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Annexe — Partie 2/2

B.71 ESSAIS DE SENSIBILISATION CUTANEE IN VITRO PORTANT SUR
L’EVENEMENT CLE RELATIF A L’ACTIVATION DES CELLULES
DENDRITIQUES DANS LA VOIE TOXICOLOGIQUE IMPLIQUEE DANS LES
EFFETS INDESIRABLES (AOP) DE SENSIBILISATION CUTANEE

INTRODUCTION GENERALE

Méthode d'essai fondée sur I’événement clé relatif a ’activation des cellules dendritiques

1. Un sensibilisant cutané est une substance qui provoque une réponse allergique suite a un
contact avec la peau, selon la définition du Systéme général harmonisé de classification et
d’étiquetage des produits chimiques des Nations unies (SGH) (1) et du réglement (CE)
n°® 1272/2008 de 1'Union européenne relatif a la classification, a I'étiquetage et a
I'emballage des substances et des mélanges (le «réglement CLP»)!. Les principales phases
du processus biologique de sensibilisation cutanée font I’objet d’un consensus général.
Dans le cadre du programme de 'OCDE sur les AOP (2), les connaissances dont on
dispose sur les mécanismes chimiques et biologiques associés a la sensibilisation cutanée
ont été résumées sous la forme d’un AOP (Adverse Outcome Pathway) ou voie
toxicologique impliquée dans les effets indésirables, allant de [’événement moléculaire
initiateur jusqu’aux effets indésirables sur la santé du type dermatite de contact allergique,
en passant par les étapes intermédiaires. Dans le cas présent, 1’événement moléculaire
initiateur (le premier événement clé) est 1’¢tablissement d’une liaison covalente entre des
substances chimiques ¢électrophiles et les centres nucléophiles des protéines de la peau. Le
deuxiéme événement clé sur cet AOP se déroule dans les kératinocytes et comprend des
réponses inflammatoires et des changements d’expression geénique, liés a des voies de
signalisation cellulaire spécifiques telles que les voies dépendant de 1’élément de réponse
antioxydant/¢lectrophile (ARE, Antioxidant Response Element). Le troisi¢me événement
clé est l’activation des cellules dendritiques (DC), habituellement évaluée d’aprés
I’expression de marqueurs de surface spécifiques de la cellule, les chimiokines et les
cytokines. Le quatriéme événement clé est la prolifération et [’activation des

! Réglement (CE) n° 1272/2008 du Parlement européen et du Conseil du 16 décembre 2008 relatif a la
classification, a 1'¢tiquetage et a l'emballage des substances et des mélanges, modifiant et abrogeant les
directives 67/548/CEE et 1999/45/CE et modifiant le réglement (CE) n® 1907/2006, JO L 353 du 31.12.2008,

p- 1.
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lymphocytes T, évaluée indirectement par 1’essai de stimulation locale des ganglions
lymphatiques (ELGL) chez la souris (3).

2. La présente méthode d'essai est équivalente a la ligne directrice (LD) 442E (2017) de
I'OCDE. Elle décrit les essais in vitro portant sur les mécanismes de 1’événement clé relatif
a I’activation des cellules dendritiques dans I’AOP de sensibilisation cutanée (2). La
méthode d'essai comprend des essais utilisés pour aider a distinguer les sensibilisants des
non-sensibilisants cutanés, selon le SGH de I’ONU et le reglement CLP.

Les essais décrits dans la présente méthode d'essai sont les suivants:
- test d’activation de la lignée cellulaire humaine (h-CLAT),

- test d’activation de la lignée cellulaire U937 (U-SENS™)

essai par géne rapporteur de I’interleukine 8§ (essai IL-8 Luc)

3. Les essais décrits dans la présente méthode d'essai et dans la ligne directrice
correspondante de I'OCDE peuvent différer sur les plans de la procédure employée pour
générer les données et des résultats mesurés, mais ils peuvent s’utiliser indifféremment
pour répondre aux exigences des pays en mati¢re de résultats d’essais portant sur
I’événement clé relatif a [D’activation des cellules dendritiques dans 1’AOP de
sensibilisation cutanée, tout en bénéficiant de 1’acceptation mutuelle des données de
I'OCDE.

Fondements et principes des essais inclus dans la méthode d’essai fondée sur les événements
clés

4. Traditionnellement, 1’évaluation de la sensibilisation cutanée a fait appel a
I’expérimentation animale. Les méthodes classiques qui utilisent un cobaye — le test de
maximisation chez le cobaye (GPMT) de Magnusson et Kligman et le test de Buehler,
¢galement chez le cobaye (méthode d'essai B.6) (4) — portent sur les phases d’induction et
d’¢élicitation de la sensibilisation cutanée. Les essais chez la souris — 'ELGL (méthode
d'essai B.42) (3) et ses deux variantes n’utilisant pas d’isotopes radioactifs, ’ELGL: DA
(méthode d'essai B.50) (5) et PELGL: BrdU-ELISA (méthode d'essai B.51) (6) — portant
tous trois sur la réponse a 1’induction exclusivement, se sont également imposés, car ils
présentent 1’avantage, par rapport aux tests sur le cobaye, de préserver davantage le bien-
étre animal et de fournir une mesure objective de la phase d’induction de la sensibilisation
cutanée.

5. Récemment, des méthodes d’essai de type mécanistique in chemico ou in vivo portant sur
le premier événement clé de 'AOP de sensibilisation cutanée [méthode d'essai B.59: essai
de liaison directe sur la réactivité peptifique (DPRA)] (7) ou sur le deuxiéme événement
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clé de I'AOP de sensibilisation cutanée (méthode d'essai B.60: essai ARE-Nrf2 luciférase)
(8) ont été adoptées pour contribuer a l'évaluation du potentiel de sensibilisation des
produits chimiques.

Les essais décrits dans la présente méthode d'essai permettent de quantifier, au choix, soit
les variations d’expression de marqueurs de surface associés au processus d’activation des
monocytes et des DC suite a 1’exposition a un sensibilisant (CD54 et CD86, par exemple),
soit les changements d’expression de 1’IL-8, une cytokine associée a 1’activation des DC. 1l
a ¢été signalé que les sensibilisants cutanés induisent [D’expression de marqueurs
membranaires associés a I’activation des DC (2) tels que CD40, CD54, CD8&0, CD83 et
CD86, induisent aussi des cytokines pro-inflammatoires telles que IL-1f et TNF-a, ainsi
que plusieurs chimiokines parmi lesquelles IL-8 (CXCL8) et CCL3 (9) (10) (11) (12).

Cependant, ’activation des DC n’est qu'un des événements clés de I’AOP sensibilisation
cutanée (2) (13), les informations fournies par les essais mesurant uniquement les
marqueurs de I’activation des DC peuvent ne pas suffire a elles seules pour conclure a
I’absence de pouvoir de sensibilisation cutanée des produits chimiques. Par conséquent, les
données obtenues avec les essais décrits dans la présente LD peuvent apporter une aide a
I’identification des sensibilisants cutanés (catégorie 1 du SGH de I’ONU/CLP) et des non-
sensibilisants, dans le cadre d’une approche intégrée (IATA), en combinant ces données a
d’autres informations complémentaires provenant par exemple d’essais in vitro portant sur
d’autres phases de I’AOP sensibilisation cutanée, ainsi que de méthodes non
expérimentales telles que la prévision a partir de données croisées (read-across) relatives a
des produits chimiques similaires (13). On trouvera dans la littérature des exemples
d’utilisation des données obtenues avec ces essais suivant des approches définies, c’est-a-
dire des approches normalisées au regard des sources d’information et des procédures
d’analyse des données a des fins de prédictions (13). Ces données peuvent constituer des
¢léments utiles dans le cadre d’une démarche IATA.

Les essais décrits dans cette méthode d'essai ne peuvent pas €tre utilisés seuls, ni pour le
classement des sensibilisants cutanés dans les sous-catégories 1A et 1B du SGH de
I’ONU/CLP par les autorités chargées d’appliquer ces deux sous-catégories optionnelles,
ni pour prédire la puissance de sensibilisation dans le cadre d’évaluations de sécurité.
Cependant, en fonction du cadre réglementaire applicable, des résultats positifs avec ces
méthodes peuvent étre considérés comme suffisants a eux seuls pour classer un produit
chimique dans la catégorie 1 du SGH de ’ONU/CLP.

440



D060575/02

9. Dans la présente méthode d'essai, le terme «produit chimique d’essai» désigne ce qui est
testé! et ne fait pas référence a I’applicabilité des essais pour tester les substances mono-
constituants, les substances multi-constituants ou les mélanges. On dispose actuellement
d’informations limitées sur 1’applicabilité des essais a des substances multi-constituants ou a
des mélanges (14) (15). Les essais sont néanmoins techniquement applicables aux essais de
substances multi-constituants et de meélanges. Toutefois, avant d’appliquer la présente
méthode d'essai @ un mélange pour obtenir des données a des fins réglementaires, il convient
de vérifier si et, dans I’affirmative, pourquoi les résultats peuvent étre acceptables dans le
cadre réglementaire imposé?. Cette vérification n’est pas nécessaire si I’essai du mélange
répond a une exigence réglementaire. De plus, en cas d’essai portant sur des substances multi-
constituants ou des mélanges, il convient de tenir compte de l’interférence possible de la
cytotoxicité des constituants avec les réponses observées.

1 Enjuin 2013, la Réunion conjointe de 'OCDE est convenue que, dans la mesure du possible, le terme «substance chimique d’essai» devrait étre employé
de fagon plus cohérente pour désigner ce qui est soumis a ’essai dans les lignes directrices nouvelles ou révisées de 'OCDE.

2 Ce libellé a été proposé et approuvé lors de la réunion EPOC (WNT) d’avril 2014
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Appendice 1

SENSIBILISATION CUTANEE IN VITRO: TEST D'ACTIVATION DE LA LIGNEE
CELLULAIRE HUMAINE (h-CLAT)

REMARQUES PRELIMINAIRES ET LIMITES

1.

L'essal h-CLAT permet de quantifier les variations d’expression des marqueurs de surface
cellulaires associés au processus d’activation des monocytes et des DC (CD86 et CD54),
dans la lignée cellulaire de leucémie monocytaire humaine THP-1, a la suite de
I’exposition a des sensibilisants (1) (2). Le niveau d’expression mesuré pour les marqueurs
de surface cellulaires CD86 et CD54 est utilisé pour aider a distinguer les sensibilisants des
non-sensibilisants cutanés.

L'essai h-CLAT a fait 1’objet d’une étude de validation coordonnée du Laboratoire de
référence de 1'Union européenne pour les méthodes de substitution & I’expérimentation
animale (EURL ECVAM), suivie d'un examen indépendant par des pairs sous la conduite
du Comité scientifique consultatif (ESAC) de EURL ECVAM. Apres analyse des données
disponibles et sur avis des organismes de régulation et des parties prenantes, ’EURL
ECVAM a recommandé ’utilisation de la méthode h-CLAT (3) dans le cadre d’une
approche intégrée de type IATA, pour aider a distinguer les sensibilisants des non-
sensibilisants & des fins de classification et d'étiquetage des dangers. On trouvera dans la
littérature des exemples d'utilisation des données h-CLLAT combinées a d'autres sources
d'information (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11).

. Il a été¢ démontré que I'essai h-CLAT est transférable a des laboratoires expérimentés dans

les techniques de cultures cellulaires et de 1’analyse par cytométrie en flux. Le niveau de
reproductibilité attendu des prédictions obtenues par l'essai est de I’ordre de 80 % intra-
laboratoire et 80 % inter-laboratoires (3) (12). L’étude de validation (13) et d’autres études
publiées (14) ont permis de conclure que, par rapport aux résultats obtenus par la méthode
ELGL, la précision de distinction entre sensibilisants cutanés (catégorie 1 du SGH/CLP) et
non-sensibilisants est de 85 % (N = 142), avec une sensibilit¢ de 93 % (94/101) et une
spécificité¢ de 66 % (27/41) (d’aprés une nouvelle analyse de ’EURL ECVAM (12)
prenant en compte toutes les données existantes mais excluant les résultats négatifs
obtenus avec un coefficient de partage octanol-eau (log Koe) supérieur a 3,5 tel que décrit
au paragraphe 4). 1l est probable que les faux-négatifs dans les prédictions effectuées avec
I'essai h-CLAT concernent davantage des produits chimiques ayant une puissance de
sensibilisation de la peau faible a modérée (c’est-a-dire sous-catégorie 1B du SGH/CLP)
que des produits chimiques ayant une puissance de sensibilisation de la peau élevée (c’est-
a-dire sous-catégoriec 1A du SGH/CLP) (4) (13) (15). L'ensemble de ces données montre
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l'utilité de I'essai h-CLAT comme ¢lément contribuant a 1'identification des dangers de
sensibilisation cutanée. Cependant, les valeurs relatives a la précision de l'essai h-CLAT
utilis¢ seul n’ont qu’un caractére indicatif, car cet essai doit étre combiné a d'autres sources
d'information dans le contexte d'une démarche IATA, et conformément aux dispositions
énoncées aux paragraphes 7 et 8 de I’Introduction Générale. En outre, dans 1'évaluation des
méthodes d'étude de la sensibilisation cutanée sans expérimentation animale, il convient de
tenir compte du fait que I'ELGL et les autres méthodes d'expérimentation animale ne
reflétent peut-étre pas parfaitement la situation chez 1'étre humain.

Les données actuellement disponibles montrent que la méthode h-CLAT est applicable a
des produits chimiques couvrant divers groupes fonctionnels organiques, mécanismes
réactionnels, puissances de sensibilisation cutanée (telles qu'établies par des études in vivo)
et propriétés physico-chimiques (3) (14) (15). La méthode h-CLAT est applicable aux
produits chimiques solubles ou formant une dispersion stable (colloide ou suspension dans
laquelle le produit chimique d’essai ne se dépose pas et ne se sépare pas du
solvant/véhicule en formant plusieurs phases) dans un solvant/véhicule adapté (voir
paragraphe 14). Les résultats pour les produits chimiques présentant un log Koe supérieur
a 3.5 sont souvent des faux négatifs (14). Par conséquent, les résultats négatifs associés a
des produits chimiques présentant un log Koe supérieur égal a 3.5 ne doivent pas étre
considérés. Cependant les résultats positifs associés a des produits chimiques présentant un
log Koe supérieur égal a 3.5 peuvent quand méme étre utilisés pour étayer l'identification
du produit chimique d’essai comme sensibilisant cutané. De plus, en raison des capacités
métaboliques limitées de la lignée cellulaire utilisée (16) ainsi que des conditions
expérimentales, les pro-hapténes (substances nécessitant une activation enzymatique, par
exemple via des enzymes P450) et les pré-hapténes (substances activées par oxydation), en
particulier ceux dont I'oxydation est lente, peuvent eux aussi donner des résultats négatifs
avec le h-CLAT (15). 1l est possible de tester des produits chimiques fluorescents avec le
h-CLAT (17), néanmoins les produits fortement fluorescents qui émettent a la méme
longueur d’onde que I’isothiocyanate de fluorescéine (FITC) ou que 1’iodure de propidium
(IP) causent une interférence avec la détection par cytométrie en flux. Ces produits ne
peuvent donc pas €tre adéquatement analysés avec des anticorps conjugués au FITC ou a
I’IP. Dans ce cas, on peut recourir respectivement au marquage des anticorps par d’autres
fluorochromes, ou a d’autres marqueurs de cytotoxicité, a condition qu’il soit démontré,
par exemple en testant les substances d’épreuve de compétence citées a 1’appendice 1-2,
que ces techniques générent des résultats similaires aux anticorps marqués au FITC (voir
paragraphe 24) ou a I’IP (voir paragraphe 18). A la lumiére de ce qui précéde, les résultats
négatifs devront étre interprétés dans le contexte des limites indiquées et combinés avec
d'autres sources d'information dans le cadre d'une démarche IATA. S’il est démontré que la
méthode h-CLAT n’est pas applicable a d’autres catégories spécifiques de produits
chimiques d’essai, cette méthode ne doit pas leur étre appliquée.
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5. Comme indiqué ci-dessus, la méthode h-CLAT aide a distinguer les sensibilisants cutanés
des non-sensibilisants. Cependant, utilisée dans le cadre d'une approche intégrée de type
IATA, elle peut aussi contribuer a I'évaluation de la puissance de sensibilisation (4) (5) (9).
Des travaux complémentaires, s’appuyant de préférence sur des données humaines, seront
toutefois nécessaires pour déterminer de quelle fagon les résultats du h-CLAT pourraient
venir a l'appui de ce type d'évaluation

6. Les définitions sont données a l'appendice 1.1.

PRINCIPE DE L’ESSAI

7. La méthode in vitro h-CLAT permet de quantifier les variations d’expression de marqueurs
de surface (CD86 et CD54) des cellules de la lignée cellulaire de leucémie monocytaire
humaine THP-1, aprés une exposition de 24 heures a un produit chimique d’essai. Ces
molécules de surface sont des marqueurs typiques de 1’activation des monocytes THP-1 et
peuvent imiter I’activation des DC, étape critique dans I’amorcage des lymphocytes T. La
variation d’expression des marqueurs de surface est mesurée par cytométrie en flux aprés
coloration cellulaire avec des anticorps marqués par fluorochrome. La cytotoxicité est
mesurée en paralleéle pour savoir si I’activation de 1’expression des marqueurs de surface a
lieu a des concentrations inférieures au niveau de cytotoxicité. L’intensité relative de
fluorescence des marqueurs de surface, comparée a celle du témoin de solvant/véhicule, est
calculée et utilisée dans un modele prédictif (voir paragraphe 26), pour aider a distinguer
les sensibilisants des non-sensibilisants.

DEMONSTRATION DES COMPETENCES

8. Avant d'utiliser en routine 1'essai décrit dans le présent appendice a la méthode d'essai
B.71, les laboratoires devront faire la preuve de leurs compétences techniques, en
appliquant la méthode aux dix substances d'épreuve listées a l'appendice 1.2. En outre, les
utilisateurs de cet essai devront conserver une base de données historiques issues des
contrdles de réactivité (voir paragraphe 11) et obtenues avec le témoin positif et le témoin
de solvant/véhicule (voir paragraphes 20-22), et devront utiliser ces données pour
confirmer que la reproductibilité de 1’essai dans le temps au sein de leur laboratoire.

PROCEDURE

9. Le présent essai est basé sur le protocole h-CLAT du service de base de données sur les
méthodes alternatives a 1’expérimentation animale (DB-ALM, DataBase service on
Alternative Methods to animal experimentation n° 158) (18), qui est celui qui a été utilisé
pour 1'étude de validation coordonnée par 'EURL ECVAM. Il est recommandé d'utiliser ce
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protocole lors de la mise en ceuvre et de l'utilisation de la méthode h-CLAT au laboratoire.
On trouvera dans ce qui suit une description des principaux éléments et modes opératoires
de la méthode h-CLAT, qui comprend deux étapes: un essai de détermination de la dose et
la mesure de I’expression de CD86/CD54.

Préparation des cellules

10.

11.

12.

La méthode h-CLAT fait appel a la lignée cellulaire de leucémie monocytaire humaine,
THP-1. 1l est recommand¢é d’acquérir les cellules (TIB-202™) auprés d’une banque de
cellules reconnue, par exemple I’American Type Culture Collection.

Les cellules THP-1 sont cultivées a 37 °C dans une atmosphére humidifiée a 5 % COz,
dans un milieu RPMI-1640 supplémenté avec 10 % de sérum bovin feetal (SBF),
0.05mM de 2-mercaptoéthanol, 100 unités/ml de pénicilline et 100 pg/ml de
streptomycine. Il est possible d’éviter 1’ajout de pénicilline et de streptomycine dans le
milieu. Cependant, dans ce cas, les utilisateurs devront vérifier que 1’absence
d’antibiotiques dans le milieu n’a aucun effet sur les résultats, par exemple en testant les
substances d’épreuve indiquées a I’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, indépendamment de la présence ou non d’antibiotiques dans le milieu de culture
cellulaire. Les cellules THP-1 sont repiquées réguliérement tous les 2 ou 3 jours, a une
densité comprise entre 0.1 et 0.2 x 10° cellules/ml, et doivent étre maintenues a une densité
comprise entre 0.1 et 1 x 10° cellules/ml. Avant utilisation pour 1’essai, les cellules doivent
étre qualifiées par un contrdle de réactivité. Ce contréle doit étre réalis€¢ deux semaines
aprés la décongélation, avec pour témoins positifs le 2 4-dinitrochlorobenzéne (DNCB)
(N° CAS 97-00-7, pureté > 99 %) et le sulfate de nickel (NiSO4) (N° CAS 10101-97-0,
pureté >99 %) et pour témoin négatif 1’acide lactique (AL) (N° CAS 50-21-5,
pureté > 85 %). Le DNCB et le NiSO4 doivent tous deux générer des réponses positives a
la fois pour les marqueurs de surface cellulaires CD86 et CD54. L’acide lactique doit
générer une réponse négative a la fois pour les marqueurs de surface cellulaires CD86 et
CD54. Seules les cellules ayant réussi le controle de réactivité sont utilisées pour 1’essai.
Les cellules peuvent étre repiquées jusqu’a deux mois aprés décongélation, sans dépasser
30 repiquages. Le contrdle de réactivité doit €tre conduit selon les procédures décrites aux
paragraphes 20-24.

. Pour I’essai, les cellules THP-1 sont ensemencées a une densité de 0,1 x 10° cellules/ml
ou de 0,2 x 10%cellules/ml, et précultivées dans des flacons de culture pendant 72 h
ou 48 h, respectivement. Il est important que la densité cellulaire dans le flacon de culture
immédiatement apres la période de pré-culture soit autant que possible la méme dans
chaque expérimentation (en suivant I’une des deux conditions de pré-culture ci-dessus). En
effet, la densité cellulaire dans le flacon de culture immédiatement aprés la pré-culture peut
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influencer 1’expression de CD86/CD54 induite par des allergénes (19). Le jour de ’essai,
les cellules sont récoltées depuis le flacon de culture et suspendues a une densité
de 2 x 10° cellules/ml dans un milieu frais. Les cellules sont ensuite ensemencées dans une
plaque microtitre 24 puits a fond plat, avec 500 ul (1 x 10° cellules/puits), ou dans une
plaque 96 puits a fond plat, avec 80 pl (1,6 x 10° cellules/puits).

Essai de détermination de la dose

13.

Un essai de détermination de la dose est mené pour établir la valeur CV75, a savoir la
concentration de produit chimique d’essai provoquant une viabilité cellulaire (CV) de 75 %
comparé au témoin de solvant/véhicule. Cette valeur CV75 est utilisée pour déterminer la
concentration de produits chimiques d’essai a utiliser lors de la mesure d’expression de
CD86/CD54 (voir paragraphes 20-24).

Préparation des produits chimiques d’essai et des témoins

14.

15.

Les produits chimiques d’essai et les substances témoins sont préparés le jour de I’essai.
Dans la méthode h-CLAT, les produits chimiques d’essai sont dissous ou dispersés de
facon stable (voir paragraphe 4), en choisissant de préférence comme solvant/véhicule une
solution saline ou le milieu, ou, en deuxiéme option, dans du diméthylsulfoxyde (DMSO,
pureté > 99 %) si le produit chimique d’essai n’est pas soluble ou ne forme pas une
dispersion stable dans les deux solvants/véhicules précédents. Les concentrations finales
sont de 100 mg/mL (solution saline ou milieu) ou de 500 mg/mL (DMSO). Il est possible
d’utiliser d’autres solvants/véhicules que ceux indiqués ci-dessus, a condition que ce choix
soit suffisamment étayé sur le plan scientifique. La stabilité du produit chimique d’essai
dans le solvant/véhicule final doit étre prise en compte.

