois, 6 tant donn6 l'abondance des informations relatives & cette prot6ine et la 

 

disponbilit6 de services commerciaux de production d'anticorps d'un bon rapport qualit-ー 

 

prix, on peut raisonnablement supposer que les laboratoires peuvent facilement d6velopper 

 

un test E LISA pour effectuer ce dosage (llmstead et al., 2009). llmstead et al. (2009) 

 

fournissent 6 galement une description de l'essai, modi6 pour la VIG de X. tropicalis, 

 

pr6sent6 ci-dessous. La m&hode utilise un anticorps produit en r6action & la VIG de X 

 

tropicalis, mais e galement connu pour reconnatre la VIG de X laevis. Il convient de noter 

 

que des tests E LISA non concurrentiels peuvent 6 galement &re utilis6s, et qu'ils peuvent 

 

avoir des limites de d&ection inf&ieures & celles de la m6thode d&rite ci-dessous. 

 

Materiel et reactifs 

 

S6ru m contenant le 1er anticorps (Ac) pr6adsorb 

 

M6 langer i mesure de s6rm contenant le ier anticorps anti-VTG de X tropicalis & 2 

 

mesures de plasma de m&les issus du groupe t6moin puis laisser reposer & temp&ature 

 

ambiante pendant~ 75 minutes, placer sur de la glace pendant 30 min, centrifuger & plus de 

 

20k x G pendant i heure & 4。 C, retirer le surnageant, aliquoter et conserver & -20 oc. 

 

2e anticorps 

 

conugu6 IgG de chevre anti-lapin-peroxydase de raifort (lKP) (Bio-Rad 172-1019, par 

 

exemple) 

 

Etalon de VTG 

 

VIG purifi& de X laevis & 3.3 mg/ml. 

 

1MB (3,3',5,5'-t&ram&hylbeiizidine) (kPL 50-76-00; S igma 10440, par exemple) 

 

S &um de ch6vre (NGS) (chemicon⑧ S 26- 100ml, par exemple) 

 

Plaques de microtitration 96 puits en polystゾene EIA ('CN: 76-381-04,C ostar:53590, 

 

Fisher:07-200-35, par exemple) 

 

Four & hybridation & 37。 C (ou incubateur & air & 6 quilibrage rapide) pour plaques, bain-

marie pour tubes 

 

Autres 6 quipements, produits chimiques et ressources couramment utilises en laboratoire. 

 

Recettes 

 

Tampon de rev&ement (50 mIde tampon a功mnate, p19.砂 

 

Na cO3 1,26 g 
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Na2C03 

 

eau 

 

a68 g 

 

428 ml 

 

lox但l Ide phosphate, 1,5 Mde NaCり」 

 

NaH2P04一120 

 

0,83 g 

 

Na2HP04一7 120 20,1 g 

 

NaCi 

 

eau 

 

71 g 

 

810m! 

 

71lpon de lavage (PS刀 

 

PBS lOX 

 

eau 

 

100ml 

 

900 ml 

 

R66quilibrer le pH t 7,3 avec i M de ICi, puis ajouter 0,5 ml de T ween-20 

 

71lpm d'essai 

 

S&um de c hevre NGS) 3,75 ml 

 

Tampon de lavage 146,25 ml 

 

Pr61しvement des 6c hanti11ons 

 

Le sang est co llect6 au moyen d'un tube capillaire hparin6 pour micro-h6matocrites puis 

 

plac6 sur de la glace.A pr6s centrifugation pendant 3 minutes, le tube est marqu6, ouvert, et 

 

!e plasma expulse dans des tubes de centrifugation de 0,6 ml contenant 0,13 unite 

 

d'aprotinine lyphilis6e. (Ces tubes sont prpar6s t l'avance par ajout de la quantit6 

 

appropri6e d'aprotinine, cong6lation et lyophilisation dans un concentrateur ?t vide ?t faible 

 

temp&ature j usqu'a s&hage complet.) Enfin, le plasma est conserv6 a -80。 C jusqu'a 

 

l'analyse. 

 

Procedure pour une plaque 

 

Revdtemnt deたPlaque 

 

M6langer 20 tl de VTG purifi6e a 22 ml de 

 

3 ig!m 

 

plaque 

 

carbonate (concentration finale 

 

. Verser 200 i1 du m6lange dans chaque puits d'une plaque 96 puits. Recouvrir la 

 

'un film d' &anch6it6 a dh6sif et laisser incuber ?i 37 0C pendant 2 heures (oua 4。 C 

 

D
/
d
 

 

pendant une nuit). 