A partir des solutions méres de produits chimiques d’essai, 4 100 mg/ml (solution saline ou
milieu) ou & 500 mg/ml (DMSO), les dilutions suivantes sont effectuées:

si le solvant/véhicule est la solution saline ou le milieu: huit solutions méres (huit
concentrations) sont préparées par une série de dilutions de facteur 2 en utilisant le
solvant/véhicule pertinent. Ces solutions meéres sont ensuite diluées a nouveau par un
facteur de 50 dans le milieu de culture (solutions de travail). Si la concentration finale
maximale de 1 000 pg/ml dans la plaque n’est pas toxique, la concentration maximale doit
étre a nouveau déterminée en réalisant un autre essai de cytotoxicité. La concentration
finale dans la plaque ne doit pas dépasser 5 000 ug/ml pour les produits chimiques d’essai
dissous ou en dispersion stable dans la solution saline ou le milieu;

si le solvant/véhicule est le DMSO: huit solutions meres (huit concentrations) sont
préparées par une série de dilutions de facteur 2 en utilisant le solvant/véhicule pertinent.
Ces solutions méres sont ensuite dilué¢es a nouveau par un facteur de 250 dans le milieu de

448



D060575/02

culture (solutions de travail). La concentration finale dans la plaque ne doit pas dépasser
1000 pg/ml, méme si cette concentration est non-toxique.

Les solutions de travail sont enfin utilisées pour 1’exposition, en ajoutant le méme volume
de solution de travail au volume de cellules THP-1 en suspension dans la plaque (voir aussi
paragraphe 17), pour parvenir a une dilution supplémentaire de facteur 2 (en général, les
concentrations finales dans la plaque vont de 7,81 a 1 000 pg/ml).

16. Le témoin de solvant/véhicule utilis¢ pour la méthode 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 DMSO (pour les produits chimiques
d’essai dissous ou en dispersion stable dans le DMSO). Ce témoin est testé a une
concentration finale unique de 0,2 % dans la plaque. On effectue la méme dilution que
pour les solutions de travail, comme décrit au paragraphe 15.

Application des produits chimiques d’essai et des témoins

17. Le milieu de culture ou les solutions de travail décrits aux paragraphes 15 et 16 sont
mélangés en proportion 1:1 (v/v) avec les suspensions de cellules préparées dans la plaque
microtitre 24 ou 96 puits a fond plat (voir paragraphe 12). Les plaques traitées sont ensuite
placées en incubation pendant 24 + 0,5 heures a 37 °C, 5 % CO,. Des précautions doivent
étre prises contre 1’évaporation des produits chimiques d’essai volatiles et pour éviter toute
contamination croisée entre puits par les produits chimiques d’essai (en scellant la plaque
avant incubation avec les produits chimiques d’essai, par exemple) (20).

Coloration a l’iodure de propidium (IP)

18. Apres 24 + 0,5 heures d’exposition, les cellules sont transférées dans des tubes a essai et
collectées par centrifugation. Les surnageants sont €éliminés et le culot cellulaire est
suspendu dans 200 pl (plaque 96 puits) ou 600 pL (plaque 24 puits) de tampon phosphate
salin contenant 0,1 % d’albumine de sérum bovin (tampon de coloration). On
transfére 200 ul de suspension de cellules dans une plaque microtitre 96 puits a fond rond
(échantillons 1ssus de la plaque 96 puits) ou dans un microtube (échantillons 1ssus de la
plaque 24 puits), puis les cellules sont rincées deux fois dans 200 pl (96 puits) ou 600 pl
(24 puits) de tampon de coloration. Pour finir, les cellules sont remises en suspension dans
le tampon de coloration (400 pl, par exemple) et on ajoute une solution d’IP (20 ul, par
exemple) (pour obtenir, par exemple, une concentration finale d’IP de 0,625 pg/ml).
D’autres marqueurs de cytotoxicité tels que la 7-aminoactinomycine D (7-AAD) ou le bleu
de Trypan, entre autres, peuvent étre utilisés comme colorants s’il est prouvé qu’ils
géncrent des résultats comparables a I’[P, par exemple en testant les substances d’épreuve
figurant a I’appendice 1-2.

Mesure de cytotoxicité par cytométrie en flux et estimation de la valeur CV75
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19. Le niveau de fixation de I’IP est analysé par cytométrie en flux sur le canal FL-3. Au total,
10 000 cellules vivantes (IP-négatives) sont analysées. La viabilité cellulaire est calculée
par le programme d’analyse du cytométre suivant I’équation ci-aprés. Si la viabilité
cellulaire est faible, il convient d’analyser jusqu’a 30 000 cellules, y compris des cellules
mortes. Une autre option est d’acquérir les données pendant une minute apres le début de
I’analyse.

Viabilité Nombre de cellules vivantes X 100
cellulaire = Nombre total de cellules analysées

La valeur CV75 (voir paragraphe 13), soit la concentration provoquant 25 % de cytotoxicité
et 75 % de survie des cellules THP-1, est calculée par interpolation log-lin€aire des données,

comme Suit:
Log CV75 = (75—6)XLOg(b()l—_(C75—a)xLog(d)
Ou:

a est la valeur minimale de viabilité cellulaire supérieure a 75 %

¢ est la valeur maximale de viabilité cellulaire inféricure a 75 %

b et d sont les concentrations provoquant les valeurs de viabilité cellulaire a et c,
respectivemen

100

Viabilité cellulaire (%)
U1
o

2 /
b d
1 10 100 1000
Dose d'essai (ug/mL)

o

D’autres approches peuvent €tre utilisées pour calculer la valeur CV75 a condition qu’il soit
démontré que cela n’a pas d’impact sur les résultats (par exemple en testant les substances
d’épreuve).
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Mesure de ’expression de CD86/CD54

Préparation des produits chimiques d’essai et des téemoins

20. Le solvant/véhicule approprié (solution saline, milieu ou DMSO, voir paragraphe 14) est

21.

utilisé pour dissoudre les produits chimiques d’essai ou pour créer une dispersion stable.
Les produits chimiques d’essai sont d’abord dilués jusqu’a une concentration
correspondant a4 100 fois (dans la solution saline ou le milieu) ou 500 fois (dans le DMSO)
la valeur CV75 x 1,2 telle que déterminée dans I’essai de détermination de la dose (voir
paragraphe 19). Si la valeur CV75 ne peut pas étre établie (c’est-a-dire, si la cytotoxicité
observée dans ’essai de détermination de la dose est insuffisante), il convient d’utiliser
comme concentration de départ la concentration soluble ou en dispersion stable la plus
¢levée du produit chimique d’essai préparé avec chaque solvant/véhicule. On notera que la
concentration finale dans la plaque microtitre ne doit pas dépasser 5 000 pg/ml (dans la
solution saline ou le milieu) ou 1 000 pg/ml (dans le DMSO). Ensuite, des dilutions en
série de facteur 1,2 sont réalisées avec le solvant/véhicule pertinent pour obtenir les
solutions meres (huit concentrations allant de 100x1,2 x CV75 a 100x0,335 x CV75 (dans
la solution saline ou le milieu) ou de 500x1,2 x CV75 a 500x0,335 x CV75 (pour le
DMSO0)) qui seront testées suivant la méthode h-CLAT (voir le protocole DB-ALM n° 158
pour un exemple de schéma de dosage). Les solutions meres sont ensuite diluées & nouveau
par un facteur de 50 (solution saline ou milieu) ou 250 (DMSO) dans le milieu de culture
(solutions de travail). Ces solutions de travail sont enfin utilisées pour I’exposition, apres
une dilution finale de facteur 2 dans la plaque microtitre. Si les résultats ne rentrent pas
dans les critéres d’acceptabilité pour la viabilité cellulaire décrits aux paragraphes 29 et 30,
Iessai de détermination de la dose peut €tre répété pour déduire une valeur CV75 plus
précise. Il convient de noter que seules des plaques 24 puits peuvent étre utilisées pour la
mesure de I’expression de CD86/CD54.

Le témoin de solvant/véhicule est préparé comme indiqué au paragraphe 16. Le témoin
positif utilisé dans la méthode h-CLAT est le DNCB (voir paragraphe 11), dont des
solutions meres sont préparées dans le DMSO et diluées comme pour les solutions meres
au paragraphe 20. Le DNCB doit étre utilis¢€ comme témoin positif pour la mesure de
I’expression de CD86/CD54 a une concentration finale unique dans la plaque (en
général 4,0 pg/ml). Pour obtenir une concentration de 4,0 pg/ml de DNCB dans la plaque
microtitre, une solution de base de 2 mg/ml de DNCB dans le DMSO est préparée puis
diluée a nouveau par un facteur de 250 dans le milieu, jusqu’a obtenir une solution de
travail a 8 pg/ml. 11 est aussi possible de prendre la valeur CV75 du DNCB, déterminée
dans chaque installation d’essai, comme concentration du témoin positif. D’autres témoins
positifs adaptés peuvent étre utilisés si des données historiques sont disponibles pour en
dériver des critéres d’acceptabilité comparables pour les épreuves. Pour les témoins
positifs, la concentration finale unique dans la plaque ne doit pas dépasser 5 000 pg/mL
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(solution saline ou milieu) ou 1 000 pg/mL (DMSO). Les critéres d’acceptabilité¢ de
I’épreuve sont identiques a ceux décrits pour les produits chimiques d’essai (voir
paragraphe 29), sauf le dernier critére d’acceptabilité puisque le témoin positif est traité a
une concentration unique.

Application des produits chimiques d’essai et des témoins

22.

Une expérience par produit chimique d’essai et par substance témoin est nécessaire pour
obtenir une prédiction. Chaque expérience consiste en au moins deux épreuves
indépendantes visant & mesurer [’expression de CD86/CD54 (voir paragraphes 26-28). Les
épreuves indépendantes se déroulent des jours distincts, ou le méme jour en respectant les
conditions suivantes pour chaque épreuve: a) préparation de solutions meéres et de travail
fraiches, indépendantes, du produit chimique et des solutions d’anticorps, et b) utilisation
de cellules récoltées en deux temps indépendants (provenant de flacons de culture
différents); les cellules peuvent cependant étre issues d’un méme repiquage. Les solutions
de travail des produits chimiques d’essai et des substances témoins (500 pl) sont
mélangées a 500 pl de la suspension de cellules (1x10° cellules) suivant un ratio 1:1. Les
cellules sont incubées pendant 24 + 0,5 heures comme décrit aux paragraphes 20 et 21.
Pour chaque épreuve, un seul réplicat par concentration du produit chimique d’essai et de
la substance témoin suffit, car la prédiction provient d’au moins deux épreuves
indépendantes.

Coloration cellulaire et analyse

23.

24.

Apres 24+0,5 heures d’exposition, les cellules sont transférées de la plaque 24 puits vers
des tubes a essai et collectées par centrifugation, avant d’étre lavées deux fois avec 1ml de
tampon de coloration (si nécessaire, des étapes de lavage supplémentaires peuvent étre
faites). Aprés lavage, les cellules sont saturées avec 600 pl de solution de blocage (tampon
de coloration contenant 0,01 % (m/v) de globuline (fraction Cohn I, III, humain: SIGMA,
#(G2388-10G)) et incubées a 4°C pendant 15 minutes. Aprés la saturation, les cellules sont
réparties en trois aliquotes de 180 uL, dans une plaque 96 puits a fond rond ou dans un
microtube.

Apres centrifugation, les cellules sont colorées a 4°C pendant 30 minutes, avec 50 ul
d’anticorps marqués au FITC: anti-CD86 ou anti-CD54, ou anticorps murins isotype IgG1.
Les anticorps, décrits dans le protocole n° 158 (h-CLAT) de la base de données DB-ALM
(18), sont dilués dans du tampon de coloration selon un ratio de 3:25 v/v [pour CD86 (BD-
PharMingen, #555657; Clone: Fun-1)] ou 3:50 v/v [pour CD54 (DAKO, #F7143; Clone:
6.5B5) et [gG1 (DAKO, #X0927)]. Ces ratios de dilution des anticorps ont été identifiés au
moment de la mise au point de l'essai comme ceux présentant le meilleur rapport
signal/bruit. L’expérience acquise lors de la mise au point de lessai indique que 1’intensité
de la fluorescence des anticorps est généralement comparable d’un lot a un autre.
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Cependant, les utilisateurs peuvent souhaiter procéder au titrage des anticorps dans leurs
conditions de laboratoire, afin de déterminer la concentration la mieux adaptée. Des
anticorps anti-CD86 et/ou anti-CD54 marqués par d’autres fluorochromes peuvent &tre
utilisés s’il est prouvé qu’ils générent des résultats comparables aux anticorps marqués au
FITC, par exemple en testant les substances d’épreuve figurant a 1’appendice 1.2. 1l
convient de noter qu’un changement de clone ou de fournisseur d’anticorps, comme décrit
dans le protocole n° 158 (h-CLAT) de la base de données DB-ALM (18), peut avoir un
impact sur les résultats. Aprés avoir été lavées deux fois ou plus dans 150 ul de tampon de
coloration, les cellules sont remises en suspension dans du tampon de coloration
(p.ex. 400 pl) et on ajoute la solution d’IP (p.ex. 20 pl, pour une concentration finale
de 0,625 pg/ml) ou un autre marqueur de cytotoxicité (voir paragraphe 18). Le niveau
d’expression de CD86 et CD54, ainsi que la viabilité cellulaire, sont analysés par
cytométrie en flux.

RESULTATS ET RAPPORT

Evaluation des données

25.

Le niveau d’expression de CD86 et CD54 est analysé par cytométrie en flux sur le
canal FL-1. En fonction de la moyenne géométrique de l'intensité¢ de fluorescence (IMF,
intensité moyenne de fluorescence), I’intensité relative de fluorescence (IRF) de CD86 et
de CD54 pour les cellules témoins (ctrl) positives et pour les cellules exposées au produit
chimique est calculée comme suit:

RF] = IMF cellules exposées au produit chimique — IMF témoins isotypes exposés au produit chimique % 100

IMF témoins exposés au solvant /véhicule — IMF témoins isotypes exposés au solvant /véhicule

La viabilité cellulaire des cellules témoins isotypes, colorées avec les anticorps murins IgG1
(isotypes) est aussi calculée, suivant I’équation indiquée au paragraphe 19.

Mod¢éle prédictif

26.

. Pour la mesure de ’expression de CD86/CD54, on teste chaque produit chimique d’essai
dans au moins deux épreuves indépendantes pour en déduire une prédiction unique
(POSITIVE ou NEGATIVE). Une prédiction par h-CLAT est jugée POSITIVE si I'une au
moins des conditions suivantes se réalise dans deux sur deux ou au moins deux sur trois
épreuves indépendantes; dans le cas contraire, la prédiction est jugée NEGATIVE
(figure 1):

IRF de CD8&6 > 150 % a toutes les concentrations testées (et viabilité cellulaire > 50 %);

IRF de CD54 > 200 % a toutes les concentrations testées (et viabilité cellulaire > 50 %).
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27.En se basant sur les critéres ci-dessus, si les deux premiéres épreuves sont toutes deux
positives pour CD86 et/ou toutes deux positives pour CD54, la prédiction par h-CLAT est
jugée POSITIVE et il n’est pas nécessaire de réaliser une troisiéme épreuve. De méme, si
les deux premieéres épreuves sont toutes deux négatives pour les deux marqueurs, la
prédiction par h-CLAT est jugée NEGATIVE (compte tenu des dispositions prévues au
paragraphe 30) et il n’est pas nécessaire de réaliser une troisiéme épreuve. Cependant, si
les deux premicres €preuves ne sont pas concordantes pour I’'un des marqueurs au moins
(CD54 ou CD86), il est nécessaire de réaliser une troisiéme épreuve et la prédiction sera
fondée sur le résultat obtenu dans la majorité des trois épreuves individuelles (c’est-a-dire
2 sur 3). A ce sujet, on notera que, si deux épreuves indépendantes sont menées et que
I’une n’est positive que pour CD86 (ci-apres P1) tandis que 1’autre n’est positive que pour
CD54 (ci-apres P2), 1l est nécessaire de réaliser une troisieme épreuve. Si la troisieme
épreuve est négative pour les deux marqueurs (ci-apres N), la prédiction par h-CLAT est
jugée NEGATIVE. A D’inverse, si la troisiétme épreuve est positive pour 1'un des
marqueurs (P ou P2) ou pour les deux marqueurs (ci-apres P12), la prédiction par h-CLAT
est jugée POSITIVE.

Figure 1: mod¢le prédictif utilisé dans I'essai h-CLAT. Une prédiction par h-CLAT doit étre

considérée dans le cadre d'une approche intégrée IATA et conformément aux dispositions des
paragraphes 7 et 8 de I’Introduction Générale.
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Deux premieres Deux premieres
épreuves épreuves
v g \ \ z
Py, &Py, N &N P, &N
P, &P, P, &N
P12 &P, P, &N
P, &P, P, &P,
P, &P, \]/
Troisieme épreuve
v Vs v \
Troisieme épreuve | Troisieme épreuve P, &P, &P, 4 P,&N&N #
inutile inutile P,&P, &P, P,&N&N
P,&P,&P, P,&N&N
P, &P, &N P,&P, &N
Py, &P; &N
P, &P, &N
P,&P, &N
P,&P, &N
v \ v v
POSITIF NEGATIF POSITIF NEGATIF

P1. épreuve positive pour CD86 seul; P2: épreuve positive pour CD54 seul; P1o: épreuve positive pour CD86 et CD54; N:
I'épreuve n'est positive ni pour CD86, ni pour CD54.

*Les cases montrent les combinaisons pertinentes de résultats issus des deux premiéres épreuves, indépendamment de

I’ordre d’obtention des résultats.

#Les cases montrent les combinaisons pertinentes de résultats issus des trois épreuves sur la base des résultats obtenus

dans les deux premiéres épreuves (cases au-dessus), mais ne reflétent pas 1’ordre d’obtention des résultats.

28. Eventuellement, pour les produits chimiques d’essai assortis d’une prédiction par h-CLAT
POSITIVE, deux valeurs de concentration efficace (CE), CE150 pour CD86 et CE200
pour CD54, peuvent étre déterminées (c’est-a-dire la concentration a laquelle les produits
chimiques d’essai génerent une IRF de 150 ou200). Ces valeurs de CE pourraient
contribuer a I'évaluation de la puissance de sensibilisation (9), dans le cadre d'une approche
intégrée IATA (4) (5) (6) (7) (8). Elles sont calculées a I'aide des équations ci-dessous:

CE]50 (pOMI” CD86) - Bconcentration + [(150 - BIRF) / (AIRF - BIRF) X (Aconcentration - Bconcentration)]

CEZOO (pOW’ CD54) - Bconcentration + [(200 - BIRF) / (AIRF - BIRF) X (Aconcentration - Bconcentmtion)]

ou
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Aconcentration €St 1a plus faible concentration en pg/ml générant une IRF > 150 (CD86) ou 200
(CD54)

Beoncentration €5t la plus forte concentration en pg/ml générant une IRF < 150 (CD86) ou 200
(CD54)

Amrr est I’IRF a la plus faible concentration générant une IRF > 150 (CD86) ou 200 (CD54)
Bmrr est I’IRF a la plus forte concentration générant une IRF < 150 (CD86) ou 200 (CD54)

Afin de déterminer avec plus de précision les valeurs CE150 et CE200, trois épreuves
indépendantes de mesure de [’expression de CD86/CD54 peuvent étre nécessaires. Les
valeurs CE150 et CE200 finales sont alors définies comme la valeur médiane des CE
calculées a partir des trois épreuves indépendantes. Si seules deux épreuves indépendantes
sur trois satisfont aux critéres de positivité (voir paragraphes 26-27), la valeur CE150
ou CE200 la plus élevée des deux est retenue.

Critéres d’acceptabilité

29. Les criteéres d’acceptabilité suivants doivent étre remplis lors de la mise en ceuvre de la
méthode h-CLAT (22) (27).

- les valeurs de viabilité cellulaire du témoin dans le milieu et du témoin de solvant/véhicule
sont supérieures a 90 %.

- pour le t¢émoin de solvant/véhicule, les IRF de CD86 et de CD54 ne dépassent pas les
critéres de positivité (CD86 IRF > 150 % et CD54 IRF > 200 %). Les valeurs d’IRF pour
le t¢émoin de solvant/véhicule sont calculées suivant la formule indiquée au paragraphe 25
(en remplacant la mention «IMF du produit chimique» par «IMF du solvant/véhicule» et
«IMF du solvant/véhicule» par «IMF du témoin (dans le milieu)»).

- pour les deux témoins (milieu et solvant/véhicule), les ratios IMF CD86/témoin isotype et
IMF CD54/témoin isotype sont > 105 % dans les deux cas.

- pour le t¢moin positif (DNCB), les IRF de CD86 et de CD54 satisfont aux critéres de
positivité (CD86 IRF > 150 % et CD54 IRF > 200 %), avec une viabilité cellulaire > 50 %

- pour le produit chimique d’essai, la viabilité¢ cellulaire est > 50 % pour au moins quatre
concentrations testées dans chaque épreuve.

30. Un résultat négatif n’est acceptable que pour les produits chimiques d’essai présentant une
viabilité cellulaire inférieure a 90 % a la plus haute concentration testée (soit 1,2 x CV75,
selon le schéma de dilutions en série décrit au paragraphe 20). Si la viabilité a 1,2 x CV75
est égale ou supérieure a 90 %, le résultat négatif n’est pas pris en compte. Dans ce cas, il
est recommandé d’essayer d’affiner le choix des doses en répétant la détermination
de CV75. 11 convient de noter que, si une concentration de 5 000 ug/ml dans la solution
saline (ou dans le milieu ou autres solvants/véhicules), une concentration de 1 000 pg/ml
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dans le DMSQO, ou la concentration soluble la plus €élevée est utilisée comme concentration
maximale d’essai pour un produit chimique, un résultat négatif est acceptable méme en
présence d’une viabilité cellulaire supérieure a 90 %.

Rapport d'essai

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

Produit chimique d’essai

Substance mono-constituant

identification chimique: désignation(s) [UPAC ou CAS, numéro(s) CAS, code SMILES ou
InChl, formule développée et/ou autres identifiants;

apparence physique, Log Koe, hydrosolubilité, solubilit¢ dans le DMSO, masse
moléculaire et autres propriétés physico-chimiques, selon les données disponibles;

pureté, identité chimique des impuretés 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) testée(s);
conditions de stockage et stabilité, selon les données disponibles;

justification du choix du solvant/véhicule pour chaque produit chimique d’essai.

Substance multi-constituants, UVCB ou mélange

caractérisation, dans la mesure du possible, par exemple par l'identité chimique (voir ci-
dessus), la pureté, les caractéristiques quantitatives et les propriétés physico-chimiques
pertinentes (voir ci-dessus) des constituants, selon les données disponibles;

apparence physique, hydrosolubilité, solubilité dans le DMSO et autres propriétés physico-
chimiques pertinentes, selon les données disponibles;

masse moléculaire ou masse moléculaire apparente dans le cas de mélanges/polymeéres de
composition connue ou autres informations pertinentes pour la conduite de 1'étude;

traitement avant essai, s'il y a lieu (chauffage, broyage, par exemple);
concentration(s) testée(s);
conditions de stockage et stabilité, selon les données disponibles;

justification du choix du solvant/véhicule pour chaque produit chimique d’essai.

Témoins
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Témoin positif
identification chimique: désignation(s) [UPAC ou CAS, numéro(s) CAS, code SMILES ou

InChl, formule développée et/ou autres identifiants;

apparence physique, Log Koe, hydrosolubilité, solubilit¢ dans le DMSO, masse
moléculaire et autres propriétés physico-chimiques pertinentes, selon les données
disponibles;

pureté, identité chimique des impuretés s’il y a lieu et si les conditions pratiques le
permettent, etc.;

traitement avant essai, s'1l y a lieu (chauffage, broyage, par exemple);

concentration(s) testée(s);

conditions de stockage et stabilité, selon les données disponibles;

référence aux données historiques relatives aux témoins positifs démontrant la conformité

aux criteres d'acceptabilité, s'il y a lieu.