 

deたPんque 
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Prparer la solution de blocage en ajoutant 2 ml de s&um de chevre (NGS)a 38 ml de 

 

en secouant. Verser 

 

la plaque d'un film 

 

la solution de rev&ement puis 6 goutter 

 

blocage dans chaque puits. Recouvrir 

 

e. Retirer 

 

lution de 

 

carbonat 

 

350 tl de la so 

 

d'&anch6it6 a dh6sif et laisser incuber a 37 oc pendant 2 heures (oua 4 oc pendant une nuit). 

 

Prゆar1ton des so lutons' tlons 

 

M6langer 5.8F 1 d'&alon de VIG purifee a 1.5 ml de tampon d'essai dans un tube a essai 

 

en verre borosilict6 a usage unique (12 x 75 mm). On obtient ainsi 12 760 ng/ml de 

 

solution. Pr6parer ensuite une dilution en s6rie en ajoutant 750 iil de la dilution pr6c6dent 

 

750 t1 de tampon d'essai pour obtenir des concentrations finales de 12 760, 6 380, 3 190, 

 

1 595, 798, 399, 199, 100 et 50 ng/ml. 

 

Prparlton des'c hantillns 

 

Commencer par une dilution au 1/300 (1 tl de plasma nle lang6 a 299 t1 de tampon d'essai, 

 

1/30 du plasma dans le tampon d'essai. S i l'on souhaite obtenir une 

 

dilutions 

 

la valeur 

 

VIG, il pourra e tre n&essaire de proc6der a des 

 

suppl6mentaires ou a la dilution de plus grandes quantit6s.S 'efforcer de maintenir 

 

de B/BO dans la gamme d'&alonnage. En ce qui concerne les &hantiions sans VTG 

 

appr&iable tels que les males et les femelles du groupe t6moin (qui sont tous immatures), 

 

ort de dilution 1/30. Les &hantillons moins dilu6s peuvent induire des effets 

 

utiliser le 

 

de matrice non d6sir6s. 

 

En outre, il est recommand6 d'analyser un 6c hantillon t6moin positif sur chaque plaque. Cet 

 

&hantillon provient d'un pool de plasma contenant des niveaux 6 levs de VTG. Le pool de 

 

plasma est d'abord dilu6 dans du s&um de ch6vre (NGS),a liquot6 puis conserv6 a -80 oc. 

 

Pour chaque plaque, un aliquot est d&ongel6, dilu6 dans un tampon d'essai et a nalys6 

 

comme un 6c hantillon d'essai. 

 

玩cubation avecたjer anticorps 

 

Prparer le premier anticorps en diluant au 1/2 000 du s6rnm contenant le 1er anticorps 

 

pr6adsorb6 dans le tampon d'essai (de 8 tl a 16 ml de tampon d'essai, par exemple). 

 

M6langer 300 iil de la solution contenant le ier anticorps avec 300 il d'6 chantillon!&alon 

 

dans un tube en verre. Prparer le tube de B0 suivant la meme proc&lure avec 300 tl de 

 

tampon d'essai et 300 i1 d'anticorps. De plus, prparer un tube LNS contenant 

 

exclusivement 600 i1 de tampon d'essai (donc sans anticorps). Recouvrir les tubes de 

 

Parafilm puis agiter doucement les tubes au vortex. Incuber dans un bain-marie a 37。C 

 

pendant i heure. 

 

Lavage deたPたque 

 

Laver la plaque juste avant la fin de l'incubation du premier anticorps. Pour ce faire, secouer 

 

la plaque pour la vider de son contenu sur du papier absorbant puis s&her en tamponnant. 

 

Ensuite, remplir les puits de 350 i1 de solution de lavage, vider et s&her en tamponnant. 

 

Une pipettea rp&ition multicanaux ou un laveur de plaques sont utiles a ce stade. 

 

Renouveler le lavage deux fois, ce qui fait trois lavages au total. 
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Chargement deたplaque 

 

Une fois la plaque laV6e, retirer les tubes du bain-marie puis agiter doucement les tubes au 

 

vortex. Ajouter 200 tl de chaque tube d'&hantillon, d'&alon, de B~ et de LNS pour doubler 

 

les puits de la plaque. Recouvrir la plaque d'un film d'&anch6it6 a dh6sif et laisser incuber 

 

pendant i heure a 37 oc. 