Témoin négatif et t¢émoin de solvant/véhicule

identification chimique: désignation(s) [IUPAC ou CAS, numéro(s) CAS, code SMILES ou
InChl, formule développée et/ou autres identifiants;

pureté, identité chimique des impuretés s’il y a lieu et si les conditions pratiques le
permettent, etc.;

apparence physique, masse moléculaire et autres propriétés physico-chimiques pertinentes,
s1 des solvants/véhicules autres que ceux mentionnés dans la Ligne directrice sont utilisés,
et selon les données disponibles;

conditions de stockage et stabilité, selon les données disponibles;

Justification du choix du solvant/véhicule pour chaque produit chimique d’essai.

Conditions d’essai

nom et adresse du donneur d’ordre, de I’installation d'essai et du directeur de I'étude;
description de l'essai utilisé;

lignée cellulaire utilisée, conditions de stockage et source (établissement d'ou proviennent
les cellules, par exemple);

type de cytométrie en flux utilisé (modéle, par exemple), en particulier paramétrage des
instruments, globuline, anticorps et marqueur de cytotoxicité utilisés;
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procédure appliquée pour démontrer les compétences du laboratoire dans 1’exécution de
I’essai au moyen des substances d’épreuve de compétence et procédure appliquée pour
démontrer la reproductibilité de 'essai dans le temps, par exemple données historiques des
témoins et/ou des contrbles de réactivité.

Criteres d’acceptabilité de l’essai

viabilité cellulaire, valeurs IMF et IRF avec le témoin de solvant/véhicule comparées a la
plage d’acceptabilité;

viabilit¢ cellulaire et valeurs IRF avec le témoin positif comparées a la plage
d’acceptabilité;

viabilité cellulaire de toutes les concentrations testées du produit chimique d’essai.

Mode opératoire

nombre d’épreuves réalisées;

concentration de produit chimique d’essai, application et moment d'exposition (si différent
du moment recommandé¢)

durée d’exposition (si différente de la durée recommandée);
description des critéres d'évaluation et de décision appliqués;

description de toutes modifications apportées au mode opératoire.

Résultats

tableau des données, y compris CV75 (s’il y a lieu), IMF géométrique, IRF, valeurs de
viabilité cellulaire, valeurs CE150/CE200 (s’il y a lieu) pour chaque produit chimique
testé et substance témoin dans chaque épreuve, et indication de la classification du produit
chimique d’essai d’apres le modeéle prédictif;

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

Discussion des résultats

discussion des résultats obtenus par la méthode h-CLAT;

examen des résultats de l'essai dans le contexte d'une démarche intégrée (IATA), si
d'autres informations pertinentes sont disponibles.

Conclusions
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Appendice 1.1

DEFINITIONS

Précision: étroitesse de 1’accord entre les résultats de l'essai et les valeurs de référence
acceptées. Elle constitue une mesure de performance de l'essai et I'un des aspects de sa
«pertinencey». Ce terme est souvent utilisé au sens de «concordance», pour qualifier la
proportion de résultats corrects d'un essai (21).

AOP (Adverse Outcome Pathway, voie toxicologique impliquée dans les effets
indésirables): séquence d’événements conduisant a la survenue d'un effet indésirable in
vivo, a partir de la structure chimique d'un produit chimique cible ou d'un groupe de produits
chimiques analogues et de I’événement initiateur au niveau moléculaire (22).

Produit chimique: une substance ou un mélange.

CV7S: concentration estimée générant une viabilité cellulaire de 75 %.
CE150: concentrations générant des IRF de 150 pour I’expression de CD86.
CE200: concentrations générant des IRF de 200 pour I’expression de CD54.

Cytométrie en flux: technique de cytométrie dans laquelle des cellules en suspension dans
un fluide passent une par une dans un faisceau d’excitation lumineuse, le schéma de
diffusion de la lumiére étant caractéristique des cellules et de leurs composants; les cellules
sont souvent marquées avec des marqueurs fluorescents pour que la lumicre soit d’abord
absorbée puis émise a nouveau a une autre fréquence.

Danger: propriété intrinséque d’un agent ou situation susceptible de provoquer des effets
indésirables lorsqu'un organisme, un systéme ou une (sous-) population est exposé(e) a cet
agent.

IATA (Integrated Approaches to Testing and Assessment, approches intégrées en
maticre d'essais et d'évaluation): approche structurée utilisée dans 1'identification du
danger (potentiel), la caractérisation du danger (puissance) et/ou dans 1’évaluation de la
sécurité (potentiel de danger/puissance du danger et exposition) d’un produit chimique ou
d’un groupe de produits chimiques, qui intégre de facon stratégique et pondérée toutes les
données pertinentes dans le but d’informer une décision réglementaire sur le danger
potentiel et/ou le risque et/ou le besoin d’effectuer d’autres tests ciblés.

Témoin avec milieu: réplicat non traité contenant tous les composants d’un systéme
d’essai. Cet échantillon subit les mémes procédures que les échantillons témoins traités ou
non avec le produit chimique d’essai afin de déterminer si le solvant/véhicule interagit avec
le systéme d’essai.
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Mélange: mélange ou solution constitué(e) d’au moins deux substances.

Substance mono-constituant: substance, définie par sa composition quantitative, dans
laquelle un constituant principal est présent a hauteur de 80 % minimum (m/m).

Substance multi-constituants: substance, définie par sa composition quantitative, dans
laquelle plus d'un constituant principal est présent dans une concentration > 10 % (m/m)
et <80 % (m/m). Une substance multi-constituants résulte d'un processus de fabrication. La
différence entre un mélange et une substance multi-constituants est qu’un mélange est
obtenu en associant deux substances ou plus sans qu’il se produise de réaction chimique.
Une substance multi-constituants est le résultat d'une réaction chimique.

Témoin positif: réplicat contenant tous les composants d’un systéme d’essai, traité avec une
substance connue pour induire une réponse positive. Pour qu’il soit possible d’évaluer la
variabilité dans le temps de la réponse du témoin positif, I’intensité maximale de celle-ci ne
doit pas étre excessive.

Pré-haptenes: produits chimiques devenant sensibilisants suite & une transformation
abiotique.

Pro-hapténes: produits chimiques acquérant un potentiel de sensibilisation cutanée suite a
une activation enzymatique.

Intensité relative de fluorescence (IRF): valeur relative de la moyenne géométrique de
l'intensité de fluorescence (IMF) des cellules exposées au produit chimique comparée a
I’IMF des cellules exposées au solvant/véhicule.

Pertinence: décrit la relation entre 1’essai et 1’effet étudié, et rend compte de I’adéquation
de I’essai et de son utilité a des fins spécifiques. La pertinence indique dans quelle mesure
I’essai mesure ou prédit correctement I’effet biologique d’intérét. Elle tient compte de la
précision (concordance) de 1” essai (21).

Fiabilité: indique dans quelle mesure la mise en ceuvre d'un essai peut étre reproduite au
cours du temps par un méme laboratoire ou plusieurs laboratoires utilisant le méme mode
opératoire. Pour |'évaluer, on calcule la reproductibilité intra-laboratoire et inter-laboratoires
et la répétabilité intra-laboratoire (21).

Epreuve: consiste a tester un ou plusieurs produits chimiques parallelement & un
solvant/véhicule et a un témoin positif.

Sensibilité: proportion des produits chimiques positifs/actifs qui sont correctement classés
par l'essai. Elle permet de mesurer la précision d’un essai produisant des données
catégorielles, et constitue un aspect important de 1’évaluation de la pertinence de ’essai
(21).

Tampon de coloration: tampon phosphate salin contenant 0,1 % albumine de sérum bovin.
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Témoin de solvant/véhicule: échantillon non traité contenant tous les composants d’un
systeme d’essai, excepté le produit chimique d’essai, mais comprenant le solvant/véhicule
utilisé. 11 sert a déterminer une réponse de référence pour les échantillons traités avec le
produit chimique d’essai dissous ou en dispersion stable dans le méme solvant/véhicule.
Testé simultanément avec un témoin avec milieu, cet échantillon indique également si le
solvant/véhicule interagit avec le systéme d’essai.

Spécificité: proportion des produits chimiques négatifs/inactifs qui sont correctement
classés par 1’essai. Elle permet de mesurer la précision d’un essai produisant des données
catégorielles, et constitue un aspect important de 1’évaluation de la pertinence de 1’essai

21).

Substance: ¢lément chimique et ses composés a 1’état naturel ou obtenus par un procédé de
production, y compris tout additif nécessaire pour préserver leur stabilité ainsi que toute
impureté produite par le procédé utilisé, mais a l'exclusion de tout solvant pouvant étre
extrait sans affecter la stabilité de la substance ni modifier sa composition.

Produit chimique d’essai: toute substance ou tout mélange soumis a un essai réalisé
suivant la présente méthode.

SGH (Systéme général harmonisé de classification et d'étiquetage des produits
chimiques des Nations unies): systeme proposant la classification des produits chimiques
(substances et mélanges) conformément a des types et des niveaux normalisés de dangers
physiques, sanitaires et environnementaux, ainsi que la communication des éléments
d'information correspondants, notamment par des pictogrammes, mentions d’avertissement,
mentions de danger, conseils de prudence et fiches de données de sécurité, afin de diffuser
des informations sur leurs effets indésirables dans 'objectif de protéger les personnes (en
particulier les employeurs, employés, transporteurs, consommateurs et personnels des
services d'urgence) et I'environnement (23).

UVCB: substances de composition inconnue ou variable, produits de réaction complexes ou
matériels biologiques.

Essai valide: essai dont la pertinence et la fiabilité sont jugées satisfaisantes pour des fins
spécifiques, et qui repose sur des principes scientifiquement valables. Un essai n'est jamais
valide dans I'absolu, mais seulement par rapport a une fin particuliere (21).
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Avant d’utiliser en routine 1’essai décrit dans le présent appendice a la méthode d'essai B.71,
les laboratoires doivent démontrer leurs compétences techniques en obtenant la prédiction
attendue avec la méthode h-CLAT pour les 10 substances recommandées au tableau 1 et en
obtenant des valeurs CV75, CE150 et CE200 compatibles avec les plages de référence
respectives d’au moins 8 substances d’épreuve sur 10. Ces substances ont été sélectionnées
de facon a représenter la gamme des réponses possibles en ce qui concerne les dangers de
sensibilisation cutanée. Les autres criteéres de sélection étaient la disponibilité des substances
dans le commerce, ainsi que la disponibilité de données de référence de grande qualité in
vivo et in vitro générées avec la méthode h-CLAT. Des données de référence publiées pour
la méthode h-CLAT sont par ailleurs disponibles (3) (14).

Tableau 1: Substances recommandées pour démontrer les compétences techniques relatives a la méthode

h-CLAT
Résultats h-CLAT | Résultats h-CLAT
CV75 pour CD86 pour CD54
Substances d'épreuve de o Etat Prédiction in plage de
compétence N®CAS physique vivol reference en (CFTI,S 0 plage de (C,ZO,O plage de
ml? référence en référence en
bt pg/ml)? pg/ml)?
.- X - Sensibilisant Positive Positive
2,4-Dinitrochlorobenzéne 97-00-7 Solide (cxtréme) 2-12 (0.5-10) (0.5-15)
TR T . Sensibilisant Positive Négative
4-Phénylénediamine 106-50-3 Solide (fort) 5-95 (< 40) > 1.5
- - Sensibilisant Positive Positive
Sulfate de nickel 10101-97-0 Solide (modéré) 30-500 (< 100) (10-100)
. . Sensibilisant Négative Positive
Mercapto-2-benzothiazole 149-30-4 Solide (modéré) 30-400 > 10)° (10-140)
. . Lo Sensibilisant Négative Positive
R(+)-Limonene 5989-27-5 Liquide (faible) >20 & 5y (< 250)
- -1 . - Sensibilisant Positive Positive
Imidazolidinyl urée 39236-46-9 Solide (faible) 25-100 (20-90) (20-75)
Lo Non- Négative Négative
Isopropanol 67-63-0 Liquide Sensibilisant > 5000 & 5 000) & 5 000)
. S Non- Négative Négative
Glycérol 56-81-5 Liquide Sensibilisant > 5000 & 5 000) & 5 000)
. . Lo Non- Négative Négative
Acide lactique 50-21-5 Liquide Sensibilisant 1 500-5 000 > 5 000) & 5 000)
. . . . Non- Négative Négative
Acide 4-aminobenzoique 150-13-0 Solide Sensibilisant >1 000 & 1000) & 1000)

Abréviations: N° CAS = Numéro d’enregistrement au Chemical Abstracts Service

1 Prédiction de danger (et de puissance) in vivo d’apres les données ELGL (3) (14). La puissance in vivo est déterminée d’aprés
les critéres proposés par 'TECETOC (24).
2 Basée sur les valeurs historiques observées (13) (25).
3 Historiquement, la majorité des résultats obtenus pour ce marqueur étaient négatifs, on attend donc un résultat le plus souvent
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négatif. La plage indiquée a été définie sur la base des quelques résultats positifs historiques. En cas de résultat positif, 1a valeur
EC doit étre comprise dans la plage de référence indiquée.
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Appendice 2

SENSIBILISATION CUTANEE IN VITRO: TEST D'ACTIVATION DE LA LIGNEE
CELLULAIRE U937 (U-SENS™)

REMARQUES PRELIMINAIRES ET LIMITES

1.

L'essai U-SENS™ permet de quantifier les variations d’expression des marqueurs
cellulaires de surface associés au processus d’activation des monocytes et des DC (i.e.
CD86), dans la lignée cellulaire de lymphome histiocytaire humain U937, a la suite de
I’exposition & des sensibilisants (1). Le niveau d’expression mesuré pour le marqueur de
surface CD86 dans la lignée cellulaire U937 peut alors apporter une aide pour distinguer
les sensibilisants des non-sensibilisants cutanés.

. L’essai U-SENS™ a fait 1’objet d’une étude de validation (2) coordonnée par L’Oréal,

suivie d’un examen indépendant par des pairs sous la conduite du Comité scientifique
consultatif (ESAC) du Laboratoire de référence de 1’Union européenne pour les méthodes
de substitution a l’expérimentation animale (EURL ECVAM) (3). Aprés analyse des
preuves disponibles et sur avis des organismes de régulation et des parties prenantes,
I’EURL ECVAM a recommandé [’utilisation de la méthode U-SENS™ (4) dans le cadre
d’une approche intégrée de type IATA, pour aider a distinguer les sensibilisants des non-
sensibilisants & des fins de classification et d’étiquetage des dangers. Dans son Guide
relatif a la production de rapports sur les approches structurées d’intégration des données et
d’utilisation de sources individuelles d’information dans le cadre d’une approche TIATA
pour la sensibilisation cutanée, I’OCDE analyse actuellement plusieurs études de cas
décrivant diverses stratégies d’essai et différents modeéles prédictifs. L’une des approches
définies repose sur 1’essai U-SENS (5). On trouvera dans la littérature (4), (5) (7) des
exemples d’utilisation des données U-SENS™ combinées a d’autres sources
d’information, y compris des données historiques et des données humaines valides pré-
existantes (6).

. Il a été démontré que l'essa1 U-SENS™ est transférable a des laboratoires expérimentés

dans le domaine des cultures cellulaires et de I’analyse par cytométrie en flux. Le niveau
de reproductibilité attendu des prédictions faites par l'essai est de 1’ordre de 90 % intra-
laboratoire et 84 % inter-laboratoires (8). L’étude de validation (8) et d’autres études
publiées (1) ont permis de conclure que, comparé aux résultats obtenus par la méthode
ELGL, la précision de distinction entre sensibilisants cutanés (catégorie 1 du SGH/CLP) et
non-sensibilisants est de 86 % (N =166), la sensibilité est de 91 % (118/129) et la
spécificité est de 65 % (24/37). En comparaison avec les résultats obtenus chez 1’humain,
la précision de distinction entre sensibilisants cutanés (catégorie 1 du SGH/CLP) et non-
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sensibilisants est de 77 % (N = 101), la sensibilité est de 100 % (58/58) et la spécificité est
de 47 % (20/43). En comparaison avec la méthode ELGL, il est probable que les faux-
négatifs dans les prédictions effectué¢es avec la méthode U-SENS™ concernent plus de
produits chimiques ayant une puissance de sensibilisation de la peau faible a modérée
(c’est-a-dire sous-catégorie 1B du SGH/CLP) que de produits chimiques ayant une
puissance de sensibilisation de la peau élevée (c’est-a-dire sous-catégorie 1A du
SGH/CLP) (1) (8) (9). L’ensemble de ces données montre 1'utilité¢ de l'essai U-SENS™
comme ¢lément contribuant & I’identification des dangers de sensibilisation cutanée.
Cependant, les valeurs relatives a la précision de 1'essai U-SENS™ utilisé seul n’ont qu’un
caractére indicatif, car cet essai doit €étre combiné a d’autres sources d’information dans le
contexte d’une démarche IATA, et conformément aux dispositions énoncées aux
paragraphes 7 et 8 et a I'Introduction. Au demeurant, dans 1’évaluation des méthodes
d’étude de la sensibilisation cutanée sans expérimentation animale, il convient de tenir
compte du fait que ’ELGL et les autres méthodes d’expérimentation animale ne reflétent
peut-Etre pas parfaitement la situation chez I’espéce d’intérét, a savoir 1’étre humain.

Les données actuellement disponibles montrent que 'essai U-SENS™ est applicable a des
produits chimiques (y compris des ingrédients cosmétiques tels que conservateurs,
surfactants, substances actives, colorants) couvrant divers groupes fonctionnels organiques,
propriétés physico-chimiques, puissances de sensibilisation cutanée (telles qu’établies par
des études in vivo) et I’ensemble des mécanismes de réaction connus associés a la
sensibilisation cutanée (i.e., accepteur de Michael, synthése d’une base de Schiff, agent
acylant, substitution nucléophile bimoléculaire [SN2] ou substitution nucléophile
aromatique [SNAr]) (1) (8) (9) (10). L'essai U-SENS™ est applicable aux produits
chimiques solubles ou formant une dispersion stable (colloide ou suspension dans laquelle
le produit chimique d’essai ne se dépose pas et ne se sépare pas du solvant/véhicule en
formant plusieurs phases) dans un solvant/véhicule adapté (voir paragraphe 13). Les
produits chimiques de la base de données signalés comme des pré-hapténes (substances
activées par oxydation) ou des pro-hapténes (substances nécessitant une activation
enzymatique, par exemple via des enzymes P450) ont été correctement identifiés par l'essai
U-SENS™ (1) (10). Les substances pouvant conduire a la rupture de la membrane peuvent
générer des faux-positifs dus a une augmentation non spécifique de I’expression de CD86.
En effet, 3/7 faux-positifs comparés a la classification de référence in vivo étaient des
surfactants (1). Pour cette raison, les résultats positifs avec les surfactants doivent étre
traités avec précaution, tandis que les résultats négatifs avec les surfactants peuvent étre
utilisés pour étayer ’identification du produit chimique d’essai comme non-sensibilisant. 11
est possible de tester des produits chimiques fluorescents avec l'essai U-SENS™ (1),
cependant les produits fortement fluorescents qui émettent dans la méme longueur d’onde
que I’isothiocyanate de fluorescéine (FITC) ou que 1’iodure de propidium (IP) causent une
interférence avec la détection par cytométrie en flux. Ces produits ne peuvent donc pas étre
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adéquatement analysés avec des anticorps conjugués au FITC (risque de faux-négatif) ou a
I’IP (viabilité non mesurable). Dans ce cas, on peut recourir respectivement au marquage
des anticorps par d’autres fluorochromes, ou a d’autres marqueurs de cytotoxicité,
respectivement, a condition qu’il soit démontré, p.ex. en testant les substances d’épreuve
de compétence citées a I’appendice 2.2, que ces techniques génerent des résultats
similaires aux anticorps marqués au FITC ou a I'IP (voir paragraphe 18). A la lumiére de
ce qui précede, les résultats positifs avec les surfactants et les résultats négatifs avec des
produits chimiques fortement fluorescents devront étre interprétés dans le contexte des
limites indiquées et combinés avec d’autres sources d’information dans le cadre d’une
démarche IATA. S’il est démontré que I'essai U-SENS™ n’est pas applicable a d’autres
catégories spécifiques de produits chimiques d’essai, cet essai ne doit pas leur étre

appliqué.

Comme indiqué ci-dessus, I'essai U-SENS™ aide a distinguer les sensibilisants cutanés des
non-sensibilisants. Cependant, utilisée dans le cadre d’une approche intégrée de type
IATA, clle peut aussi contribuer a 1’évaluation de la puissance de sensibilisation. Des
travaux complémentaires, s’appuyant de préférence sur des données humaines, seront
toutefois nécessaires pour déterminer de quelle fagcon les résultats de 1’essai U-SENS™
pourraient venir a I’appui de ce type d’évaluation.

Les définitions sont fournies a 1’ Appendice 2.1.

PRINCIPE DE L’ESSAI

7.

L'essai U-SENS™ est un essai in vitro qui permet de quantifier les variations d’expression
du marqueur de surface CD86 des cellules de la lignée cellulaire de lymphome
histiocytaire humain (cellules U937) aprés une exposition de 45 + 3 heures a un produit
chimique d’essai. Le marqueur de surface CD86 est typique de 1’activation des
cellules U937. 1l s’agit d’une molécule de costimulation connue pour simuler [’activation
monocytaire, étape critique dans 1’amorcage des lymphocytes T. La variation d’expression
du marqueur de surface CD86 est mesurée par cytométrie en flux aprés coloration
cellulaire avec des anticorps marqués a l’isothiocyanate de fluorescéine (FITC). La
cytotoxicité est mesurée en parallele (en utilisant I’IP, par exemple) pour savoir si la
surexpression du marqueur de surface CD86 a lieu a des concentrations inférieures au
niveau de cytotoxicité. L’indice de stimulation du marqueur de surface CD86, comparé a
celul du témoin de solvant/véhicule, est calculé et inséré dans un modele prédictif (voir
paragraphe 19), pour aider a distinguer les sensibilisants des non-sensibilisants.

DEMONSTRATION DES COMPETENCES
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Avant d’utiliser en routine I'essai décrit dans le présent appendice a la méthode d'essai
B.71, les laboratoires devront faire la preuve de leurs compétences techniques, en
appliquant la méthode aux dix substances d’épreuve listées a 1’appendice 2.2,
conformément aux Bonnes pratiques pour les méthodes in vitro (11). En outre, les
utilisateurs de I'essai devront conserver une base de données historiques générées avec les
vérifications de réactivité (voir paragraphe 11), avec le témoin positif et avec le témoin de
solvant/véhicule (voir paragraphes 15-16), et devront utiliser ces données pour confirmer
la reproductibilité a long terme de I'essai au sein de leur laboratoire.

PROCEDURE

9.

1. Le présent essai est basé sur le protocole U-SENS™ n° 183 de la base de données sur
les méthodes de substitution (DB-ALM) (12). Le mode opératoire normalisé doit étre suivi
lors de la mise en ceuvre et de 1’exécution de I'essai U-SENS™ en laboratoire. Un systéme
automatisé d’utilisation du U-SENS™ peut étre employé s’il est prouvé qu’il génere des
résultats comparables, par exemple en testant les substances d’épreuve figurant a
I’appendice 2.2. On trouvera dans ce qui suit une description des principaux €éléments et
modes opératoires pour I'essal U-SENS™,

Préparation des cellules

10. Il convient d’utiliser la lignée cellulaire de lymphome histiocytaire humain, U937 (13),

11.

pour mettre en ceuvre l'essai U-SENS™. Les cellules (clone CRL1593.2) seront obtenues
auprés d’une banque de cellules reconnue, par exemple 1’American Type Culture
Collection.