 

んcubation avec k 2e anticorps 

 

pr6c&lente, laver de nouveau la plaque trois fois, coninie 

 

le deuxi6me anticorps dilu6 en m6 langeant 2.5 iil du 

 

Ala fin de l'incubation de l'6tape 

 

d&rit pr6c6demment. Prparer 

 

deuxi6me anticorps & 50 ml du tampon d'essai. Verser 200 i1 du deuxieme anticorps dilu6 

 

dans chaque puits, &ancheifier comme pr&6demment puis incuber pendant i heure & 37。 c. 

 

方out d包n substrat 

 

Une fois achev& l'incubation avec le deuxi6me anticorps, laver la plaque trois fois, comme 

 

d&rit pr&6demment. Verser ensuite 100 tl de substrat TMB dans chaque puits. Patienter 

 

pendant ii minutes (temps de r6action) apr6s avoir plac6 le m6lange de pr6f&ence a l'abri 

 

d'une source de lumi&e vive. 'interrOmpre la r6action en ajoutant 100 tl d'acide 

 

phosphorique i M. Le m6lange change alors de couleur, passant du bleu a un jaune intense. 

 

Mesurer l'absorbance a 450 mn au moyen d'un lecteur dc plaques. 

 

Calcul de B/Bo 

 

Soustraire la valeur LNS moyenne de tous les mesurages. calculer la BIBI de chaque 

 

6chantillon et de chaque 6 talon en divisant la valeur d'absorbance (B) par l'absorbance 

 

moyenne de l'6chantillon B 0. 

 

de graphiques 

 

t6 de B/B~ de 

 

la quantit6 est 

 

uide. Toutefois, 

 

Rdalおation deたcou功ed'tlonnag et dtrintion des quantitおinconnues 

 

logiciel de cr&ition 

 

olera la 

 

G6n&er une courbe d'&alomiiage a l'aide d'un 

 

(s1idewritem ou s igma Plot⑧, par exemple) qui 

 

l'&hantillon a partir de la B/B~ des solutions 6 talons. Habituellement, 

 

repr6sentee sur une &helle logarithmique, et la courbe est de forme sigmI 

 

lin6aire sila gamme d'&alonnage utilis& est &roite. corriger les 

 

elle peut 

 

quantit6s d'&hantillon en fonction du facteur de dilution et consigner en mg de VTG/ml de 

 

plasma. 

 

Ddtrination des seuils minimaux de dtection 

 

Souv ent, en particulier chez les males normaux, il n'est pas 6 vident de savoir comment 

 

consigner les r6sultats obtenus pour des valeurs faibles. Dans ces cas, un intervalle de 

 

confiance a 95 % est utilis6 pour d&erminer s'il faut indiquer une valeur《 z&o》 ou un autre 

 

chiffre.S i le r6sultat de l'&hantillon est compris dans l'intervalle de confiance de l '6talon 

 

z&o (B0), il faut lui attribuer la valeur《 z&o. Le seuil minimal de d&ection correspondraa 

 

l'&alon le plus bas qui est syst6matiquement diff&ent de l'&alon z6ro; autrement dit, les 

 

deux intervalles de confiance ne se chevauchent pas.Si le r6sultat de l'6chatillon se situea 
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l'int&ieur ou au-dessus de l'intervalle de confiance du seuil minimal de d&ection, la valeur 

 

calcul6e sera no t6e.S i un &hantillon est compris entre l'&alon z&o et les intervalles du 

 

seuil minimal de d&ection, la moiti6 du seuil minimal de d6tection est no t6e en ce qui 

 

concerne la valeur de cet &hantillon. 
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Appendice 7 

 

AN LYSE STAT ISTIQUE 

 

Le LAGDA g6n&e trois types de dorn6es & soumettre a l'analyse statistique: (1) des 

 

donn6es quantitatives continues, (2) des doniees de type 《 d6lai avant 6 v6nement》 

 

concernant les rythmes de d6Veloppement (temps &oul6 jusqu'& l'atteinte du stade NF62, 

 

(3) des donn6es ordinales (indices de gravit6 ou stades de d6veloppement) issues des 

 

6 valuations histopathologiques. La figure 1 repr6sente l'arbre de d&ision recommand6 pour 

 

l'analyse statistique des dmm6es du LAGDA. Des indications utiles pour r6aliser cette 

 

analyse sont fournies ci-apr6s. E n ce qui concerne l'arbre de d6cision, les valeurs obtenues 

 

pour la mortalit6, la croissance (poids et longueur) et l'indice h6pto-somtique ('1S) sont 

 

a nalys6es dans la branche《 autres param6tres. 