Les cellules U937 sont cultivées a 37°C dans une atmosphere humide a 5 % COz, dans un
milieu de culture RPMI-1640 supplémenté avec 10 % sérum de veau foetal
(SVF), 2 mM L-glutamine, 100 unités/ml pénicilline et 100 ug/ml streptomycine (milieu
complet). Les cellules U937 sont repiquées régulicrement tous les 2 ou 3 jours a une
densité de 1,5 ou 3 x 10° cellules/ml, respectivement. La densité cellulaire n’excéde pas 2
x 10% cellules/ml et la viabilité cellulaire mesurée par 1’exclusion du bleu de Trypan
est > 90 % (ce critére ne doit pas étre appliqué au premier passage apres décongélation).
Avant utilisation pour I’essai, chaque lot de cellules, de SVF ou d’anticorps doit étre
qualifié par une vérification de réactivité. La vérification de réactivité des cellules est
réalisée avec le témoin positif, P’acide picrylsulfonique (acide 2,4,6-trinitro-
benzénesulfonique: TNBS) (N°CAS 2508-19-2, pureté > 99 %) et avec le témoin positif,
I’acide lactique (N°CAS 50-21-5, pureté >85 %) au moins une semaine apres
décongélation. La vérification de réactivité est réalisée avec six concentrations finales pour
chacun des témoins (TNBS: 1; 12,5; 25; 50; 75; 100 pug/ml et acide
lactique: 1; 10; 20; 50; 100; 200 ng/mL). Le TNBS dissous dans du milieu complet doit
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générer une réponse positive pour CD86 dépendante de la concentration (i.e. & partir d’une
concentration donnant une réponse positive, I.S. CD86 > 150, la concentration supéricure
donne une 1.S. CD86 croissante) et 1’acide lactique dissous dans du milieu complet doit
générer une réponse négative pour CD86 (voir paragraphe 21). Seuls les lots de cellules
soumis avec succes et a deux reprises a la vérification de réactivité sont utilisés dans
I’essai. Les cellules peuvent étre repiquées jusqu’a sept semaines apres décongélation. Un
maximum de 21 repiquages est possible. La vérification de réactivité doit étre réalisée
suivant le protocole décrit aux paragraphes 18 a 22.

Pour I’essai, les cellules U937 sont ensemencées a une densité de 3 x 10° cellules/ml ou
de 6 x 10° cellules/ml, puis pré-cultivées dans des flacons de culture pendant 2 ou 1
jour(s), respectivement. D’autres conditions de pré-culture que celles indiquées ci-dessus
peuvent étre utilisées, a condition que les raisons scientifiques en soient expliquées et s’il
est prouvé que ces conditions génerent des résultats comparables, par exemple en testant
les substances d’épreuve figurant a I’appendice 2.2. Le jour de D’essai, les cellules sont
récoltées depuis le flacon de culture et suspendues a une densité de 5 x 10° cellules/ml
dans un milieu frais. Les cellules sont ensuite ensemencées dans une plaque 96 puits a fond
plat, a raison de 100 pl/puits (densité cellulaire finale 0,5 x 10° cellules/puits).

Préparation des produits chimiques d'essai et des témoins

13.

14.

L’évaluation de la solubilité est réalisée avant ’essai. A cet effet, les produits chimiques
d’essai sont dissous ou dispersés de fagon stable & une concentration de 50 mg/ml, en
choisissant de préférence comme solvant/véhicule le milieu complet, ou, en deuxi¢me
option, le diméthylsulfoxyde (DMSO, pureté > 99 %) si le produit chimique d’essai n’est
pas soluble dans le milieu complet. Pour 1’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 solvant/véhicule. Si le produit chimique n’est soluble que dans le DMSO, la
concentration du produit chimique d’essai est de 50 mg/ml. Il est possible d’utiliser
d’autres solvants/véhicules que ceux indiqués ci-dessus, a condition que les raisons
scientifiques en soient expliquées. Il importe de tenir compte de la stabilité du produit
chimique d’essai dans le solvant/véhicule.

Les produits chimiques d’essai et les substances témoin sont préparés le jour de 1’essai.
Etant donné qu’aucun essai de détermination de la dose n’est mené, on testera, pour la
premiere épreuve, six concentrations finales (1, 10,20, 50, 100 et 200 pg/ml) dans le
solvant/véhicule correspondant, soit du milieu complet, soit du DMSO a 0,4 % dans du
milieu. Pour les épreuves suivantes, en partant de solutions de produits chimiques d’essai a
une concentration de 0,4 mg/ml dans du milieu complet ou de 50 mg/ml dans du DMSO,
au moins quatre solutions de travail (i.e. au moins quatre concentrations) sont préparées
avec le solvant/véhicule correspondant. Pour finir, les solutions de travail sont utilisées
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pour le traitement en ajoutant un méme volume de cellules U937 en suspension (voir
paragraphe 11 ci-dessus) au volume de solution de travail dans la plaque, pour parvenir a
une dilution supplémentaire de facteur 2 (12). Les concentrations (au moins quatre) pour
toute épreuve supplémentaire sont choisies en fonction des résultats particuliers de toutes
les  épreuves  précédentes  (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 pg/mL. La concentration finale maximale est 200 pg/ml. Si une valeur
positive est obtenue pour CD86 a 1 pg/ml, il convient de tester a 0,1 pg/ml pour trouver la
concentration de produit chimique d’essai qui ne franchit pas le seuil de positivité de
CD86. Pour chaque épreuve, la valeur EC150 (concentration a laquelle les produits
chimiques d’essai atteignent le seuil de positivit¢ de 150 % pour CD86, voir
paragraphe 19) est calculée si une réponse positive pour CD86 dépendante de la
concentration est observée. Si un produit chimique d’essai induit une réponse positive pour
CD86 non dépendante de la concentration, le calcul de la valeur EC150 peut ne pas étre
pertinent, comme décrit au protocole U-SENS™ DB-ALM n°183 (12). Pour chaque
épreuve, la valeur CV70 (concentration a laquelle les produits chimiques d’essai atteignent
le seuil de cytotoxicité de 70 %, voir paragraphe 19) est calculée chaque fois que possible
(12). Pour évaluer I’effet reliant la concentration a la réponse pour CD86, toutes les
concentrations choisies parmi les concentrations utilisables doivent étre bien réparties entre
I’EC150 (ou la concentration la plus élevée non cytotoxique induisant une réponse
négative pour CD86) et la VC70 (ou la plus haute concentration permise, i.e. 200 ug/ml).
Au moins quatre concentrations par épreuve doivent étre testées, avec au moins deux
concentrations communes avec la ou les épreuve(s) précédente(s), a des fins de
comparaison.

Le témoin de solvant/véhicule utilisé dans I'essai U-SENS™ est le milieu complet (pour
les produits chimiques d’essai dissous ou en dispersion stable) (voir paragraphe 4) ou le
DMSO a 0,4 % dans du milieu complet (pour les produits chimiques d’essai dissous ou en
dispersion stable dans le DMSO).

Le témoin positif utilisé¢ dans l'essai U-SENS™ est le TNBS (voir paragraphe 11), préparé
dans du milieu complet. Le TNBS doit étre utilisé comme témoin positif dans la mesure de
I’expression de CD86 a une concentration finale unique dans la plaque (50 pg/ml) générant
une viabilité cellulaire > 70 %. Pour arriver a une concentration de 50 ug/ml de TNBS
dans la plaque, une solution de base de TNBS a 1 M (soit 293 mg/ml) dans du milieu
complet est préparée, avant de procéder a une dilution de facteur de 2930 dans du milieu
complet jusqu’a obtenir une solution de travail a 100 pg/ml. L’acide lactique (CAS 50-21-
5) est utilisé comme témoin négatif a 200 pg/ml dissous dans du milieu complet (a partir
d’une solution de base a 0,4 mg/ml). Pour chaque plaque de chaque épreuve, trois réplicats
de milieu complet témoin non traité, de témoin de solvant/véhicule et de t€émoins négatif et
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positif, sont préparés (12). D’autres témoins positifs adaptés peuvent étre utilisés si des
données historiques sont disponibles pour en dériver des critéres d’acceptabilité
comparables pour les épreuves. Les critéres d’acceptabilité de 1’épreuve sont identiques a
ceux des produits chimiques d’essai (voir paragraphe 12).

Application des produits testés et des témoins

17. Le témoin de solvant/véhicule ou les solutions de travail décrites aux paragraphes 14 a 16
sont mélangés en proportion 1:1 (v/v) avec les suspensions de cellules préparées dans la
plaque microtitre 96 puits a fond plat (voir paragraphe 12). Les plaques traitées sont
placées en incubation pendant 45+ 3 heures a 37°C, 5 % CO,. Avant incubation, les
plaques sont scellées avec une membrane semi-perméable, afin d’éviter toute évaporation
de produits chimiques d’essai volatiles et toute contamination croisée entre les cellules
traitées avec les produits chimiques d’essai (12).

Coloration cellulaire

18. Aprés une exposition de 45 + 3 heures, les cellules sont transférées dans une plaque
microtitre & fond conique et collectées par centrifugation. L’interférence de solubilité
correspond a la présence de cristaux ou de gouttelettes visibles au microscope apres 45 + 3
heures de traitement et avant coloration cellulaire. Les surnageants sont éliminés et les
cellules restantes sont rincées une fois dans 100 ul tampon phosphate salin (PBS) glacé
contenant 5 % sérum de veau feetal (tampon de coloration). Les cellules sont centrifugées,
puis re-suspendues dans 100 pL. tampon de coloration et colorées avec 5 pl (soit 0,25 pg)
anticorps anti-CD86 ou anticorps murins isotype IgG1 marqués au FITC, a 4°C pendant 30
minutes a I’abri de la lumiére. Les anticorps décrits dans le protocole U-SENS™ DB-ALM
n°183 (12) doivent étre utilisés (pour CD86: BD-PharMingen #555657 Clone: Fun-1, ou
Caltag/Invitrogen # MHCDS8601 Clone: BU63; pour IgG1: BD-PharMingen #555748, ou
Caltag/Invitrogen # GM4992). L’expérience acquise lors de la mise au point de l'essai
indique que I’intensité de la fluorescence des anticorps est généralement comparable d’un
lot a un autre. Il est possible d’utiliser d’autres clones ou d’autres fournisseurs d’anticorps
pour I’essai, si ceux-ci ont €ét¢ soumis avec succes a la vérification de réactivité (voir
paragraphe 11). Cependant, les utilisateurs peuvent souhaiter procéder au titrage des
anticorps dans leurs conditions de laboratoire, afin de déterminer la concentration la mieux
adaptée. D’autres méthodes de détection, par exemple des anticorps anti-CD86 marqués
avec d’autres fluorochromes, peuvent étre utilisées s’il est prouvé qu’elles génerent des
résultats comparables aux anticorps marqués au FITC, par exemple en testant les
substances d’épreuve figurant a ’appendice 2.2. Apres deux ringages dans 100 pl tampon
de coloration et un rincage dans 100 ul PBS glacé, les cellules sont suspendues dans du
PBS glacé¢ (par exemple, 125 ul pour les échantillons analysés tube aprés tube,
manuellement, ou 50 ul pour une plaque d’auto-échantillonneur) et on ajoute la solution
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d’IP (concentration finale 3 ng/ml). D’autres marqueurs de cytotoxicité¢ tels que la 7-
aminoactinomycine D (7-AAD) ou le bleu de Trypan peuvent étre utilisés comme
colorants s’il est prouvé qu’ils générent des résultats comparables a I’'IP, par exemple en
testant les substances d’épreuve figurant a I’appendice 2.2.

Analyse par cytométrie en flux

19. Le niveau d’expression de CD86, ainsi que la viabilit¢ cellulaire, sont analysés par
cytométrie en flux. Les cellules sont placées sur graphique a points a échelle
logarithmique, suivant leur taille (FSC) et leur granularité (SSC), pour repérer clairement
la population dans la fenétre R1 et ¢éliminer les débris. L’objectif est
d’acquérir 10 000 cellules dans la fenétre R1, pour chaque puits. Les cellules appartenant a
une méme fenétre R1 sont représentées sur un graphique a points FL3 ou FL4/SSC. Les
cellules viables sont identifiées en tracant une deuxiéme fenétre R2 de sélection de la
population cellulaire négative a I’iodure de propidium (canaux FL3 ou FL4). La viabilité
cellulaire est calculée par le programme d’analyse du cytometre suivant 1’équation ci-
apres. Si la viabilité cellulaire est faible, il convient d’acquérir jusqu’a 20 000 cellules,
dont des cellules mortes. Une autre option est d’acquérir les données pendant une minute
apres le début de 1’analyse.

Nombre de cellules vivantes

Viabilité cellulaire = — % 100
Nombre total de cellules acquises

Le pourcentage de cellules FLI1-positives est ensuite mesuré parmi les cellules viables
retenues dans la fenétre R2 (sous-fenétre de R1). L’expression de CD86 a la surface
cellulaire est analysée au moyen d’un graphique a points FL1/SSC ne prenant en compte
que les cellules viables (R2).

Pour les puits contenant du milieu complet/IgG1, le seuil d’analyse est fixé proche de la
population principale pour que les témoins en milieu complet présentent une valeur IgG1
dans la zone cible de 0,6 4 0,9 %.

L’interférence de couleur est définie comme un décalage de la dispersion correspondant aux
IgG1 marqués au FITC (moyenne géométrique d’L.S. IgG1 FL1 > 150 %).

L’indice de stimulation (I1.S.) de CD86 pour les cellules témoin (non traitées ou dans du
DMSO a 0,4 %) et pour les cellules traitées avec les produits chimiques est obtenu par le
calcul suivant:

__ % cellules traitées CD86™ — % cellules traitées IgG1*

1.S=

X 100

% cellules témoin CD86F — % cellules témoin IgG1t

% cellules témoin non traitées IgG1+: pourcentage de cellules FL1-positives reconnues par
IgGl dépassant le seuil d'analyse (plage d’acceptation>0,6% et<1,5%, voIr
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paragraphe 22) parmi les cellules viables non traitées.

% cellules témoin IgGl+ ou traitées CD86+: pourcentage de cellules FLI1-positives
reconnues par IgGl ou CD86 mesuré sans déplacer le seuil d'analyse, parmi les cellules
viables témoin ou traitées.

RESULTATS ET RAPPORT

Evaluation des données

20. Les parameétres suivants sont calculés dans 1’essai U-SENS™: valeur CV70, c’est-a-dire la
concentration générant une survie de 70 % des cellules U937 (cytotoxicité 30 %) et la
valeur EC150, c’est-a-dire la concentration a laquelle les produits chimiques d’essai
induisent un indice de stimulation (1.S.) de CD86 de 150 %.

La valeur CV70 est calculée par interpolation semi-logarithmique suivant 1’équation ci-
apres:

CV70=Cl+[(V1-70)/(V1-V2)*(C2-Cl)]
ou:
V1 est la valeur minimum de viabilité cellulaire supérieure a 70 %

V2 est la valeur maximum de viabilité cellulaire inférieure a 70 %

C1 et C2 sont les concentrations auxquelles les viabilisés cellulaires V1 et V2 sont atteintes,
respectivement.

% Viability (Mean)
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v
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Il est possible d’employer d’autres approches pour déduire la valeur CV70, a condition que
cela ne modifie par les résultats (par exemple, en testant les substances d’épreuve).

L'EC150 est calculée par interpolation log-linéaire suivant 1’équation ci-apres:

EC150=C1+[(150-S.I.1) /(S12-S.L.1) * (C2 - C1)]
ou:

C1 est la concentration la plus élevée, en pug/ml, avec un I.S. CD86 < 150 % (1.S. 1).
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C2 est la concentration la plus faible, en pg/ml, avec un I.S. CD86 > 150 % (1.S. 2)

CDS612G1 S1
13- -
150 —f=mrmmsimmy
S11 = i
o I '
|
|
— ‘
cl Eciso ¢y Dose(uemd

Les valeurs EC150 et CV70 sont calculées

- pour chaque épreuve: les valeurs EC150 et CV70 sont utilisées comme outils
d’investigation de D’effet reliant la concentration & la réponse dans la surexpression de
CD86 (voir paragraphe 14),

- la valeur CV70 globale est déterminée en fonction de la viabilité moyenne (12),

- la valeur EC150 globale d’un produit chimique d’essai dont la prédiction est un résultat
POSITIF avec I’essai U-SENS™ est déterminée en fonction des valeurs moyennes d’L.S.
CDS86 (voir paragraphe 21) (12).

Modeéle prédictif
21. Pour les mesures d’expression de CD86, chaque produit chimique d’essai est testé a au

moins quatre concentrations et dans au moins deux épreuves indépendantes (réalisées en
des jours distincts) pour arriver a une prédiction unique (NEGATIF ou POSITIF).

- La conclusion individuelle pour une épreuve U-SENS™ est Négative (ci-aprés N) si I’LS.
de CD86 est inférieur a 150 % a toutes les concentrations non cytotoxiques (viabilité
cellulaire > 70 %) et si aucune interférence n’est observée (cytotoxicité, solubilité: voir
paragraphe 18, ou couleur: voir paragraphe 19, quelles que soient les concentrations non
cytotoxiques auxquelles I’interférence est détectée). Dans tous les autres cas: pour un L.S.
de CD&6 supérieur ou égal a 150 % et/ou 1’observation d’une interférence, la conclusion
individuelle pour une épreuve U-SENS™ est Positive (ci-apres P).

- Une prédiction U-SENS™ est considérée comme NEGATIVE si au moins deux épreuves
indépendantes générent un résultat négatif (N) (Figure 1). Si les deux premicres épreuves
générent un résultat N, la prédiction U-SENS™ est considérée comme NEGATIVE et il
n’est pas nécessaire de réaliser une troisieéme épreuve.

- Une prédiction U-SENS™ est considérée comme POSITIVE si au moins deux épreuves
indépendantes générent un résultat positif (P) (Figure 1). Si les deux premiéres épreuves
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génerent un résultat P, la prédiction U-SENS™ est considérée comme POSITIVE et il
n’est pas nécessaire de réaliser une troisieme épreuve.

- Ftant donné qu’aucun essai de détermination de la dose n’est mené, le cas ou, lors de la
premicre épreuve, I’LS. de CD86 est supérieur ou égal a 150 % a la plus haute
concentration non cytotoxique seulement, constitue une exception. Dans ce cas, 1’épreuve
est considérée comme NON CONCLUANTE (NC) et d’autres concentrations doivent étre
testées lors d’épreuves supplémentaires (entre la plus haute concentration non cytotoxique
et la plus faible concentration cytotoxique, voir paragraphe 20). Si une épreuve est
considérée comme NC, il convient de mener au moins deux épreuves supplémentaires,
voire trois si les résultats des épreuves deux et trois sont non-concordants (N et/ou P, au
choix) (Figure 1). Les épreuves suivantes sont considérées comme positives méme si seule
I’'une des concentrations non cytotoxiques génére une valeur pour CD86 supérieure ou
égale a 150 %, ¢étant donné que les parametres de concentration ont €té adaptés
spécifiquement a ce produit chimique d’essai. La prédiction finale s’appuie sur le résultat
majoritaire pour 1’ensemble des trois ou quatre épreuves individuelles (soit 2 sur 3 ou 2
sur 4) (Figure 1).

Figure 1: modele prédictif utilisé dans I'essai U-SENS™. Toute prédiction émise avec 1’essai U-SENS™
doit étre considérée dans le cadre d’une approche intégrée IATA et conformément aux dispositions du
paragraphe 4 et des paragraphes 7, 8 et 9 de I’introduction.
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Deux premiéres Deux premieres
épreuves épreuves
NC&P
P&P N&N NC &N
N&P
P&N
Troisiéme épreuve
v v %\
Troisieme Troisieme NC&P&P NC&N&N | S NC&N &P
épreuve épreuve N&P&P N&P&N NC&P&N
L L P&N&P P&N&N
inutile inutile \
v . Quatriéeme épreuve
Quatrieme Quatriéme /\
. B 0 o
epreuve €preuve NC&N&P&P NC&N&P&N
inutile inutile NC&P&N&P NC&P&N&N
v VL v VL A \ 4
POSITIF NEGATIF POSITIF NEGATIF POSITIF NEGATIF

N: épreuve sans résultat positif pour CD86 ni interférence;

P: épreuve avec résultat positif pour CD86 et/ou interférence(s);

NC: non concluant. Premiére épreuve non concluante si CD86 est positif uniquement a la concentration non

cytotoxique Ia plus élevée;

#: un résultat individuel non concluant (NC) attribué uniquement lors de la premiére épreuve nécessite de mener
une troisiéme épreuve pour obtenir une majorité de résultats positifs (P) ou négatifs (N) pour au moins deux

épreuves indépendantes sur trois.

$: les cases montrent les combinaisons pertinentes de résultats issus des trois épreuves sur la base des résultats
obtenus dans les deux premiéres épreuves (cases précédentes);

°: les cases montrent les combinaisons pertinentes de résultats issus des quatre épreuves sur la base des résultats
obtenus dans les trois premiéres épreuves (cases précédentes).

Critéres d'acceptabilité
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22. Les critéres d’acceptabilité suivants doivent étre remplis lors de la mise en ceuvre de 'essai
U-SENS™ (12)

- Aprés une exposition de 45 + 3 heures, la viabilit¢é moyenne des trois réplicats de
cellules U937 non traitées doit étre > 90 % et aucune dérive d’expression de CD86 ne doit
étre observée. La fourchette d’expression basale de CD86 dans les cellules U937 doit
étre >2 % et <25 %.

- Si le solvant utilisé est le DMSO, la validit¢é du DMSO comme témoin de véhicule est
évaluée en calculant I’'LLS. du DMSO comparé a celui des cellules non traitées et la
viabilité moyenne des trois réplicats de cellules doit étre > 90 %. Le témoin de véhicule
DMSO est valide si I’'LLS. moyen pour CD86 dans les trois réplicats de DMSO est inférieur
a 250 % de I’LLS. moyen pour CD86 dans les trois réplicats de cellules U937 non traitées.

- Les épreuves sont considérées comme valides si au moins deux des trois valeurs IgG1 des
cellules U937 non traitées sont comprises dans la plage > 0,6 % et < 1,5 %.

- Le témoin négatif (acide lactique) testé en parallele est considéré comme valide si au
moins deux des trois réplicats génerent un résultat négatif (1.S. CD86 < 150 %) et aucune
cytotoxicité (viabilité cellulaire > 70 %).

- Le témoin positif (TNBS) est considéré comme valide si au moins deux des trois réplicats
génerent un résultat positif (LS. CD86> 150 %) et aucune cytotoxicité (viabilité
cellulaire > 70 %).

Rapport d'essai

23. Le rapport d’essai doit comporter les informations suivantes.

Produit chimique d'essai

Substance mon-constituant

- Identification chimique: désignation(s) IUPAC ou CAS, numéro(s) CAS, code SMILES
ou InChl, formule développée et/ou autres identifiants;

- Apparence physique, solubilité¢ dans le milieu complet, solubilité¢ dans le DMSO, masse
moléculaire et autres propriétés physico-chimiques, selon les données disponibles;

- Pureté, identité chimique des impuretés 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) testée(s);

- Conditions de stockage et stabilité, selon les données disponibies;
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Justification du choix du solvant/véhicule pour chaque produit chimique d’essai.

Substance multi-constituants, UVCB ou mélange:

Caractérisation, dans la mesure du possible, par exemple par I'identit¢ chimique (voir ci-
dessus), la pureté, les caractéristiques quantitatives et les propriétés physico-chimiques
pertinentes (voir ci-dessus) des constituants, selon les données disponibles;

Apparence physique, solubilité¢ dans le milieu complet, solubilité¢ dans le DMSO et autres
propriétés physico-chimiques pertinentes, selon les données disponibles;

Masse moléculaire ou masse moléculaire apparente dans le cas de mélanges/polymeres de
composition connue ou autres informations pertinentes pour la conduite de 1’étude;

Traitement avant essai, s’il y a lieu (chauffage, broyage, par exemple);
Concentration(s) testée(s);
Conditions de stockage et stabilité, selon les données disponibles;

Justification du choix du solvant/véhicule pour chaque produit chimique d’essai.

Témoins

Témoin positif:
Identification chimique: désignation(s) IUPAC ou CAS, numéro(s) CAS, code SMILES

ou InChl, formule développée et/ou autres identifiants;

Apparence physique, solubilit¢ dans le DMSO, masse moléculaire et autres propriétés
physico-chimiques pertinentes, selon les données disponibles;

Pureté, identité chimique des impuretés 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) testée(s);

Conditions de stockage et stabilité, selon les données disponibles;

Référence aux données historiques relatives aux témoins positifs démontrant la conformité

aux criteres d’acceptabilité, s’il y a lieu.

Témoin négatif et solvant/véhicule témoin

Identification chimique: désignation(s) [IUPAC ou CAS, numéro(s) CAS, code SMILES
ou InChl, formule développée et/ou autres identifiants;
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Pureté, identité chimique des impuretés s’il y a licu et si les conditions pratiques le
permettent, etc.;

Apparence physique, masse moléculaire et autres propriétés physico-chimiques
pertinentes, si des solvants/véhicules autres que ceux mentionnés dans la Ligne directrice
sont utilisés, et selon les données disponibles;

Conditions de stockage et stabilité, selon les données disponibles;

Justification du choix du solvant/véhicule pour chaque produit chimique d’essai.

Conditions d'essai

Nom et adresse du donneur d’ordre, de I’installation d’essai et du directeur de 1’étude;
Description de I’essai utilisé;

Lignée cellulaire utilisée, conditions de stockage et source (établissement d’ou
proviennent les cellules, par exemple);

Type de cytométrie en flux utilisé (modéle, par exemple), en particulier paramétrage des
instruments, anticorps et marqueurs de cytotoxicité utilisés;

Procédure appliquée pour démontrer les compétences du laboratoire dans I’exécution de
l'essai au moyen des substances d’épreuve de compétence et procédure appliquée pour
démontrer la reproductibilité de 1'essai dans le temps, par exemple données historiques des
témoins et/ou des vérifications de réactivité.

Critére d'acceptabilité de l'essai

Viabilité cellulaire et I.S. CD86 avec le témoin de solvant/véhicule comparées aux plages
d’acceptabilité;

Viabilité cellulaire et I.S. avec le témoin positif comparées aux plages d’acceptabilité;

Viabilité cellulaire de toutes les concentrations testées du produit chimique d’essai.

Mode opératoire

Nombre d’épreuves effectuées;

Concentration de produit chimique d’essai, application et moment d’exposition (si
différents du moment recommandé)

Durée d’exposition;
Description des critéres d’évaluation et de décision appliqués;

Description de toutes modifications apportées au mode opératoire.
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Résultats

- Tableau des données, y compris CV70 (s’il y a lieu), L.S., viabilité cellulaire, EC150 (s’il y
a lieu) pour chaque produit chimique testé et substance témoin pour chaque épreuve, et
indication de la classification du produit chimique d’essai d’apres le modéle prédictif;

- Description de toutes autres observations pertinentes, s’il y a lieu.

Discussion des résultats

- Discussion des résultats obtenus par l'essai U-SENS™;

- Examen des résultats de l'essai dans le contexte d’une démarche intégrée (IATA), si
d’autres informations pertinentes sont disponibles.

Conclusions
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Appendice 2.1

DEFINITIONS

Précision: étroitesse de 1’accord entre les résultats de l'essai et les valeurs de référence
acceptées. Elle constitue une mesure de performance de l'essai et 1’un des aspects de sa
«pertinence». Ce terme est souvent utilis€ au sens de «concordance», pour qualifier la
proportion de résultats corrects d’un essai (14).

AOP (Adverse Outcome Pathway, voie toxicologique impliquée dans les effets
indésirables): séquence d’événements conduisant a la survenue d’un effet indésirable in
vivo, a partir de la structure chimique d’un produit chimique cible ou d’un groupe de
produits chimiques similaires et de I’événement initiateur au niveau moléculaire (15).

Réponse de CD86 liée a la concentration: lorsqu’une concentration générant un résultat
positif (I.S. CD86 > 150) est suivie d’une concentration présentant un I.S. CD86 encore
supérieur, |’effet est dépendant de la concentration (réponse liée a la concentration).

Produit chimique: une substance ou un mélange.
CV70: concentration estimée générant une viabilité cellulaire de 70 %.

Dérive: 1) la valeur corrigée %CD86" pour le réplicat 3 du témoin non traité est inférieure
a 50 % de la moyenne corrigée de la valeur %CD86" pour les réplicats 1 et 2 du témoin non
traité; et ii) la valeur corrigée %CD86" pour le réplicat 3 du témoin négatif est inférieure
450 % de la moyenne corrigée de la valeur %CD86" pour les réplicats 1 et 2 du témoin
négatif.

EC150: concentrations estimées générant un 1.S. de 150 % pour I’expression de CD86.

Cytométrie en flux: technique de cytométrie dans laquelle des cellules en suspension dans
un fluide passent une par une dans un faisceau d’excitation lumineuse; la lumicre est
diffusée selon les caractéristiques des cellules et de leurs composants; les cellules sont
souvent marquées avec des marqueurs fluorescents pour que la lumiére soit d’abord
absorbée puis émise a nouveau a une autre fréquence.

Danger: propriété intrinseque d’un agent ou situation susceptible de provoquer des effets
indésirables lorsqu’un organisme, un systéme ou une (sous-) population est exposé(e) a cet
agent.

IATA (Integrated Approach to Testing and Assessment, approches intégrées en
matiére d’essais et d’évaluation): approche structurée utilisée dans I’identification du
danger (potentiel), la caractérisation du danger (puissance) et/ou dans 1’évaluation de la
sécurité (potentiel de danger/puissance du danger et exposition) d’un produit chimique ou
d’un groupe de produits chimiques, qui intégre de fagon stratégique et pondérée toutes les
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données pertinentes dans le but d’informer une décision réglementaire sur le danger
potentiel et/ou le risque et/ou le besoin d’effectuer d’autres tests ciblés.

Mélange: mélange ou solution constitué(e) d’au moins deux substances.

Substance mono-constituant: substance, définie par sa composition quantitative, dans
laquelle un constituant principal est présent a hauteur de 80 % minimum (m/m).

Substance multi-constituants: substance, définie par sa composition quantitative, dans
laquelle plus d’un constituant principal est présent dans une concentration > 10 % (m/m)
et <80 % (m/m). Une substance multi-constituants résulte d’un processus de fabrication. La
différence entre un mélange et une substance multi-constituants est que le mélange est
obtenu en associant deux substances ou plus sans réaction chimique. Une substance multi-
constituants résulte d’une réaction chimique.

Témoin positif: réplicat contenant tous les composants d’un systeme d’essai, traité avec une
substance connue pour induire une réponse positive. Pour permettre d’évaluer la variabilité
de la réponse du témoin positif dans le temps, I’ampleur de la réponse positive ne doit pas
étre excessive.

Pré-haptenes: produits chimiques devenant sensibilisants suite a une transformation
abiotique, par exemple par oxydation.

Pro-hapténes: produits chimiques acquérant un pouvoir sensibilisant pour la peau suite a
une activation enzymatique.

Pertinence: décrit la relation entre I’essai et I’effet étudié, et rend compte de 1’adéquation
de I’essai et de son utilité a des fins spécifiques. La pertinence indique dans quelle mesure
I’essai mesure ou prédit correctement 1’effet biologique d’intérét. La pertinence tient compte
de la précision (concordance) de I'essai (14).

Fiabilité: indique dans quelle mesure la mise en ceuvre d’un essai peut étre reproduite au
cours du temps par un méme laboratoire ou plusieurs laboratoires utilisant le méme mode
opératoire. Pour I’évaluer, on calcule la reproductibilité intra-laboratoire et inter-laboratoires
et la répétabilité intra-laboratoire (14).

Epreuve: consiste a tester un ou plusieurs produits chimiques parallelement a un
solvant/véhicule et a un témoin positif.

Sensibilité: proportion des produits chimiques positifs/actifs qui sont correctement classés
par the test. Elle permet de mesurer la précision d’un essai produisant des données
catégorielles, et constitue un aspect important de 1I’évaluation de la pertinence de lessai (14).

LS.: indice de stimulation. Valeur relative de la moyenne géométrique de I’'intensité de
fluorescence (IMF) des cellules exposées au produit chimique comparée a I'IMF des
cellules dans le solvant/véhicule.
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Témoin de solvant/véhicule: échantillon non traité contenant tous les composants d’un
systeme d’essai, excepté le produit chimique d’essai, mais comprenant le solvant /véhicule
utilisé. 11 sert a déterminer une réponse de référence pour les échantillons traités avec le
produit chimique d’essai dissous ou en dispersion stable dans le méme solvant/véhicule.
Testé simultanément avec un témoin avec milieu, cet échantillon indique également si le
solvant/véhicule interagit avec le systéme d’essai.

Spécificité: proportion des produits chimiques négatifs/inactifs qui sont correctement
classés par 1’essai. Elle permet de mesurer la précision d’un essai produisant des données
catégorielles, et constitue un aspect important de 1’évaluation de la pertinence de ’essai
(14).

Tampon de coloration: solution tamponnée de phosphate contenant 5 % sérum de veau
foetal.

Substance: ¢lément chimique et ses composés a 1’état naturel ou obtenus par un procédé de
production, y compris tout additif nécessaire pour préserver leur stabilité ainsi que toute
impureté produite par le procédé utilisé, mais a 'exclusion de tout solvant pouvant étre
extrait sans affecter la stabilité de la substance ni1 modifier sa composition.

Produit chimique d’essai: toute substance ou tout mélange soumis au présent essai..

SGH (Systéeme général harmonisé de classification et d’étiquetage des produits
chimiques des Nations unies): systéme proposant la classification des produits chimiques
(substances et mélanges) conformément & des types et des niveaux normalisés de dangers
physiques, sanitaires et environnementaux, ainsi que la communication des ¢léments
d’information correspondants, notamment par des pictogrammes, mentions d’avertissement,
mentions de danger, conseils de prudence et fiches de données de sécurité, afin de diffuser
des informations sur leurs effets indésirables dans 1’objectif de protéger les personnes (en
particulier les employeurs, employé€s, transporteurs, consommateurs et personnels des
services d’urgence) et I’environnement (16).

UVCB: substance de composition inconnue ou variable, produit réactionnel complexe et
matériaux biologiques.

Essai valide: essai dont la pertinence et la fiabilité sont jugées satisfaisantes pour des fins
spécifiques, et qui repose sur des principes scientifiquement valables. Un essai n’est jamais
valide dans I’absolu, mais seulement par rapport a une fin particuli¢re (14).

490



D060575/02

Appendice 2.2

Avant d’utiliser en routine l'essai décrit dans le présent appendice a la méthode d'essai B.71,
les laboratoires doivent démontrer leurs compétences techniques en obtenant la prédiction
attendue avec ’essai U-SENS™ pour les 10 substances recommandées au tableau 1 et en
obtenant des valeurs CV70 et EC150 compatibles avec les plages de référence respectives
d’au moins 8 substances d’épreuve sur 10. Ces substances ont €té s€¢lectionnées de fagon a
représenter la gamme des réponses possibles en ce qui concerne les dangers de
sensibilisation cutanée. Les autres critéres ¢étaient la disponibilité des substances dans le
commerce, ainsi que la disponibilité de données de référence in vivo et de données in vitro
de grande qualité générées avec l'essai U-SENS™. De plus, les données de référence
publiées sont disponibles pour I'essai U-SENS™ (1) (8).

Tableau 1: substances recommandées pour démontrer les compétences techniques relatives a l'essai U-

SENS™
U- U-SENS™| [J-SENS™
SENS™
Substances - e
’ s o Etat | Prédiction CV70 EC150
d’épreuve de N° CAS . ..
. physique| in vivo Solvant/ | plage de | plage de
competence g - .
Véhicule | référence | référence
en pg/ml? | en pg/ml?
TP T . Sensibilisant Milieu Positif
4-Phénylénediamine 106-50-3 Solide (fort) complet’ <30 (< 10)
. . . . Sensibilisant Milieu Positif
Acide picrylsulfonique| 2508-19-2 | Liquide (fort) complet > 50 (< 50)
i L . Sensibilisant Positif
Maléate de diéthyle 141-05-9 | Liquide (modéré) DMSO 10-100 (< 20)
, . . Sensibilisant Milieu Positif
Résorcinol 108-46-3 Solide (modéré) complet > 100 (< 50)
. . . Sensibilisant Positif
Alcool cinnamique 104-54-1 Solide (faible) DMSO > 100 (10-100)
. . Sensibilisant Positif
4-Allylanisole 140-67-0 | Liquide (faiblo) DMSO > 100 (< 200)
. . Non Négatif
Saccharine 81-07-2 Solide sensibilisant DMSO > 200 (> 200)
] Lo Non Milieu Négatif
Glycérol 56-81-5 Liquide sensibilisant complet =200 (> 200)
: : _ Non Milieu Neégatif
Acide lactique 50-21-5 Liquide sensibilisant complet > 200 > 200)
. L . Non Negatif
Acide Sa_hcthue 69-72-7 Solide sensibilisant DMSO > 200 (> 200)
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Abréviations: N°CAS = Numéro d’enregistrement au Chemical Abstracts Service

! Prédiction de danger (et de puissance) in vivo d’apres les données ELGL (1) (8). La puissance in vivo est obtenue

d’apres les criteres proposés par ’ECETOC (17).

2 Basée sur les valeurs historiques observées (1) (8).

3 Milieu complet: milieu RPMI-1640 supplémenté avec 10 % sérum de veau feetal, 2 mM L-glutamine, 100 unités/ml

pénicilline et 100 pg/ml streptomycine (8).
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Appendice 3

SENSIBILISATION CUTANEE IN VITRO: ESSAI IL-8 LUC

REMARQUES PRELIMINAIRES 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 IL-8, une
cytokine associée & I’activation des DC. Dans la lignée cellulaire rapporteur IL-8 dérivée
de la lignée THP-1 (THP-GS8, issue de la lignée cellulaire de leucémie monocytaire
humaine THP-1), I’expression d’IL-8 est mesurée a la suite de I’exposition a des
sensibilisants (1). Le niveau d’expression de la luciférase est ensuite utilisé pour aider a
distinguer les sensibilisants des non-sensibilisants cutanés.

18.  L'essai IL-8 Luc a fait I’objet d’une étude de validation (2) menée par le Centre
japonais de validation des méthodes de substitution (JaCVAM), le Ministére de
I’économie, du commerce et de 'industrie (METI) et la Société japonaise pour les
méthodes alternatives a D’expérimentation animale (JSAAE), suivie d’un examen
indépendant par des pairs (3) sous la conduite du JaACVAM et du Ministere de la santé, du
travail et des affaires sociales (MHLW), avec I’appui de la Coopération internationale
relative aux méthodes de substitution a ’expérimentation animale (ICATM). Apres
analyse des preuves disponibles et sur avis des organismes de régulation et des parties
prenantes, l'essai IL-8 Luc est considéré comme utile dans le cadre d’une approche
intégrée de type IATA, pour aider a distinguer les sensibilisants des non-sensibilisants a
des fins de classification et d’étiquetage des dangers. On trouvera dans la littérature des
exemples d’utilisation des données IL-8 Luc combinées a d’autres sources d’information

(4) (5) (6).

Il a été démontré que 1'essai IL-8 Luc est transférable a des laboratoires expérimentés dans
le domaine des cultures cellulaires et des mesures de la luciférase. Le niveau de
reproductibilité était de ’ordre de 87,7 % intra-laboratoire et 87,5 % inter-laboratoires (2).
Les données obtenues lors de 1’¢tude de validation (2) et dans les autres travaux publiés (1)
(6) démontrent que, comparé a ’ELGL, 1'essai IL-8 Luc a permis d’émettre une prédiction
positive ou négative pour 118/143 produits chimiques, a fourni des résultats non
concluants pour 25 produits chimiques et présente une précision de 86 % (101/118), une
sensibilité de 96 % (92/96) et une spécificité de 41 % (9/22) pour faire la distinction entre
les produits chimiques sensibilisants (catégorie 1 du SGH de I’ONU) et non sensibilisants
(«sans catégorie» selon le SGH de I’ONU). En ne tenant pas compte des substances en
dehors du domaine d’applicabilité de la méthode, voir ci-dessous (paragraphe 5), 1'essai
IL-8 Luc a permis de classer 113/136 produits chimiques comme positifs ou négatifs, et 23
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produits chimiques comme non concluants. La précision de l'essai IL.-8 Luc est de 89 %
(101/113), la sensibilité est de 96 % (92/96) et la spécificité est de 53 % (9/17). Reprenant
des données chez I’humain citées dans Urbisch et al. (7), I'essai IL-8 Luc a permis de
classer 76/90 produits chimiques comme positifs ou négatifs, et 14 produits chimiques
comme non concluants. La précision de 1'essai IL-8 Luc est de 80 % (61/76), la sensibilité
est de 93 % (54/58) et la spécificité est de 39 % (7/18). En ne tenant pas compte des
substances en dehors de son domaine d’applicabilité, l'essai IL-8 Luc a permis de
classer 71/84 produits chimiques comme positifs ou négatifs et 13 produits chimiques
comme non concluants. La précision de l'essai IL-8 Luc est de 86 % (61/71), la
sensibilité est de 93 % (54/58) et la spécificité est de 54 % (7/13). 1l est probable que les
faux-négatifs dans les prédictions effectuées avec l'essai IL-8 Luc concernent plus de
produits chimiques ayant une puissance de sensibilisation de la peau faible a modérée
(sous-catégorie 1B du SGH/CLP) que de produits chimiques ayant une puissance de
sensibilisation de la peau élevée (sous-catégorie 1A du SGH/CLP) (6). Dans leur
ensemble, les informations indiquent que l'essai IL-8 Luc aide a évaluer le potentiel de
sensibilisation cutanée des produits chimiques. Les valeurs relatives a la précision de
I'essai IL-8 Luc utilisé seul n’ont qu’un caractére indicatif, car cet essai doit étre combiné a
d’autres sources d’information dans le contexte d’une démarche IATA, et conformément
aux dispositions énoncées aux paragraphes 7 et 8 et en introduction. Au demeurant, dans
I’évaluation des essais de sensibilisation cutanée sans expérimentation animale, il convient
de tenir compte du fait que ’ELGL et les autres essais sur animaux ne reflétent peut-étre
pas parfaitement la situation chez 1’étre humain.

Les données actuellement disponibles montrent que l'essai 1L-8 Luc est applicable a des
produits chimiques couvrant divers groupes fonctionnels organiques, mécanismes de
réaction, puissances de sensibilisation cutanée (telles qu’établies par des études in vivo) et
propriétés physico-chimiques (2) (6).

Certes, I’essai IL-8 Luc utilise le solvant X-VIVO™ 15, cependant il permet de classer
correctement les produits chimiques présentant un Log Koe > 3,5 et ceux présentant une
hydrosolubilité autour de 100 pg/ml telle que calculée avec le logiciel EPI Suite™. En
outre, les performances de la méthode pour détecter les sensibilisants faiblement
hydrosolubles sont meilleures que celles de l'essai IL-8 Luc utilisant le diméthylsulfoxyde
(DMSO) comme solvant (2). Cependant, des résultats négatifs obtenus avec des produits
chimiques d’essai non dissous a 20 mg/mL peuvent étre des faux négatifs, car les produits
chimiques sont insolubles dans le X-VIVO™15. Par conséquent, pour ces produits
chimiques, les résultats négatifs ne doivent étre considérés. Lors de 1’¢tude de validation,
un taux ¢levé de faux négatifs a été observé pour les anhydrides. De plus, en raison des
capacités métaboliques limitées de la lignée cellulaire utilisée (8) ainsi que des conditions
expérimentales, les pro-hapténes (substances nécessitant une activation enzymatique) et les
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pré-hapténes (substances activées par oxydation), peuvent eux aussi donner des résultats
négatifs avec cet esai. Il est a noter que, bien que les résultats négatifs obtenus avec de
potentiels pré- ou pro-hapténes doivent étre interprétés avec précaution, l'essai 1L.-8 Luc a
permis d’identifier correctement 11/11 pré-hapténes, 6/6 pro-hapténes et 6/8 pré- ou pro-
haptenes dans la base de données IL-8 Luc (2). L’examen complet récemment mené sur
trois essais sans expérimentation animale (DPRA, KeratinoSens™ et h-CLAT) pour
I’identification des pré- et pro-haptenes (9) et le fait que les cellules THP-GS utilisées dans
I'essai IL-8 Luc soient une lignée issue de la lignée THP-1 utilisée dans l'essai h-CLAT,
permettent de conclure que l'essai IL-8 Luc, combiné avec d’autres essais, peut contribuer
a améliorer la sensibilité des essais sans expérimentation animale dans la détection des pré-
et pro-hapténes. Les surfactants testés a ce jour ont généré des (faux) positifs, quel que soit
leur type (cationique, anionique ou non-ionique). Pour finir, les produits chimiques qui
interferent avec la luciférase peuvent masquer son activité ou en empécher les mesures, ce
qui peut résulter en une apparente inhibition ou une luminescence accrue (10). Par
exemple, il a été rapporté que les concentrations en phyto-cestrogénes supérieures a 1 uM
provoquent une interférence avec les signaux luminescents dans d’autres essais par géne
rapporteur de la luciférase, a cause d’une sur-activation du géne rapporteur de la luciférase.
Par conséquent, l’expression de la luciférase observée en présence d’une forte
concentration de phyto-cestrogenes ou de composés suspectés d’activer le gene rapporteur
de la luciférase de maniére similaire doit étre examinée avec précaution (11). En se basant
sur les critéres ci-dessus, les surfactants, les anhydrides et les produits chimiques qui
interférent avec la luciférase sont exclus du champ d’application de la présente méthode.
S’il est démontré que l'essai IL-8 Luc n’est pas applicable a d’autres catégories spécifiques
de produits chimiques d’essai, cette méthode ne doit pas leur étre appliquée.

6. Comme indiqué ci-dessus, l'essai IL8-Luc aide a distinguer les sensibilisants cutanés des
non-sensibilisants. Des travaux complémentaires, s’appuyant de préférence sur des
données humaines, seront toutefois nécessaires pour déterminer si les résultats de 1’essai
IL8-Luc pourraient contribuer a I'évaluation de la puissance de sensibilisation dans le cadre
d'une approche combinant d’autres sources d’information.

7. Les définitions sont fournies a I’ Appendice 3.1.

PRINCIPE DE L'ESSAI
8. L'essai IL-8 Luc utilise la lignée cellulaire de leucémie monocytaire humaine, THP-1,

obtenue auprés de 1’American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA). A partir de
cette lignée THP-1, le département de dermatologie de I’école de médecine a I'université
de Tohoku a développé la lignée THP-G8 rapporteur IL-8, laquelle contient les génes de la
luciférase orange (Stable Luciferase Orange, SLO) et rouge (Stable Luciferase Red, SLR)
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placés sous le controle des promoteurs de IL-8 et de la Glycéraldéhyde-3-phosphate
déshydrogénase (GAPDH), respectivement (1). Ce systéme permet de quantifier
I’induction du géne de la luciférase en détectant la luminescence issue d’un substrat de
luciférase connu pour son émission lumineuse, comme indicateur de I’activité de IL-8 et de
la GAPDH dans les cellules a la suite de l’exposition a des produits chimiques
sensibilisants.

9. Le test bi-couleurs comprend une luciférase émettant dans I’orange (SLO, Amax = 580 nm)
(12), marqueur de 1’activation du promoteur IL-8, ainsi qu’une luciférase émettant dans le
rouge (SLR, Amax = 630 nm) (13), marqueur de I’activation du promoteur interne t€émoin,
GAPDH. Les deux luciférases émettent dans des couleurs différentes lorsqu’elles
réagissent a la d-luciférine de luciole, leur luminescence est mesurée en parallele, lors
d’une réaction en une étape, en subdivisant la lumiére émise dans le mélange d’essai a
I’aide d’un filtre optique (14) (voir Appendice 3.21I).