 

Donn6es continues 

 

Dans un premier temps, on v&ifie si les donn&s issues des relev6s d'observation continus 

 

sont monotones en les transformant en rangs, puis en proc6dant & une analyse de variance 

 

(ANOVA) et en comparant les contrastes lin6aires et quadratiques. S i les donn&s se 

 

r6v6lent monotones, il convient d'appliquer le test de Jonckheere-Terpstra aux m6dianes des 

 

rplicats, et aucune autre analyse n'est me n6e ult&ieurement.S 'il s'agit de donn6es & 

 

distribution normale et & variances homogenes, le test de Williams est 6 galement 

 

envisageable. S i les dolln6es se r6velent non monotones (contraste quadratique significatif et 

 

contraste lin6aire non significatif), il convient de les analyser & l'aide d'un mo dele ANOVA 

 

& effets mixtes. On v&ifie ensuite si les donn6es suivent une loi normale ou non (de 

 

pr6frence en proc6dant au test de S hapiro-Wilk ou & celui d'Anderson-Darling) et si leurs 

 

variances sont homog6nes (de pr6f&ence & l'aide du test de Levene). Les deux tests sont 

 

appliqu6s aux r6sidus du m od6le ANOVA & effets mixtes. Quoique prefrables, ces tests 

 

formels de normalit6 et d'homog6n6it6 peuvent e tre remplac6s par le recours & l'avis 

 

d'experts. S i les valeurs pr6sentent une distribution normale et des variances homogenes, les 

 

hypoth6ses d'un mod6le d'ANOVA & effets mixtes sont v&ifi6es et le test de Durmett 

 

permet de degager les effets significatifs du traitement. E n cas de non-normalit6 ou 

 

d'h&&og6n6it6 de la variance, les hypoth6ses du test de Dumrett ne sont plus respect&s et 

 

on essaie de transformer les dorl6es pour obtenir leur distribution normale et stabiliser la 

 

variance.Si aucune transformation de ce type n'est trouv&, on d6termine alors les effets 

 

significatifs du traitement ?t l'aide du test de Dunn. Chaque fois que possible, il y a lieu de 

 

pratiquer un test unilt&al plut6t que bilat&al, mais il est n&essaire de se fonder sur l'avis 

 

d'experts pour d&erminer quel test est adapt6 ?t tel ou tel effet me sur6. 

 

Morta lit 

 

Les dom6es relatives & la mortalit6 sonta nalys6es pendant toute la dur& de l'essai et sont 

 

exprim&s en proportions de d6c6s dans un vivier particulier. Les t&ards qui ne se 

 

m6tamorphosent pas completement dans le d6lai imparti, les tetards qui font partie de la 

 

cohorte de sous-&hantillons de larves, les grenouilles j uv6niles qui sont s6 lectionn6es ainsi 

 

que tout d6c6s dfi & une erreur ex$rimentale sont trait6s comme des donn&s censur&s et 

 

ne figurent pas au d6nominateur du rapport qui d6termine le pourcentage. Avant toute 
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et d'une transformation arc-sinus de la 

 

iser le test de Cochran-Armitage, 

 

'obj 

 

util 

 

analyse statistique, les proportions de d&的 font 1' 

 

est 6 galement possible d' 

 

correction de type Rao-Scott en cas de surdispersion. 

 

racine c arr6e. Il 

 

6ventuellement avec 

 

Poidse tんngueur (dmndes rたtives ルcroissancり 

 

Les mitles et les femelles n'&ant pas sexuellement dimorphes pendant la m6tamorphose, il 

 

convient d'analyser les donn6es relatives a la croissance des larves i nd6pendamment du 

 

sexe.E n revanche, les don6es relatives a la croissance des j uv6niles sont analys&s 

 

sparement en fonction du sexe g6n&ique. Une transformation logarithmique peut se r6v6ler 

 

n&essaire pour ces relev6s d'observation dans la mesure otti il n'est pas rare que les donn6es 

 

relatives la taille suivent une loi log normale. 

 

Indice h中ato-soma tique 

 

Les valeurs relatives au poids du foie sontn ormalisees par rapport au poids du corps entier 

 

(ce qui dulre l'uHs) et analys&s s par6ment en fonction du sexe g6n&ique. 