10. Les cellules THP-G8 sont traitées pendant 16 heures avec un produit chimique d’essai,
puis I’activité de la luciférase SLO (SLO-LA), marqueur de ’activité du promoteur 1L-8,
et I’activité de la luciférase SLR (SLR-LA), marqueur de 1’activité du promoteur GAPDH,
sont mesurées. Par souci de lisibilité¢, SLO-LA et SLR-LA sont respectivement appelées
ILSLA et GAPLA. On trouvera au tableau 1 une description des termes associés a
I’activité de la luciférase dans l'essai 1L-8 Luc. Les valeurs mesurées sont utilisées pour
calculer I'IL8LA normalisée (nIL8LA), c’est-a-dire le ratio ILSLA/GAPLA. L’induction
de nILSLA (Ind-IL8LA) est le ratio de la moyenne arithmétique des quatre valeurs
mesurées de nIL8LA des cellules THP-G8 traitées avec le produit chimique d’essai,
divisée par la moyenne des valeurs de nIL8LA des cellules THP-G8 non traitées.
L’inhibition de GAPLA (Inh-GAPLA) est le ratio de la moyenne arithmétique des quatre
valeurs mesurées de GAPLA des cellules THP-G8 traitées avec le produit chimique
d’essai, divisée par la moyenne des valeurs de GAPLA des cellules THP-G8 non traitées.
Inh-GAPLA est un marqueur de cytotoxicité.

Tableau 1: Description des termes associés a 1’activité de la luciférase dans I'essai IL-8 Luc

Abréviations  Définition

GAPLA Activite de la luciférase rouge SLR indicative de ’activité du promoteur
GAPDH

ILSLA Activite de la luciférase orange SLO indicative de I’activité du
promoteur IL-8

nlL8LA ILSLA / GAPLA

Ind-IL8LA nIL8LA des cellules THP-G8 exposées aux produits chimiques /
nIL8LA des cellules non exposées

Inh-GAPLA  GAPLA des cellules THP-G8 exposées aux produits chimiques /
GAPLA des cellules non exposées
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CVo05 La plus faible concentration du produit chimique a laquelle Inh-GAPLA
est <0,05.

11. Des normes de performance (15) permettent de simplifier la validation d'essais in vitro
modifiés utilisant des tests IL-8 Luciférase similaires au test IL-8 Luc, et de modifier
rapidement la ligne directrice 442E de 'OCDE pour y intégrer ces essais. L’acceptation
mutuelle des données (AMD) ne sera garantie que pour les essais validés selon les normes
de performance, si ces essais ont été¢ examinés et ajoutés a la ligne directrice 442E par
I’OCDE (16).

DEMONSTRATION DES COMPETENCES

12. Avant d’utiliser en routine 1'essai décrit dans le présent appendice a la méthode d'essai
B.71, les laboratoires devront faire la preuve de leurs compétences techniques, en réalisant
I'essai sur les dix substances d’épreuve listées a I’appendice 3.3 et conformément aux
Bonnes pratiques des méthodes in vitro (17). En outre, les utilisateurs de 1'essai devront
conserver une base de données historiques générées avec les vérifications de réactivité
(voir paragraphe 15), avec le témoin positif et avec le témoin de solvant/véhicule (voir
paragraphes 21-24), et devront utiliser ces données pour confirmer la reproductibilité¢ de
l'essai dans le temps au sein de leur laboratoire.

PROCEDURE

13. Le mode opératoire de référence pour 1’essai IL-8 Luc est disponible et doit &tre suivi lors
de la mise en ceuvre de la méthode d’essai (18). Les laboratoires souhaitant mener cet essai
peuvent obtenir la lignée cellulaire recombinante THP-G8 auprés du laboratoire
GPC Lab. Co. Ltd., Tottori, Japon apres signature d’un accord de transfert de matériel, en
ligne avec les conditions énoncées dans le modele OCDE. Les paragraphes qui suivent
fournissent une description des principaux composants et protocoles de I’essai.

Préparation des celluless

14.11 convient d’utiliser la lignée cellulaire THP-G8 du laboratoire GPC Lab. Co. Ltd.,
Tottori, Japon, pour mener ’essai IL-8 Luc (voir paragraphes 8 et 13). A leur réception, les
cellules sont repiquées (2-4 repiquages) et congelées pour étre stockées en réserve
homogene. Les cellules de cette réserve peuvent étre repiquées jusqu’a six semaines, sans
dépasser 12 repiquages. Le milieu de culture utilisé pour le repiquage est le RPMI-1640
contenant 10 % sérum bovin feetal (SBF), une solution d’antibiotique/ antimycosique
(100 U/ml pénicilline G, 100 pg/ml streptomycine et 0,25 pg/ml amphotéricine B dans une
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solution saline a 0,85 %) (GIBCO Cat#15240-062, par exemple), 0,15 pg/ml puromycine
(CAS:58-58-2, par exemple) et 300 ug/ml G418 (CAS:108321-42-2, par exemple).

15. Avant utilisation des cellules pour 1’essai, elles doivent étre qualifiées par une vérification
de réactivité. Cette vérification doit étre effectuée une a deux semaines, ou 2
a 4 repiquages, aprés décongélation, avec comme témoin positif le 4-nitrobenzyle bromure
(4-NBB) (CAS:100-11-8, pureté > 99 %) et comme témoin négatif 1’acide lactique
(CAS:50-21-5, pureté > 85 %). Le 4-NBB doit générer une réponse positive pour
Ind-IL8LA (> 1,4), I’acide lactique doit générer une réponse négative pour Ind-ILSLA
(< 1,4). Seules les cellules ayant réussi la vérification de réactivité sont utilisées pour
I’essai. La vérification est réalisée suivant la procédure décrite aux paragraphes 22-24.

16. Pendant 1’essai, les cellules THP-G8 sont ensemencées a une densité de?2
a5 x 10° cellules/ml, puis placées en préculture dans des flacons de culture pendant 48
a 96 heures. Le jour de I’essai, les cellules sont récoltées depuis le flacon de culture et
rincées avec du RPMI-1640 contenant 10 % SBF sans antibiotiques, puis suspendues a une
densité de 1 x 10° cellules/ml dans du RPMI-1640 contenant 10 % SBF sans antibiotiques.
Les cellules sont enduites réparties dans une plaque microtitre noire 96 puits a fond plat
(Costar Cat#3603, par exemple) a raison de 50 pl par puits (5 x 10* cellules/puits).

Préparation du produit chimique d'essai et des substances témoin

17. Les produits chimiques d’essai et les substances témoin sont préparés le jour de 1’essai.
Dans la méthode IL-8 Luc, les produits chimiques d’essai sont dissous dans du
X-VIVO™ 5, un milieu sans sérum disponible dans le commerce (Lonza, 04-418Q),
jusqu’a une concentration finale de 20 mg/ml. Le milieu X-VIVO™ 15 est ajouté a 20 mg
de produit chimique d’essai (quelle que soit la solubilité du produit chimique) dans un
microtube, puis 1’on compléte pour atteindre un volume de 1 ml, le tube est mélangé
vigourecusement et placé sur un mélangeur rotatif & une vitesse maximale de 8 rpm
pendant 30 minutes a température ambiante (environ 20°C). De plus, si les produits
chimiques solides restent insolubles, le tube est soumis a une sonication jusqu’a dissolution
compléte du produit chimique ou jusqu’a obtention d’une dispersion stable. Si les produits
chimiques sont solubles dans le X-VIVO™ 15, 1a solution est diluée suivant un facteur 5
dans du X-VIVO™ 15 et utilisée comme solution de base des produits chimiques dans le
X-VIVO™ 15 (4mg/ml). Si les produits chimiques sont non-solubles dans Ile
X-VIVO™ 5, le mélange est a nouveau mélangé par rotation pendant au moins 30
minutes, puis centrifugé a 15000 rpm (= 20000 g) pendant 5 minutes. Le surnageant
obtenu est utilisé comme solution de base des produits chimiques dans le X-VIVO™ 15_ Si
d’autres solvants sont utilisés, par exemple le DMSO, ’eau ou du milieu de culture, les
raisons scientifiques de ce choix doivent étre expliquées. La procédure détaillée de dilution
des produits chimiques est fournie a I’appendice 3.5. Les solutions de X-VIVO™ 15
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décrites aux paragraphes 18-23 sont mélangées a 1:1 (v/v) avec les cellules en suspensions
préparées dans la plaque microtitre noire 96 puits a fond plat (voir paragraphe 16).

La premiére épreuve a pour but de déterminer la concentration cytotoxique et d’évaluer le
potentiel de sensibilisation cutanée des produits chimiques. Une série de dilutions de
facteur 2 des solutions de base des produits chimiques dans le X-VIVO™ 15 est réalisée
avec du X-VIVO™ 15 (voir Appendice 3.5), dans une plaque microtitre 96 puits (Costar
Cat#EW-01729-03, par exemple). Ensuite, dans chaque puits d’une plaque microtitre
noire 96 puits a fond plat, on ajoute 50 pl de solution diluée a 50 ul de cellules en
suspension. En conséquence, pour les produits chimiques d’essai solubles dans le
X-VIVO™ 5, la concentration finale de produit chimique se situe dans une fourchette
allant de 0,002 a2 mg/ml (Appendice 3.5). Pour les produits chimiques d’essai non
solubles dans le X-VIVO™ 15 a 20 mg/ml, seuls des facteurs de dilution allant de 2 a 21
sont prévus, bien que les concentrations finales réelles des produits chimiques d’essai
restent approximatives et dépendent de la concentration de saturation des produits
chimiques d’essai dans la solution de base X-VIVO™ 15.

Dans les épreuves suivantes (réplicats deux, trois et quatre), la solution de base
X-VIVO™ 15 est préparée a une concentration quatre fois supérieure a la concentration de
viabilité cellulaire 05 (CV0S5, la concentration la plus faible a laquelle Inh-GAPLA < 0,05)
observée lors de la premiére épreuve. Si la valeur Inh-GAPLA ne baisse pas sous la limite
de 0,05 a la plus haute concentration testée dans la premiére épreuve, la solution de base
X-VIVO™ 15 est préparée a la concentration la plus élevée de la premiére épreuve. La
concentration CVO0S5 est calculée en divisant la concentration de la solution de base de la
premiere épreuve par le facteur de dilution de CV05 (X) nécessaire pour diluer la solution
de base au point d’atteindre la valeur CVO05 (voir Appendice 3.5). Pour tester les
substances non solubles dans le X-VIVO a20 mg/mL, la CVO05 est déterminée par la
concentration de la solution de base x 1/X. Pour les épreuves 2 a 4, une seconde solution
de base est préparée a une concentration de 4 x CV50 (Appendice 3.5).

Une série de dilutions des secondes solutions de base de X-VIVO™ 15 est réalisée suivant
un facteur 1,5 dans une plaque microtitre 96 puits. Ensuite, dans une plaque microtitre
noire 96 puits a fond plat, on ajoute 50 pl/puits de la solution diluée a 50 pl/puits de
suspension cellulaire. Chaque concentration de chaque produit chimique d’essai est testée
dans 4 puits. Les échantillons sont ensuite mélangés sur un agitateur de plaques et incubés
pendant 16 heures a37°C,5% CO2, puis l'activité de la luciférase est mesurée
conformément a la procédure décrite ci-dessous. Pour établir une prédiction positive ou
négative, il faut avoir testé les produits chimiques d’essai dans 4 épreuves au maximum
avec ’essai IL-8 Luc.
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Le témoin de solvant est un mélange de 50 pl/puits de X-VIVO™ 15 et de 50 pl/puits de
suspension cellulaire dans du RPMI-1640 contenant 10 % SBF.

Le témoin positif recommandé est le 4-NBB. A 20 mg de 4-NBB placés dans un microtube
de 1,5ml, on ajoute du X-VIVO™15 jusqu’a atteindre 1 ml. Le tube est mélangé
vigoureusement et placé sur un mélangeur rotatif a une vitesse maximale de 8 rpm pendant
au minimum 30 minutes, puis centrifugé a 20 000 g pendant 5 minutes. Le surnageant
obtenu est dilué suivant un facteur 4 dans le X-VIVO™ 15, puis 500 ul du surnageant
dilué sont transférés dans un puits sur une plaque microtitre 96 puits. Le surnageant dilué
est a nouveau dilué dans du X-VIVO™ 15 suivant des facteurs 2 et 4, puis on ajoute 50 ul
des solutions a 50 pl de cellules THP-G8 en suspension dans une plaque microtitre
noire 96 puits a fond plat (Appendice 3.6). Chaque concentration du témoin positif est
testée dans 4 puits. La plaque microtitre est agitée sur un agitateur de microplaques et
incubée dans un incubateur a CO2 pendant 16 heures (37°C, 5 % COy), puis I’activité de la
luciférase est mesurée conformément a la procédure décrite au paragraphe 29.

Le témoin négatif recommandé est 1’acide lactique. A 20 mg d’acide lactique placés dans
un microtube de 1,5 ml, on ajoute du X-VIVO™ 15 (20 mg/ml) jusqu’a atteindre 1 ml. On
dilue la solution d’acide lactique a 20 mg/ml suivant un facteur 5 dans du X-VIVO™ 15
(4 mg/ml), puis 500 pl de cette solution d’acide lactique a 4 mg/ml sont transférés dans un
puits sur une plaque microtitre 96 puits. Cette solution est diluée suivant un facteur 2 dans
du X-VIVO™ 15, puis re-diluée suivant un facteur 2 pour produire des solutions a 2 mg/ml
et 1 mg/ml. On ajoute 50 pl de ces trois solutions et de témoin de véhicule (X-VIVO™ 15)
aux cellules THP-G8 dans une plaque microtitre noire 96 puits a fond plat. Chaque
concentration du témoin négatif est testée dans 4 puits. La plaque microtitre est agitée sur
un agitateur de microplaques et incubée dans un incubateur & CO2 pendant 16 heures
(37 °C, 5 % COy), puis I'activité de la luciférase est mesurée conformément a la procédure
décrite au paragraphe 29.

D’autres témoins positifs ou négatifs adaptés peuvent étre utilisés si des données
historiques sont disponibles pour en dériver des critéres d’acceptabilité comparables pour
les épreuves.

Des précautions doivent étre prises contre 1’évaporation des produits chimiques d’essai
volatiles et pour éviter toute contamination croisée entre puits par les produits chimiques
d’essai (en scellant la plaque avant incubation avec les produits chimiques d’essai, par
exemple).

Pour établir une prédiction positive ou négative, il faut avoir testé les produits chimiques
d’essai et le témoin de solvant dans 2 a 4 épreuves (voir Tableau 2). Les épreuves sont
réalisées en plusieurs jours distincts, avec des solutions de base des produits chimiques
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dans le X-VIVO™ 15 fraiches et des cellules récoltées séparément. Les cellules peuvent
étre issues du méme repiquage.

Mesure de 'activité de 1a luciférase

27.

28

29.

30.

La luminescence est mesurée a I’aide d’un luminométre pour microplaques 96 puits équipé
de filtres optiques, par exemple les séries Phelios (ATTO, Tokyo, Japon), Tristan 941
(Berthold, Bad Wildbad, Allemagne) ou ARVO (PerkinElmer, Waltham, MA, USA). Le
luminométre doit étre étalonné pour chaque essai, afin de garantir une bonne
reproductibilité des mesures (19). Des luciférases recombinantes orange et rouge sont
disponibles pour effectuer 1’étalonnage.

. On transfére 100 pl de réactif pré-chaufté Tripluc® Luciférase (Tripluc) dans chaque puits

de la plaque microtitre qui contient la suspension cellulaire traitée avec ou sans produit
chimique d’essai. La plaque est agitée pendant 10 minutes & température ambiante
(environ 20°C) avant d’étre placée dans le luminométre pour mesurer Pactivité de la
luciférase. La bioluminescence est mesurée pendant 3 secondes sans filtre optique (F0),
puis 3 secondes avec filtre optique (F1). Le recours a d’autres réglages doit étre justifié,
par exemple pour s’adapter au modéle de luminométre utilisé.

Pour chaque concentration, les parametres sont calculés a partir des valeurs mesurées, par
exemple ILSLA, GAPLA, nlL.8La, Ind-IL8LA, Inh-GAPLA, la moyenne avec écart type
pour IL8LA, la moyenne avec écart type pour GAPLA, la moyenne avec écart type pour
nIL.8LA, la moyenne avec écart type pour Ind-IL8LA, la moyenne avec écart type pour
Inh-GAPLA et I’intervalle de confiance a 95 % pour Ind-IL8LA. Les définitions des
parameétres utilisés dans le présent paragraphe sont fournies aux Appendices I etIV,
respectivement.

Avant de procéder aux mesures dans un essai a rapporteur multi-couleurs, il convient de
réaliser un discernement des couleurs, généralement a 1’aide de détecteurs (luminomeétre et
lecteur de plaque) équipés de filtres optiques tels que des filtres coupe-bande (filtres passe-
haut ou passe-bas) ou des filtres passe-bande. Il convient d’étalonner les coefficients de
transmission des filtres pour chaque signal coloré bioluminescent avant 1’essai, voir
Appendice 3.2.

RESULTATS ET RAPPORT

Evaluation des données

31.

Pour émettre une prédiction positive ou négative, les critéres a respecter dans chaque
épreuve sont les suivants:
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- une prédiction avec 1’essai [L-8 Luc est considérée comme positive si un produit chimique
d’essai présente une valeur Ind-IL8LA > 1,4 et si la limite inférieure de ’intervalle de
confiance a 95 % pour Ind-IL8LA est> 1,0

- une prédiction avec I’essai IL-8 Luc est considérée comme négative si un produit
chimique d’essai présente une valeur Ind-IL8LLA <14 ou si la limite inférieure de
I’intervalle de confiance a 95 % pour Ind-IL8LA est < 1,0

Modgéle prédictif

32. Les produits chimiques d'essai qui donnent deux résultats positifs lors de la 1¢, 2°, 3° ou 4°
épreuve sont considérés comme positifs, tandis que ceux qui donnent trois résultats
négatifs lors de la 1°, 2°, 3° ou 4° épreuve sont considérés comme potentiellement négatifs
(Tableau 2). Parmi les produits chimiques potentiellement négatifs, ceux qui sont dissous
420 mg/ml dans le X-VIVO™ 15 sont considérés comme négatifs, tandis que ceux qui ne
sont pas dissous a 20 mg/ml dans le X-VIVO™ 15 ne sont pas pris en considération
(Figure 1).

Tableau 2: critcéres d’identification des produits positifs et potentiellement négatifs

Epreuve 1 Epreuve 2 Epreuve 3 Epreuve 4 Prédiction finale

Positif Positif - - Positif
Négatif Positif - Positif
Négatif Positif Positif

Négatif Potentiellement négatif
Négatif Positif Positif - Positif
Négatif Positif Positif

Négatif Potentiellement négatif
Négatif Positif Positif Positif

Neégatif Potentiellement négatif

Negatif - Potentiellement négatif

Figure 1: mod¢le prédictif pour la décision finale
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Positif _
s Soluble & 20 mg/mi Négatif
chimique ) g
Potentiellement
négatif ‘Ne pas
Insoluble & 20 mg/mi prendre en
considération |

Critére d'acceptabilité

33. Les criteres d’acceptabilité suivants doivent étre remplis lorsque 1’essai IL-8 Luc est mené:

la valeur Ind-IL8LA doit étre de 5,0 au minimum a au moins une concentration du témoin
positif, 4-NBB, pour chaque essai.

la valeur Ind-IL8LA doit étre de 1,4 au maximum a toutes les concentrations du témoin
négatif, ’acide lactique, pour chaque essai.

il n’est pas tenu compte des données issues de plaques pour lesquelles la valeur GAPLA
des puits témoin, contenant des cellules et du Tripluc mais pas de produits chimiques, est
inférieure a5 fois la valeur des puits contenant le milieu d’essai seul (50 ul/puits de
RPMI-1640 contenant 10 % SBF et 50 ul/puits de X-VIVO™ 15).

il n’est pas tenu compte des données issues de plaques pour lesquelles la valeur Inh-
GAPLA a toutes les concentrations des produits chimiques d’essai ou des témoins est
inférieure a 0,05; dans ce cas, la premiere épreuve est reproduite de telle sorte que la
concentration finale la plus élevée dans le réplicat soit la plus basse concentration finale de
I’épreuve précedente.

Rapport d'essai

34. Le rapport d’essai contient les informations suivantes:

Produits chimiques d'essai

Substance mono-constituant:

Identification chimique: désignation(s) IUPAC ou CAS, numéro(s) CAS, code SMILES
ou InChl, formule développée et/ou autres identifiants;
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- Apparence physique, hydrosolubilit¢, masse moléculaire et autres propriétés physico-
chimiques, selon les données disponibles;

- Pureté, identit¢ chimique des impuretés 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);

- Solubilit¢ dans le X-VIVOTM 15. Pour les produits chimiques insolubles dans le
X-VIVOTM 15, indiquer si un précipité ou une flottation sont observés apres
centrifugation;

- Concentration(s) testée(s);
- Conditions de stockage et stabilité, selon les données disponibles;
- Justification du choix du solvant/véhicule pour chaque produit chimique d’essai si le

X-VIVOTM 15 n’a pas ¢été utilisé.

Substance multi-constituants, UVCB et mélange:

- Caractérisation, dans la mesure du possible, par exemple par 1’identité chimique (voir ci-
dessus), la pureté, les caractéristiques quantitatives et les propriétés physico-chimiques
pertinentes (voir ci-dessus) des constituants, selon les données disponibles;

- Apparence physique, hydrosolubilité et autres propriétés physico-chimiques pertinentes,
selon les données disponibles;

- Masse moléculaire ou masse moléculaire apparente dans le cas de mélanges/polyméres de
composition connue ou autres informations pertinentes pour la conduite de 1’¢tude;

- Traitement avant essai, s’il y a lieu (chauffage, broyage, par exemple);

- Solubilit¢ dans le X-VIVOTM 15. Pour les produits chimiques insolubles dans le
X-VIVOTM 15, indiquer si un précipit¢ ou une flottation sont observés aprés
centrifugation;

- Concentration(s) testée(s);
- Conditions de stockage et stabilité, selon les données disponibles.

- Justification du choix du solvant/véhicule pour chaque produit chimique d’essai st le
X-VIVOTM 15 n’a pas été utilisé.

Témoins

Témoin positif:
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Identification chimique: désignation(s) IUPAC ou CAS, numéro(s) CAS, code SMILES
ou InChl, formule développée et/ou autres identifiants;

Apparence physique, hydrosolubilité, masse moléculaire et autres propriétés physico-
chimiques pertinentes, selon les données disponibles et s’il y a lieu;

Pureté, identité chimique des impuretés 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) testée(s);
Conditions de stockage et stabilité, selon les données disponibles;
Référence aux données historiques relatives aux témoins positifs démontrant la conformité
aux criteres d’acceptabilité, s’il y a lieu.
Témoin négatif:
Identification chimique: désignation(s) [UPAC ou CAS, numéro(s) CAS et/ou autres
1dentifiants;

Pureté, identité chimique des impuretés s’il y a lieu et si les conditions pratiques le
permettent, etc.;

Apparence physique, masse moléculaire et autres propriétés physico-chimiques
pertinentes, si des témoins négatifs autres que ceux mentionnés dans la Ligne directrice
sont utilisés, et selon les données disponibles;

Conditions de stockage et stabilité, selon les données disponibles;

Justification du choix du solvant/véhicule pour chaque produit chimique d’essai.

Conditions d'essai

Nom et adresse du donneur d’ordre, de I’installation d’essai et du directeur de 1’¢étude;
Description de 1’essai utilisé;

Lignée cellulaire utilisée, conditions de stockage et origine (établissement d’ou
proviennent les cellules, par exemple);

Numéro de lot et origine du SBF, nom du fournisseur, numéro de lot de la plaque
microtitre noire 96 puits a fond plat, numéro de lot du réactif Tripluc;

Nombre de repiquages et densité cellulaire au moment de 1’essai;

M¢éthode de numération cellulaire utilisée pour I’ensemencement avant 1’essai et mesures
mises en oeuvre pour garantir une répartition homogene des cellules;
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Luminométre utilisé (mod¢le, par exemple), y compris réglages de I’instrument, substrat
de luciférase utilisé, démonstration de I’adéquation des mesures de luminescence avec les
témoins décrits a I’ Appendice 3.2;

Procédure suivie pour la démonstration de la compétence du laboratoire dans 1’exécution
de I’essai (en testant les substances d’épreuve, par exemple) ou pour la démonstration de
la reproductibilité de 1'essai dans le temps.

Mode opératoire

Nombre de réplicats et d’épreuves;

Concentration des produits chimiques d’essai, procédure d’application et durée
d’exposition (si celles-ci différent des recommandations);

Description des critéres d’évaluation et de décision appliqués;
Description des critéres d’acceptabilité de 1'¢tude utilisés;

Description de toutes modifications apportées au mode opératoire.

Résultats

Mesures de ILSLA et GAPLA;
Calculs de nIL8LA, Ind-IL8LA et Inh-GAPLA;
Intervalle de confiance a 95 % pour Ind-ILSLA;

Graphique présentant les courbes dose-effet pour 1’induction de I’activité de la luciférase
et la viabilité;

Description de toute autre observation pertinente, s’il y a lieu.

Discussion des résultats

Discussion des résultats obtenus avec 1’essai I1L-8 Luc;

Examen des résultats de 1’essai dans le contexte d’une démarche intégrée (IATA), si
d’autres informations pertinentes sont disponibles.

Conclusion
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Appendice 3.1

DEFINITIONS

Précision: étroitesse de 1’accord entre les résultats de 1’essai et les valeurs de référence
acceptées. Elle constitue une mesure de performance de l'essai et 1’un des aspects de sa
«pertinence». Ce terme est souvent utilis€ au sens de «concordance», pour qualifier la
proportion de résultats corrects d’un essai (16).

AOP (Adverse Outcome Pathway, voie toxicologique impliquée dans les effets
indésirables): séquence d’événements conduisant a la survenue d’un effet indésirable in
vivo, a partir de la structure chimique d’un produit chimique cible ou d’un groupe de
produits chimiques similaires et de I’événement initiateur au niveau moléculaire (20).

Produit chimique: une substance ou un mélange.

CV05: viabilité cellulaire 05. Concentration minimale a laquelle les produits chimiques
générerent une valeur Inh-GAPLA inférieure a 0,05.

FInSLO-LA: abréviation employée dans le rapport de validation et dans des études
précédentes sur 1’essai IL-8 Luc, faisant référence a Ind-IL8LA. Voir définition de
Ind-1L8LA.

GAPLA: activité de la luciférase rouge Stable Luciferase Red (SLR) (max = 630 nm), sous
régulation du promoteur de GAPDH, qui démontre la viabilité¢ cellulaire et le nombre de
cellules viables.

Danger: propriété intrinséque d’un agent ou situation susceptible de provoquer des effets
indésirables lorsqu’un organisme, un systéme ou une (sous-) population est exposé(e) a cet
agent.

JATA (Integrated Approach to Testing and Assessment, approches intégrées en
matiére d’essais et d’évaluation): approche structurée utilisée dans I’identification du
danger (potentiel), la caractérisation du danger (puissance) et/ou dans 1’évaluation de la
sécurité (potentiel de danger/puissance du danger et exposition) d’un produit chimique ou
d’un groupe de produits chimiques, qui intégre de fagon stratégique et pondérée toutes les
données pertinentes dans le but d’informer une décision réglementaire sur le danger
potentiel et/ou le risque et/ou le besoin d’effectuer d’autres tests ciblés.

II-SLR-LA: abréviation employée dans le rapport de validation et dans des études
précédentes sur I’essai 1L-8 Luc, faisant référence a Inh-GAPLA. Voir définition de Inh-
GAPLA.

IL-8 (Interleukine-8): cytokine issue des cellules endothéliales, fibroblastes, kératinocytes,
macrophages et monocytes qui provoque la chimiotaxie des neutrophiles et des

lymphocytes T.
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IL8LA: activité de la luciférase orange Stable Luciferase Orange (SLO)A (max = 580 nm),
sous régulation du promoteur de IL-8.

Ind-IL8LA: variation d’induction d’IL8LA. Calculée en divisant la valeur nILSLA des
cellules THP-GS traitées avec les produits chimiques par la valeur nIL8LA des cellules
THP-G8 non stimulées, elle représente I’induction du promoteur 1L-8 par les produits
chimiques.

Inh-GAPLA: inhibition de GAPLA. Calculée en divisant la valeur GAPLA des cellules
THP-G8 traitées avec les produits chimiques par la valeur GAPLA des cellules THP-GS8 non
stimulées, elle représente la cytotoxicité des produits chimiques.

Seuil minimal d’induction (MIT): la concentration minimale a laquelle un produit
chimique rempli le critére de positivité.

Mé¢élange: mélange ou solution constitué(e) d’au moins deux substances.

Substance mono-constituant: substance, définie par sa composition quantitative, dans
laquelle un constituant principal est présent a hauteur de 80 % minimum (m/m).

Substance multi-constituants: substance, définie par sa composition quantitative, dans
laquelle plus d’un constituant principal est présent dans une concentration > 10 % (m/m)
et < 80 % (m/m). Une substance multi-constituants résulte d’un processus de fabrication. La
différence entre un mélange et une substance multi-constituants est que le mélange est
obtenu en associant deux substances ou plus sans réaction chimique. Une substance multi-
constituants résulte d’une réaction chimique.

nIL8LA: I’activité¢ de SLO qui refléte 1’activité du promoteur IL-8 (IL8LA) normalisée par
I’activité de la SLR qui refléte I’activité du promoteur GAPDH (GALPA). Elle représente
Iactivité du promoteur IL-8 rapportée a la viabilité cellulaire ou au nombre de cellules.

nSLO-LA: abréviation employée dans le rapport de validation et dans des études
précédentes sur 1’essai [L-8 Luc, faisant référence a nIL8LA. Voir définition de nILSLA.

Témoin positif: réplicat contenant tous les composants d’un systéme d’essai, traité avec une
substance connue pour induire une réponse positive. Pour permettre d’évaluer la variabilité
de la réponse du témoin positif dans le temps, I’ampleur de la réponse positive ne doit pas
étre excessive.

Pré-hapténes: produits chimiques devenant sensibilisants suite a une transformation
abiotique.

Pro-hapténes: produits chimiques acquérant un pouvoir sensibilisant pour la peau suite a
une activation enzymatique.

Pertinence: décrit la relation entre I’essai et I’effet étudié, et rend compte de 1’adéquation
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de I’essai et de son utilité a des fins spécifiques. La pertinence indique dans quelle mesure
I’essai mesure ou prédit correctement I’effet biologique d’intérét. La pertinence tient compte
de la précision (concordance) de 1’essai (16).

Fiabilité: indique dans quelle mesure la mise en ceuvre d’un essai peut étre reproduite au
cours du temps par un méme laboratoire ou plusieurs laboratoires utilisant le méme mode
opératoire. Pour I’évaluer, on calcule la reproductibilité intra-laboratoire et inter-laboratoires
et la répétabilité intra-laboratoire (16).

Epreuve: consiste a tester un ou plusieurs produits chimiques parallelement & un
solvant/véhicule et & un témoin positif.

Sensibilité: proportion des produits chimiques positifs/actifs qui sont correctement classés
par l'essai. Elle permet de mesurer la précision d’un essai produisant des données
catégorielles, et constitue un aspect important de 1’évaluation de la pertinence de 1’essai
(16).

SLO-LA: abréviation employée dans le rapport de validation et dans des études précédentes
sur I’essai IL-8 Luc, faisant référence a ILSLA. Voir définition de ILSLA.

SLR-LA: abréviation employée dans le rapport de validation et dans des études précédentes
sur I’essai IL-8 Luc, faisant référence a GAPLA. Voir définition de GAPLA.

Témoin de solvant/véhicule: échantillon non traité contenant tous les composants d’un
systeme d’essai, excepté le produit chimique d’essai, mais comprenant le solvant /véhicule
utilisé. Il sert a déterminer une réponse de référence pour les échantillons traités avec le
produit chimique d’essai dissous ou en dispersion stable dans le méme solvant/véhicule.
Testé simultanément avec un témoin avec milieu, cet échantillon indique également si le
solvant/véhicule interagit avec le systéme d’essai.

Spécificité: proportion des produits chimiques négatifs/inactifs qui sont correctement
classés par 1’essai. Elle permet de mesurer la précision d’un essai produisant des données
catégorielles, et constitue un aspect important de 1’évaluation de la pertinence de ’essai

(16).

Substance: élément chimique et ses composés a 1’état naturel ou obtenus par un procédé de
production, y compris tout additif nécessaire pour préserver leur stabilité ainsi que toute
impureté produite par le procédé utilisé, mais a l'exclusion de tout solvant pouvant étre
extrait sans affecter la stabilité de la substance ni modifier sa composition.

Surfactant: aussi appelé agent de surface, il s'agit d'une substance, par exemple un
détergent, qui réduit la tension de surface d’un liquide et lui permet ainsi de former une
mousse ou de pénétrer dans des solides. Aussi appelé agent mouillant. (LD 437)

Produit chimique d'essai: toute substance ou tout mélange soumis a un essai réalisé
suivant la présente méthode.
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THP-G8: lignée cellulaire rapporteur IL-8 utilisée dans I’essai IL-8 Luc. La lignée
monocytaire humaine THP-1 a ¢été transfectée avec les geénes de la luciférase SLO et SLR
sous le contrdle des promoteurs I1L-8 et GAPDH, respectivement.

SGH (Systéme général harmonisé de classification et d’étiquetage des produits
chimiques des Nations unies): Systéme proposant la classification des produits chimiques
(substances et mélanges) conformément a des types et des niveaux normalisés de dangers
physiques, sanitaires et environnementaux, ainsi que la communication des éléments
d’information correspondants, notamment par des pictogrammes, mentions d’avertissement,
mentions de danger, conseils de prudence et fiches de données de sécurité, afin de diffuser
des informations sur leurs effets indésirables dans I’objectif de protéger les personnes (en
particulier les employeurs, employés, transporteurs, consommateurs et personnels des
services d’urgence) et I’environnement (21).

UVCB: substance de composition inconnue ou variable, produit réactionnel complexe et
matériaux biologiques.

Essai valide: essai dont la pertinence et la fiabilité sont jugées satisfaisantes pour des fins
spécifiques, et qui repose sur des principes scientifiquement valables. Un essai n’est jamais
valide dans I’absolu, mais seulement par rapport a une fin particuliere.
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Appendice 3.2

PRINCIPES DE MESURE DE L'ACTIVITE DE LA LUCIFERASE ET
DETERMINATION DES COEFFICIENTS DE TRANSMISSION DES FILTRES
OPTIQUES POUR SLO ET SLR

Le systtme d’essai a rapporteur multiple — Tripluc — peut étre utilisé avec un
luminometre a microplaque doté d’un systeme de détection multi-couleurs avec filtre
optique (Phelios AB-2350 [ATTO], ARVO [PerkinElmer] ou Tristar LB941
[Berthold], par exemple). Le filtre optique utilisé pour les mesures est un filtre passe-
haut ou passe-bas 600-620 nm, ou un filtre passe-bande 600-700 nm.

Mesure de deux couleurs de luciférase avec un filtre optique.

L’exemple ci-dessous est réalis¢é avec un appareil Phelios AB-2350 (ATTO). Le
luminomeétre est équipé d’un filtre passe-haut 600 nm (R60 HOYA Co.) (filtre 1) pour
séparer la luminescence SLO (Amax =580nm) de la luminescence SLR
(Amax = 630 nm).

Afin d’¢établir les coefficients de transmission du filtre passe-haut 600 nm, il convient
d’abord d’utiliser des enzymes luciférases SLO et SLR purifiées pour i) mesurer
I’intensité de la bioluminescence SLO et SLR en I’absence de filtre (F0), 1) mesurer
I’intensité de bioluminescence de SLO et SLR qui traverse le filtre 1 (passe-
haut 600 nm) et 111) calculer les coefficients de transmission du filtre 1 (600 nm) pour
SLO et SLR présentés ci-dessous.

Coefficients de transmission Abréviation Définition
SLO Filtre 1 coefficients de 10r60 Coefficient de transmission
transmission du filtre pour SLO
SLR Filtre 1 coefficients de Rreo Coefficient de transmission
transmission du filtre pour SLR

Si D’intensité de SLO et SLR dans 1’échantillon testé sont appelées O et R,
respectivement, alors i) l’intensité lumineuse sans filtre (tout optique) FO et ii)
I’intensité lumineuse transmise a travers le filtre 1 (600 nm) F1 sont décrites ci-
dessous.

FO=0+R
F1=xOre0 x O + kRreo x R

Ces formules peuvent étre expliquées comme suit:
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<F0> ( 1 1 ><O>
F1 KOpso  KRpgo/ \R

Ensuite, a partir des coefficients de transmission calculés (kOrso €t KRreo) et des
valeurs FO et F1 calculées, il est possible de trouver les valeurs O et R selon le calcul
cl-apres:

<O> < 1 1 >_1<FO>
R KOpso  KRpeo F1

Matériel et méthode de détermination du facteur de transmission
(1) Réactifs
Enzymes de luciferase purifiées:

Enzyme SLO purifiée lyophilisée
Enzyme SLR purifiée lyophilisée

(dans I’¢tude de wvalidation, les enzymes ont ¢été acquises auprés de GPC
Lab. Co. Ltd., Tottori, Japon, de méme que la lignée cellulaire THP-GS)

Réactif:

Réactif Tripluc® Luciférase (obtenu par exemple auprés de TOYOBO Cat#MRA-
301)

Milieu: pour le test de luciférase (30 ml, stocké a 2 - 8°C)

Concentration Volume
Réactif Concentration | finale dans le | ', ume
o nécessaire
milieu
RPMI-1640 - - 27 ml
SBF - 10 % 3 ml

(2) Préparation des solutions enzymatiques

Dissoudre les enzymes purifiées lyophilisées de luciférase dans un tube en
ajoutant 200 ul de 10 ~ 100 mM Tris/HCl ou Hepes/HCI (pH 7,5 ~ 8,0) supplémenté
avec 10 % (m/v) glycérol, subdiviser la solution enzymatique en aliquotes en 10 pl
dans des tubes jetables de 1,5 ml et stocker les tubes congelés a -80°C. Les solutions
enzymatiques congelées peuvent &tre utilisées pendant au maximum six mois. Pour
utiliser les solutions, ajouter 1 ml du milieu de 1’essai de luciférase (RPMI-1640
avec 10 % SBF) a chaque tube de solution enzymatique (solution diluée) et maintenir
les tubes sur la glace pour éviter toute désactivation.

(3) Mesure de la bioluminescence
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Décongeler le réactif de I’essai de luciférase Tripluc® (Tripluc) et le maintenir a
température ambiante dans un bain marie ou sur la paillasse. Allumer le
luminometre 30 minutes avant le début des mesures, afin de permettre au
photomultiplicateur de se stabiliser. Transférer 100 pl de la solution enzymatique
diluée dans une plaque microtitre noire 96 puits a fond plat (échantillon de
référence SLO en #B1, #B2, #B3, échantillon de référence SLR en #D1, #D2, #D3).
Transférer ensuite 100 ul de Tripluc préchauffé dans chaque puits de la plaque
contenant la solution enzymatique diluée a I’aide d’une pipette automatique. Agiter la
plaque pendant 10 minutes a température ambiante (environ 25°C) sur un agitateur de
plaque. Eliminer les bulles qui pourraient se former dans les solutions. Placer la plaque
dans le luminometre pour mesurer 1’activité de la luciférase. La bioluminescence est
mesurée pendant 3 secondes en I’absence de filtre optique (F0) et 3 secondes avec filtre
optique (F1).

Les coefficients de transmission du filtre optique sont calculés comme suit:

Coefficient de transmission (SLO (xOre0))= (#B1 de F1+ #B2 de F1+ #B3 de F1) /
(#B1 de FO+ #B2 de FO+ #B3 de F0)

Coefficient de transmission (SLR (kRreo))= (#D1 de F1+ #D2 de F1+ #D3 de F1) /
(#D1 de FO+ #D2 de FO+ #D3 de FO)

Les facteurs de transmission calculés sont utilisés pour toutes les mesures réalisées
avec le méme luminométre.

Controle de la qualité du matériel

11 convient de suivre la procédure décrite dans le mode opératoire IL-8 Luc (18).
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Appendice 3.3

SUBSTANCES D’EPREUVE DE COMPETENCE

Avant d’utiliser en routine l'essai décrit dans le présent appendice a la méthode d'essai B.71,
les laboratoires doivent démontrer leurs compétences techniques en obtenant la prédiction
attendue avec 1’essai IL-8 Luc pour les 10 substances recommandées au tableau 1 et en
obtenant des valeurs compatibles avec les plages de référence respectives d’au
moins 8 substances d’épreuve sur 10 (substances retenues pour représenter 1’éventail de
réponses possibles au danger de sensibilisation cutanée). Les autres critéres étaient la
disponibilité des substances dans le commerce, ainsi que la disponibilité de données de
référence in vivo et de données in vitro de grande qualité générées avec la méthode
IL-8 Luc. Des données de référence publiées pour la méthode IL-8 Luc sont par ailleurs
disponibles (1) (6).

Tableau 1: substances recommandées pour démontrer les compétences techniques relatives a la
méthode 1L-8 Luc

Solubilité Prédiction  Plage de référence
dans le 1L-8 Luc? (pg/ml)?

Substances d'épreuve N°CAS . Btat  X-VIVOIS Prédiction

7 PN | _
compétence 220 Invivo V054 IL-8 L;lc
MIT
mg/ml

2,4- . Sensibilisant .
Dinitrochlorobenzéne 97-00-7 Solide Insoluble (extréme) Positif 2.3-39 0.5-2.3

. — Sensibilisant ..
Formaldéhyde 50-00-0  Liquide Soluble (fort) Positif 9-30 4-9
Mercapto-2- 149-30-4  Solide  Insoluble SomSIPISANt pogie 95000 60-250
benzothiazole (modéré)
Ethylénediamine 107-153  Liquide  Soluble  Scnsioilisant —p e 500700 0.1-04

(modéré)
Ethyléneglycol .o Sensibilisant "
dimethacrylate 97-90-5  Liquide Insoluble (faible) Positif > 2000 0.04-0.1
p-allylanisole (Estragol) ~ 140-67-0 Liquide Tnsoluble Selg;li’;}f)am Positif ~ >2000  0.01-0.07
Sulphate de 381074 gilide  Soluble Non Négatif ~ >2000 > 2000
Streptomycine 0 sensibilisant
Glycérol 56-81-5  Liquide  Soluble Non Négatif ~ >2000 > 2000
sensibilisant
.. Non o

Isopropanol 67-63-0  Liquide Soluble sensibilisant Négatif > 2000 > 2000

Abréviations: N°CAS = Numéro d’enregistrement au Chemical Abstracts Service

! La puissance in vivo est obtenue d’aprés les critéres proposés par 'ECETOC (19).

2 Basée sur les valeurs historiques observées (1) (6).

3 Les valeurs CV05 et IL-8 Luc MIT ont été calculées a partir de ’hydrosolubilité indiquée par le logiciel
EPI Suite™.

* CV05: concentration minimale 2 laquelle les produits chimiques générent une valeur Inh-GAPLA inférieure 4 0,05.
5 MIT: concentration la plus faible & laquelle un produit chimique répond aux critéres de positivité.
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Appendice 3.4

INDICES ET CRITERES DE JUGEMENT
nIL8LA (nSLO-LA)

Les réplicats j (j =1 a 4) des concentrations 1 (1= 0 a 11) sont mesurées pour ILSLA (SLO-
LA) et pour GAPLA (SLR-LA), respectivement. La valeur ILSLA normalisée, appelée
nIL8LA (nSLO-LA), est définie comme suit:

nlL8LA;; = IL8LA;;/GAPLA;
Il s’agit de I’unité¢ de mesure de base pour cet essai.
Ind-ILSLA (FInSLO-LA)

La hausse moyenne de la valeur nILSLA (nSLO-LA) pour le réplicat a une concentration 1
par rapport a la concentration 0, Ind-IL8LA, est la mesure principale de I’essai. Le calcul du
ratio s’effectue grace a la formule qui suit:

Ind — IL8LA; = {(1/4) x ¥;nIL8LA;}/{(1/4) x ¥;nIL8LA;}

Le laboratoire principal suggére de retenir une valeur de 1,4 comme seuil de positivité pour
le produit chimique d’essai. Cette valeur s’appuie sur 1’étude des données historiques du
laboratoire principal. L’équipe de gestion des données a ensuite utilisé cette valeur dans
toutes les phases de 1’étude de validation. Le principal résultat, Ind-IL8LA, est le ratio de
deux moyennes arithmétiques comme détaillé dans 1’équation.

Intervalle de confiance a 95 % (IC 95 %)

La précision de mesure du résultat principal est estimée grace a I’intervalle de confiance
a 95 % (IC 95 %) du ratio. Le seuil inférieur de I’IC 95 %>1 indique que la valeur nIL8LA a
I’'une des concentrations i est significativement supérieure a la valeur obtenue avec le
témoin de solvant. L’IC 95 % peut étre calculé de plusieurs manicres. Dans la présente
¢étude, la méthode dite du théoréme de Fieller a été utilisée. Selon ce théoréme, I’intervalle
de confiance a 95 % est calculé comme suit:

—B — vB? —4AC —B + vB? —4AC
2A ’ 2A ’

ou

Sd2 Sdz-
—2,  B=-2x%xy, C=§2—ty5, X—2etny =4,
Ny nyi

_ o2 .2
A = X5 =t 9750m) X
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%o = (1/ng) X Xy nIL8LAy;, sd2 = {1/(ny — 1)} X T;(nIL8LA; — X, )",
ny = 4, §; = (1/ny;) x 3,(nlL8LAy), sd% = {1/(ny; — 1)} x T;(nIL8LA; — 7;)".

too75(,) st le rang centile 97,5 dans la distribution centrée de Student, avec le v du degré de

liberté, ou
(28 4 550 [ - (&) _
V= (no * Nyi ) / {( ng ) /(ng—1) + Nyj /(nyi 1) .

Inh-GAPLA (II-SLR-LA)

La valeur Inh-GAPLA est le ratio de la valeur GAPLA moyenne (SLR-LA) pour le réplicat
a une concentration 1 comparée a la valeur obtenue avec le témoin de solvant, calculée
suivant I’équation ci-apres

Inh — GAPLA; = {(1/4) X ; GAPLA;;}/{(1/4) X ; GAPLA,;}.