 

Delai jusqu'au stade NF62 

 

Les donn6es relatives au temps 6 coul6 j usqu'a la m6tamorphose sont trait6es comme des 

 

donn&s de type《 d6lai avant 6 v6nement; les d&6s ou individus n'atteignant pas le stade 

 

NF62 en 70 jours sont trait6s comme des domi&s censur&s a droite (la valeur r6elle est 

 

sup&ieure a 70 jours, mais l'&ude se termine avant que les animaux aient atteint le stade 

 

NF62 en 70 jours). Le d6lai m6dian jusqu'au stade NF62, qui correspond a l'ach6vement de 

 

la m&amorphose dans les t6moins avec eau de dilution, est utllis6 pour d&erminer la date de 

 

la fin de l'essai. Le d6lai m6dian jusqu'it la丘 n de la m6tamorphose peut e tre d&ermin6 par 

 

l'estimateur produit-limite de Kaplan-Meier. Il convient d'analyser ce relev6 d'observation 

 

al'aide du mod6le a risques proportionnels de Cox a effets mixtes, qui tient compte de la 

 

structure des r6plicts l'essai. 

 

Donnees histopathologiques (indices de gravit6 et stades de developpement) 

 

Les donn6es histopathologiques prennent la forme d'indices de grvit6 ou de stades de 

 

d6veloppement. Un test de tendance de Cochran-Armitage avec correction de type Rau-
Scott (RSCAB S, Rao-Scott-Cochranョritg by 1ices) est applique a chaque niveau de 

 

graVit6 dans une rponse histopathologique (Green et al., 2014). La correction de type Rao-
Scott permet que le plan d'exp6rience retenu pour les r6plicats soit pris en compte dans 

 

l'essai. La proc6dure RSCABS est dite〈く par tranches》 car elle prend en compte la pr6vision 

 

biologique selon laquelle l'effet tend a s'aggraver a mesure que la dose ou la concentration 

 

augmente, tout en conservant les scores des individus et en indiquant la gravit6 des effets 

 

d6tect6s. Elle permet de d6terminer quels traitements sont statistiquement diff&ents des 

 

t6moins (c'est-a-dire ceux qui comptent des pathologies plus graves que les t6moins), mais 

 

aussi a quel indice de gravit6 cette diff&ence apparait, et ainsi de placer l'analyse dans un 

 

contexte, ce qui est indispensable. Pour ce qui est de d6termner le stade de d6veloppement 

 

des gonades et des conduits reproducteurs, il convient de soumettre les donn6es a une 

 

manipulation suppl6mentaire car l'une des hypotheses retenues pour le test RSCABS est 

 

que la gravit6 de l'effet augmente avec la dose. L'effet observ6 peut correspondrea un 
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retard de d6veloppement ou t une acc6l&tion du d6veloppement. D'o立 la n6cessit6 

 

d'analyser les donn6es relatives au stade de d6ve1oppement comme indiqu6 afin de d6tecter 

 

une 6 ventuelle acc6 l&tion du d6Veloppement, puis de les inverser manuellement avant de 

 

proc6der & une deuxl6me analyse en vue de d&ecter un 6 ventuel retard de d6veloppement. 

 

Figure 1: Arbr de d6cision pour l'analyse statistique des donn6es du LAGDA 
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Appendice 8 

 

ELEMENTS A PRENDRE EN COMPTE POUR LE S UIVI ET 

 

LA REDUCTION AU MINIMUM DE LA FREQUENCE DE LA S COLIOSE 

 

La scoliose idiopathique, qui se marnieste habituellement par une《 queue repliee》 chez les 

 

ttards de Xmps laevis, peut compliquer les observations morphologiques et 

 

comportementales dans les populations d'essai. On s'efforcera de r6duire au minimum la 

 

fr6qence de la scoliose voire de l'6liminer, & la fois dans les stocks et dans les conditions 

 

exp&imentales. Dans l'essai d6finitif, il est recom and6 que la pr6valence de la scoliose 

 

mod&e et grave soit inf&ieure & 10 %, afin de renforcer la confiance dans la capacit6 de 

 

l'essai it d&ecter des effets sur le d6veloppement lies au traitement chez des larves 

 

d'amphibiens par ailleurs en bonne sant. 

 

Les observations quotidiennes e ffctu6es au cours de l'essai d6finitif permettent 

 

d'enregistrer it la fois l'incidence (nombre d'individus) et la s6 v&it6 de la scoliose, si 

 

pr6sente. La nature de l'anomalie doit tre d&rite par rapport it sa localisation (ant&ieure ou 

 

post&ieure au cloaque, par exemple) et au sens de la courbure (lt6rale ou dorso-ventrale, 

 

par exemple). La gravit6 peut &re class& comme suit: 

 

(NR) non remarquable: absence de courbure 

 

(1) minime: l6gere courbure lat&ale post6rieure au cloaque; apparente au repos 

 

uniquement 

 

courbure lat&ale post&ieure au cloaque; visible en permanence mais 

 

pas le mouvement 

 

(2) mod&e: 

 

n'emp&hant 

 

(3) grave: courbure lat&ale ant&ieure au cloaque; OU toute courbure ernp&hant le 

 

mouvement; OU toute courbure dorso-ventrale 

 

Un co mit6 consultatif scientifique de l'Agence pour la protection de l'environnement des 

 

Etats-Unis (U.s. EPA) sur la loi FIFRA (FIFRA SA P 2013) a e xamin6 les doil6es 

 

r&apitulatives sur la scoliose issues de quinze essais de m&amorphose des amphibiens avec 

 

X. laevis (stade 51-60+) et a frmule des recommandations generales visant it reduire la 

 

pr6valence de cette anomalie dans les populations d'essai. Ces recommandations 

 

s'appliquent au LAGDA meme si cet essai implique un calendrier de d6veloppement plus 

 

long. 

 

Donn6es historiques relatives au frai 

 

En regle g6n&a1e, des adultes en bonne sant6 et de qualit6 sup&ieure sont utilis6s comme 

 

couples reproducteurs; 1'6 limintion des couples reproducteurs dont la prg6niture pr6sent 

 

une scoliose peut a tt6nuer l'apparition de cette pathologie au fil du temps. Plus pr6cis6ment, 

 

il v a sans doute lieu de recourir le moins Do ssible it des couDles reDroducteurs caDtur6s dans 
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nature. La p&iode d'exposition du LAGDA commence avec des embryons au stade 8-10, 

 

il n'est pas possible de savoir, au d6but de l'essai, si les individus en question 

 

k
d
 

 

pr6senteront 

 

une scoliose. Ainsi, outre le suivi de l'incidence 

 

animaux utilis6s pour l'essai, les donn6es historiques relatives 

 

pr6valence de la scoliose chez 

 

peut &re utile de continuer & 

 

de 

 

?t la 

 

la scoliose chez les 

 

ponte (y compris 

 

les larves autoris6es a se d6velopper) doivent &re 

 

surveiller la portion de chaque ponte non utils6e 

 

6tude doni6e et de rendre compte de ces observations (FIFRA S AP 2013). 

 

Qua1it6 de l'eau 

 

not&s. 

 

k
n
 

 

dans une 

 

Il importe de veiller t la qualit6 de l'eau, & la fois dans le stock du laboratoire et pendant 

 

l'essai. Outre les c rit6res de qualit6 de l'eau r6guli6rement 6 valu6s pour les essais de toxicit6 

 

aquatique, il peut &re utile de surveiller et de corriger les 6 ventuelles carences 

 

nutritionnelles (carence en vitamine C, calcium ou phosphore, par exemple) ou des niveaux 

 

excessifs de s6 l6nium et de cuivre, sachant que ces 6 l6ments peuvent provoquer une scoliose 

 

t des degr6s divers chez les especes Rana et Xenopus e levees en laboratoire. (Marshall e t al. 

 

1980; Leibovitze t al. 1992; Martinez e t al. 1992; FIFRA S AP 2013). La mise en place d'un 

 

r6gime alimentaire a ppropri6 (voir appendice 4) et le nettoyage r6gulier des viviers 

 

Dermettront g6n &alement d'am6liorer la q ualit6 de l'eau et la sant6 des sD&imens d'essai. 

 

Regime alimentaire 

 

Les recommandations sp&ifiques en matiere de r6gime alimentaire,j ug6es efficaces dans le 

 

cadre du LAGDA, sont d6taill6es a l'appendice 4. Il est recommand6 de contr6ler la 

 

pr6sence dans les aliments de toxines biologiques, d'herbicides et d'autres pesticides, qui 

 

sont connus pour provoquer la scoliose chez X laevis et d'autres animaux aquatiques 

 

(Sch1enk et Jenkins 2013). Ainsi, l'exposition & certains inhibiteurs de la cholinest&ase a 6t6 

 

associ6e & une scoliose chez les poissons (Schu1tz e t al. 1985) et les grenouilles (Bacchetta 

 

et al. 2008). 
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