La valeur GAPLA étant placée en dénominateur du calcul de nIL8LA, si GAPLA est tres
faible, la variation de nIL8LA est trés grande. En conséquence, les valeurs Ind-IL8LA pour
une tres faible valeur Inh-GAPLA (inférieure a 0,05) doivent étre considérées comme peu
précises.
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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-VIVO™ 15 3 raison de 20 mg/ml

Si le produit chimique est soluble dans le X- U
VIVOTM 15 (1" épreuve) Facteur de dilution de 5
20 mg/ml ] Solution mére

a Facteur de dilution de 2 (4 mg/ml) |

ST TS RSN |

1mg/m O 4mg/mi O]
0[] €$=========s=s=s=s==s========== ng/ml a

l Ajouter aux suspensions de ceIIuIes dans une plaque 96 puits (50pl: 50ul)

e e e b b b b

0,5 mg/ml D 2 mg/ml D
1mg/ml ]

0

Déterminer la concentration la plus élevée dans les expériences suivantes

o . = CVO05; la plus faible concentration a laquelle Inh-
8 - GAPLA devient < 0,05 (concentration de la solution
x E 1 mere x 1/facteur de dilution (X))
ol _/
0

__Inh-GAPLA

1mg/ml 4 mg/ml

OEﬁ ------------ 0,5mg/ml 2 mg/ml 1
2°,3°ou 4°® épreuve | U
dlluer |
Témoin X-VIVO™ 15 1x] 4x CVO05 (4x la concentration de la
Facteur de dilution de 1 57 solution meére x 1/X)

S e e

Ajout aux cellules dans une plaque 96 puits (50ul: 50ul)
2xCVO05

b e b b b e b b e e b

(b) Pour les produits chimiques insolubles dans le X-VIVO™ 15 4 20 mg/ml
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Si le produit chimique est insoluble dans le ﬂ
X-VIVOTM 15 {1~ épreuve) oo

‘d Maizngar per : Sunageant
Mmgimi  Tott0n et x1 (solution mere}
Facteur de diintionde 2 centritgzer
x1102¢4
X1.‘$1¢ x‘ll1“8 X1Am.1 :usv.sp-rs-ors d» [ h."»sd:ns wne pague 96 puts {S0pt SO}
n'ms 11512 x11128 %2 pilution final
X1102¢ X126 1%L X116 it Bicioniiosls
< ! CVO5; Iz pius falble conce ntration 3 lsguete inh-
E ) R = GAPLA devignt « 0,05 {conce ntrstion de i3 soiution
Q. \ mére x1/facteur de diivtion {X})
Czrcmtatce Grgc tama 20 ":l'a:b-.—c:
X172043 ol 18 xa
=} x11C34 | X116 x1/4
X
2¢, 3* ou 4" épreuve | S ‘q
| Diler U
Témoin X-VIVO™ 15 - x 4x CV05 (4x 1a concentration de la
Factzur de diiction de 1,5 solution mére x 1/X)

—

b b e e e b e e e b

Ajout aux cellules dans une plague 5 puits {SOu!

et e bl e e e e e
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Appendice 3.6

SCHEMA DE LA METHODE DE DISSOLUTION DU 4-NBB POUR LE TEMOIN POSITIF
DE L’ESSAI IL-8 LUC.

Témoin positif: 4-NBB (insoluble dans le X-VIVO™ 15)

Dilution de facteur 4
—, )

Mélanger par
rotation et Surnageant x1/4

20 mg/ml
mgim centrifuger x1

Dilution de facteur 2

%
1 1 1
bl el

x1116 x1/8  x1/4

Témoin X-VIVO™ 15

mélanger aux cellules dans une plaque 96 puits
l (50 pL : 50 pL)

Témoin X-VIVO™ 15 x1/32  x1/16  x1/3
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(9) Dans la partie C, les chapitres suivants sont ajoutés:

«C.52 ETUDE ETENDUE DE TOXICITE POUR LA REPRODUCTION SUR UNE
GENERATION CHEZ MEDAKA (MEOGRT)

INTRODUCTION

1.

La présente méthode d'essai est équivalente a la ligne directrice (LD) 240 (2015) de
I'OCDE. L’étude étendue sur une génération chez médaka (Medaka Extended One
Generation Test, MEOGRT) est un essai complet d’exposition sur plusieurs générations
chez le poisson visant a obtenir des données pouvant servir a 1’évaluation des dangers et
des risques pour ’environnement liés aux produits chimiques, en particulier les produits
suspectés d’étre des perturbateurs endocriniens (PE). L’exposition dans I'essai MEOGRT
est poursuivie jusqu’a 1’éclosion (jusqu’a deux semaines post-fécondation, spf) dans la
seconde génération (F2). Des investigations complémentaires seraient nécessaires pour
justifier une extension éventuelle au-dela de 1’éclosion a la génération F2 ; actuellement,
les données disponibles ne fournissent pas d’éléments ou de criteres justifiant une
extension de la génération F2. Cependant, cette méthode d'essal pourra étre mise a jour en
fonction d’éventuelles informations ou données nouvelles. Il pourra ainsi étre conseillé,
dans certaines circonstances, d’étendre la génération F2 jusqu’a la reproduction (dans le
cas de produits chimiques présentant un pouvoir ¢élevé de bioconcentration, ou
d’indications relatives a des effets transgénérationnels dans d’autres taxons). Cette
méthode d'essai peut étre utilisée pour 1’évaluation des effets chroniques potentiels des
produits chimiques, notamment ceux susceptibles d’avoir des effets perturbateurs sur le
systeme endocrinien, chez le poisson. La méthode décrite vise principalement a mettre en
évidence des effets potentiels pertinents au niveau d’une population (a savoir des impacts
indésirables sur la survie, le développement, la croissance et la reproduction) afin de
calculer une concentration sans effet observé (CSEO) ou une concentration efficace a x %
(CEx) ; 1l convient cependant de noter que les approches de type CEx sont rarement
adaptées aux ¢études de grande ampleur de ce type, ou l’augmentation du nombre de
concentrations d’essai en vue de déterminer la CEx souhaitée peut étre impraticable et peut
aussi poser des problémes en termes de bien-étre animal, compte tenu du grand nombre
d’animaux utilisés. Pour les produits chimiques ne nécessitant pas une évaluation
multigénérationnelle ou ne constituant pas des perturbateurs endocriniens potentiels,
d’autres essais peuvent étre plus adaptés (1). Le médaka japonais est I’espéce a utiliser
pour cette méthode d'essai en raison de la briéveté de son cycle de vie et de la possibilité
de déterminer son sexe génétique (2), qui est un ¢élément clé pour cette méthode. Les
méthodes et effets observés spécifiques décrits dans la présente méthode d'essai
s’appliquent exclusivement au médaka japonais. D’autres espéces de petits poissons (le
poisson-zébre, par exemple) peuvent étre adaptées a un protocole d’essai similaire.
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2. Plusieurs effets biologiques sont mesurés dans la présente méthode d'essai. Il s’agit en
premier lieu de mettre en évidence les effets indésirables potentiels sur des paramétres
pertinents en termes de population, tels que la survie, le développement macroscopique, la
croissance et la reproduction. En second lieu, afin de disposer d’informations
mécanistiques et de pouvoir établir des liens entre les résultats d’autres types d’études de
terrain ou de laboratoire établissant a posteriori une activité potentielle de perturbation du
systéme endocrinien (activité androgénique ou cestrogénique dans d’autres tests et essais,
par exemple), on obtient d’autres informations utiles en mesurant ’ARNm de la
vitellogénine (vtg) (ou la protéine vitellogénine, VTG) et des caractéres sexuels
secondaires (CSS) phénotypiques li¢s au sexe génétique, et en procédant a une évaluation
histopathologique. Il convient de noter que si un produit chimique d'essai ou ses
métabolites ne sont pas suspectés d’étre des PE, il est possible de se dispenser de mesurer
ces effets secondaires, des études nécessitant moins de ressources et d’animaux étant alors
plus appropriées (1). Les définitions utilisées dans cette méthode d'essai sont données a

I’appendice 1.

REMARQUES PRELIMINAIRES ET LIMITES

3. FEtant donné le nombre limité de produits chimiques d'essais et le nombre limité de
laboratoires impliqués dans 1’étude de validation de cette méthode d’essai complexe, on
peut s’attendre & ce que la méthode d'essai soit réexaminée et si nécessaire mise a jour a la
lumiére de I’expérience acquise. Ces données peuvent étre utilisées au niveau 5 du Cadre
conceptuel de I’OCDE pour les essais et 1'évaluation des perturbateurs endocriniens (3). La
méthode d’essai commence par I’exposition de poissons adultes (génération F0) au produit
chimique d'essai durant la phase de reproduction. L’exposition se poursuit durant les
phases de développement et de reproduction a la génération F1 et la phase d’éclosion a la
génération F2 ; 1’essai permet donc d’évaluer les voies endocriniennes tant sur le plan
structurel que sur celui de 1’activation. Une approche fondée sur I’analyse du poids de la
preuve peut €tre mise en ceuvre dans Dinterprétation des effets mesurés au niveau
endocrinien.

4. Cet essai doit porter sur un nombre d’individus permettant de garantir une puissance
suffisante a 1’évaluation des effets relatifs a la reproduction (voir appendice 3), ce nombre
ne dépassant pas toutefois le minimum requis eu égard au bien-étre animal. Compte tenu
du grand nombre d’animaux utilisés, 1l importe de considérer avec attention la nécessité de
I’essai, en fonction des données existantes qui pourraient déja comporter des informations
pertinentes sur bon nombre des effets mesurés dans l'essat MEOGRT. Le document de
I’OCDE Fish Toxicity Testing Framework (Série sur les essais et évaluations, n® 171) peut
apporter une aide a cet égard (1).
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5. La méthode d’essai a ét¢ congue pour permettre la mise en évidence des effets d’une seule
substance. Cependant, si1 un essai doit étre réalis¢ sur un mélange, il convient de vérifier si
les résultats seront acceptables dans le cadre réglementaire imposé.

6. Avant d’entamer l'essai, il est important de disposer d'informations sur les propriétés
physico-chimiques du produit chimique d'essai, afin notamment de s’assurer de la stabilité
des solutions de ce produit. Il est aussi nécessaire de maitriser une méthode analytique
suffisamment sensible permettant de vérifier les concentrations du produit chimique
d'essal.

PRINCIPE DE L’ESSAI

7. L’essai commence par I’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 distribué¢ dans 1’organisme de la génération parentale (FO)
selon le comportement toxicocinétique du produit. Le plus pres possible du premier jour de
la quatriéme semaine, les ceufs sont récoltés en vue d’obtenir la génération F1. Au cours de
I’¢levage de la génération F1 (15 semaines au total), le taux d’éclosion et la survie sont
évalués. De plus, des poissons sont préleves a 9-10 spf pour la mesure des effets sur le
développement, et la ponte est évaluée sur trois semaines, de 12 a 14 spf. Une génération
F2 est obtenue apreés la troisieme semaine d’évaluation de la reproduction, et élevée
jusqu’a la fin de 1’éclosion.

CRITERES DE VALIDITE DE L’ESSAI
8. Les critéres de validité de 1’essai sont les suivants:

- La concentration d’oxygene dissous est > 60 % de la valeur de saturation en air pendant
tout 1’essai;

- Latempérature moyenne de 1’eau pendant toute la durée de 1’étude est comprise entre 24
et 26 °C. De brefs écarts par rapport a la moyenne dans certains aquariums n’excédent pas
2 °C;

- La fécondité moyenne des témoins dans chaque génération (FO et F1) est supérieure a
20 ceufs par couple et par jour. La fertilité¢ de tous les ceufs produits durant I’évaluation est

supérieure a 80 %. De plus, 16 des 24 couples reproducteurs témoins recommandés (soit
plus de 65 % d’entre eux) produisent plus de 20 ceufs par couple et par jour;

- Le taux d’éclosion des ceufs est > 80 % (en moyenne) chez les témoins (dans chacune des
générations F1 et F2);
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10.

La survie apres ¢closion jusqu’a 3 spf et de 3 spf jusqu’a I’euthanasie pour la génération
F1 (soit 15 spf) est > 80 % (en moyenne) et > 90% (en moyenne) respectivement chez les
témoins (F1);

Les données disponibles démontrent que la concentration du produit chimique d'essai en
solution a été correctement maintenue dans un intervalle de + 20 % autour des valeurs
moyennes mesurées.

En ce qui concerne la température de I’eau, bien que cela ne soit pas un critére de validité,
les réplicats au sein d’un traitement ne doivent pas étre statistiquement différents les uns des
autres, et les groupes traités au sein d’un essai ne doivent pas étre statistiquement différents
les uns des autres (sur la base des températures mesurées quotidiennement, et en excluant les
écarts de courte durée).

Bien qu’une baisse de la reproduction puisse étre observée dans les groupes exposés aux
concentrations les plus élevées, la reproduction devrait étre suffisante, au moins dans le
troisieme groupe le plus exposé et tous les groupes les moins exposés de la génération FO,
pour remplir les incubateurs éclosoirs. De plus, la survie embryonnaire dans le troisiéme
groupe le plus exposé et les groupes les moins exposés de la génération F1 doit étre de
nature a permettre 1’évaluation des effets mesurés lors du prélévement subadulte (voir les
paragraphes 36 et 38 et 1’appendice 9). En outre, on doit observer au moins une survie
post-éclosion minimale (~20 %) dans le second groupe le plus exposé de F1. Ces points ne
sont pas des criteres de validité, mais des recommandations visant a permettre le calcul des
CSEO sur des bases solides.

Si un écart par rapport aux critéres de validité de 1’essai est observé, les conséquences
doivent étre appréciées au regard de la fiabilité des résultats de I’essai et ces écarts et leur
appréciation doit étre consignée dans le rapport d’essai.

DESCRIPTION DE LA METHODE

Appareillage

11.

Eau

On utilise du matériel courant de laboratoire et en particulier:

(a)  oxygénométre et pH-métre;
(b)  instrument permettant de mesurer la dureté et I’alcalinité de 1’eau;

(c)  dispositif adéquat de régulation de la température avec, de préférence, une surveillance en
continu;

(d)  cuves en matériau chimiquement inerte et de capacité adaptée a la charge et a la densité de
peuplement recommandées (voir appendice 3);

(e)  balance suffisamment précise (précision de + 0,5 mg).
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12.

On utilise une eau dans laquelle I’espéce soumise a 1’essai présente des taux adéquats de
croissance et de survie a long terme. Cette eau doit étre de qualité constante pendant la
durée de I’essai. Pour s’assurer que I’eau de dilution ne puisse pas influer sur le résultat de
I’essai (par complexation du produit chimique d'essai, par exemple) ou avoir des effets
néfastes sur la performance des poissons géniteurs, on prélévera des échantillons a
différents intervalles pour analyse. Le dosage des métaux lourds (Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni,
par exemple), des principaux anions et cations (Ca?’, Mg*" Na", K', Cl', SO+*, par
exemple), des pesticides, du carbone organique total et des solides en suspension doit &tre
effectué tous les six mois, par exemple, pour une eau de dilution connue pour étre de
qualit¢ relativement constante. Certaines caractéristiques chimiques pour une eau de
dilution acceptable sont énumérées a 1’appendice 2. Le pH de ’eau doit se situer entre 6.5
et 8.5 et ne pas varier de au-dela de 0.5 unité au cours de 1’essai.

Systéme d’exposition

13.

La conception et les matériels utilisés pour le systéme d’exposition ne sont pas spécifiés.
On utilisera pour la construction du systeme d’exposition du verre, de I’acier inoxydable
ou d’autres matériaux chimiquement inertes qui n’auront pas été contaminés par de
précédents essais. Pour cet essai, un systeme dynamique constituera par exemple un
systeme d’exposition adapté (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13).

Solutions d’essai

14.

15.

Une solution mere du produit chimique d'essai est introduite dans le systéme d’exposition a
I’aide d’une pompe appropriée. Le débit de la solution mere doit étre calibré d’apres les
données analytiques relatives aux solutions d’essai établies avant le début de 1’exposition,
et faire 1’objet d’un contréle volumétrique périodique au cours de I’essai. La solution
d’essai est renouvelée 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 débit pouvant aller jusqu’a 20 m/min), selon la stabilité du produit
chimique d'essai et la qualité de 1’eau.

Des solutions d’essai sont ajustées a la concentration voulue par dilution d’une solution
mere. La solution mere est, de préférence, préparée par simple mélange ou agitation du
produit chimique d'essai dans 1’eau de dilution par des moyens mécaniques (agitation et/ou
ultrasons, par exemple). Des colonnes/systémes de saturation ou des méthodes de dosage
passif (14) peuvent étre utilisés pour 1’obtention d’une solution mére a la concentration
voulue. On s’efforcera dans toute la mesure du possible d’éviter ’emploi de solvants et
autres véhicules car: (1) certains solvants peuvent avoir eux-mémes des effets toxiques
et/ou induire des réponses indésirables ou inattendues, (2) 1’essai de produits chimiques a
une concentration supérieure a leur solubilité dans [’eau (ce qui arrive fréquemment si des
solvants sont utilisés) peut fausser la détermination 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 biofilms associés a une activité microbienne, ce qui peut avoir un impact sur
les conditions environnementales et sur la capacité de maintenir les concentrations
d’exposition, et (4) en 1’absence de données historiques démontrant que le solvant n’influe
pas sur les résultats de 1’¢tude, 1’'usage de solvants nécessite le traitement d’un groupe
témoin avec solvant, ce qui a des effets significatifs en termes de bien-étre animal, des
animaux supplémentaires étant alors nécessaires pour la conduite de I’essai. Pour les
produits chimiques difficiles a tester, un solvant peut étre employé en dernier ressort, et
I’on consultera alors le Document d’orientation de I'OCDE n°® 23 sur les essais de toxicité
aquatique des substances et mélanges «difficiles» (15) afin de déterminer la meilleure
méthode a employer. Le solvant sera choisi en fonction des propriétés chimiques du
produit chimique d'essai et de la disponibilité de données historiques sur 1’utilisation du
solvant. En cas de recours a un solvant comme véhicule, des témoins appropriés pour le
solvant seront analysés en plus des témoins (négatifs) sans solvant (eau de dilution seule).
Si le recours & un solvant est inévitable et si une activité microbienne (formation de
biofilms) se produit, il est recommandé de noter/consigner dans le rapport la présence de
biofilm dans chaque cuve (au moins une fois par semaine) pendant toute la durée de
I’essai. Idéalement, la concentration de solvant devra étre maintenue constante dans le
témoin avec solvant et tous les groupes traités. Si 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 utilisée chez le témoin avec solvant. Si un solvant est utilis¢é comme
véhicule, les concentrations maximales de solvant ne devront pas dépasser 100 ul/l ou
100 mg/1 (15), et 1l est recommandé de maintenir la concentration de solvant aussi bas que
possible (< 20 pl/l, par exemple), pour éviter que le solvant puisse avoir une incidence sur
les effets mesurés (16).

Animaux d’essai

Sélection et stabulation des poissons

16. L’espéce soumise aux essais est le médaka japonais Oryzias latipes, en raison de la
brieveté de son cycle de vie et de la possibilité de déterminer son sexe génétique. Bien que
d’autres especes de petits poissons puissent convenir pour un protocole d’essai similaire,
les méthodes et observations spécifiques décrites dans cette méthode d'essai s’appliquent
exclusivement au médaka japonais (voir le paragraphe 1). Le médaka se préte bien a la
reproduction en captivité ; des méthodes ont été publiées pour sa culture (17) (18) (19), et
I’on dispose de données d’essais sur la 1étalité a court terme, les premiers stades de la vie
et le cycle de vie complet (5) (6) (8) (9) (20). Tous les poissons sont soumis a une
photopériode de 16 h de lumiere et 8 h d’obscurité. Ils sont nourris avec des artémies
vivantes, Artemia spp., nauplii qui peuvent étre complétés par de la nourriture en flocons
du commerce, si nécessaire. Des analyses pratiquées régulierement sur les aliments en
flocons doivent permettre de s’assurer qu’ils ne sont pas contaminés.
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17.

Dans la mesure ou des méthodes d’élevage appropriées sont suivies, il n’est pas nécessaire
d’appliquer un protocole de culture spécifique. Le médaka peut par exemple étre élevé en
cuves de 2 | avec 240 larves par cuve jusqu’a 4 spf, puis en cuves de 2 I avec 10 poissons

par cuve jusqu’a 8 spf, aprés quoi les couples reproducteurs sont transférés dans des cuves
de2l.

Acclimatation et sélection des poissons

18.

19.

20.

Les poissons d’essai sont sélectionnés parmi une population de laboratoire issue d’une
méme lignée, qui aura été acclimatée pendant au moins deux semaines avant I’essai dans
des conditions de qualité de I’eau et d’éclairage semblables a celles de I’essai (nota: cette
période d’acclimatation n’est pas une période de pré-exposition in situ). Il est recommandé
que les poissons d’essai soient obtenus par culture en interne, le transport des poissons
adultes étant stressant et pouvant interférer avec une ponte fiable. Les poissons doivent &tre
nourris de nauplii d’artémies deux fois par jour pendant toute la période d’élevage et la
phase d’exposition, complétés si nécessaire par des aliments en flocons du commerce. Un
minimum de 42 couples reproducteurs (54 couples si un témoin avec solvant est requis en
raison, notamment, de 1’absence de données historiques a I’appui de ’utilisation du seul
témoin avec solvant) sont considérés comme nécessaires pour démarrer cet essai de fagon a
garantir la réplication adéquate. En outre, il convient de vérifier pour chaque couple
reproducteur de la génération FO qu’il s’agit bien d’un couple XX-XY (présentant pour
chaque sexe la configuration normale de chromosomes sexuels), afin d’éviter I’inclusion
possible de males spontanés XX (voir le paragraphe 39).

Durant la phase d’acclimatation, la mortalit¢é chez les poissons de culture doit étre
consignée, et les critéres suivants s’appliquent aprés une période d’adaptation de 48 h:

mortalité supérieure a 10 % de la population en culture dans les sept jours précédant le
transfert vers le systéme d’essai: rejet du lot complet;

mortalité comprise entre 5 % et 10 % de la population dans les sept jours précédant le
transfert vers le systéme d’essai: acclimatation pendant sept jours en plus de la période
d’acclimatation de 2 semaines ; si la mortalité est supérieure a 5 % durant la seconde
période de sept jours, rejet du lot complet;

mortalité inférieure a 5 % de la population dans les sept jours précédant le transfert vers le
systéme d’essai: acceptation du lot.

Les poissons ne doivent pas recevoir de traitement contre une maladie durant la période
d’acclimatation de deux semaines précédant I’essai et durant la période d’exposition, et
tout traitement doit étre complétement évité si possible. Les poissons présentant des signes
cliniques de maladies ne doivent pas &tre utilisés dans I’étude. Un relevé d’observations ct
de tout traitement prophylactique ou thérapeutique pendant la période de culture précédant
I’essai doit €tre assuré.
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21. La phase d’exposition débute avec des adultes sexuellement dimorphiques, génétiquement
sexués, issus d’une population de laboratoire d’animaux sexuellement matures élevés a
25+ 2 °C. Les poissons doivent étre identifiés comme des reproducteurs avérés (ayant
produit une descendance viable) dans la semaine précédant 1’exposition. Pour tout le
groupe de poissons utilisés lors de 1’essai, la plage des poids individuels par sexe au début
de I’essai ne doit pas sortir d’un intervalle de &+ 20 % autour de la moyenne arithmétique
des poids pour le méme sexe. Un sous-échantillon de poissons sera pesé avant 1’essai afin
d’estimer le poids moyen. Les poissons sélectionnés doivent étre au moins a 12 spf, et
avoir un poids > 300 mg pour les femelles et > 250 mg pour les maéles.

CONCEPTION DE L’ESSAI

Concentrations d’essai

22.11 est recommandé d’utiliser cinq concentrations d’essai, en plus du/des témoin(s). Toutes
les sources d’information doivent étre prises en compte lors du choix de la gamme de
concentrations d’essai, y compris les relations quantitatives structure-activité (QSAR), les
données établies par la méthode des références croisées, les résultats d’essais sur les
poissons tels que les essais de mortalité aigu¢ (chapitre C.1 de la présente annexe), ’essai
de reproduction a court terme chez les poissons (chapitre C.48 de la présente annexe) et
d’autres méthodes d'essai , comme les chapitres C.15, C.37, C.41, C.47 ou C49 de la
présente annexe (21) (22) (23) (24) (25) (26) s1 ces données sont disponibles ou, si
nécessaire, les résultats d’un essai visant a déterminer la gamme des concentrations et
couvrant éventuellement une phase de reproduction. Si un essai de détermination de la
gamme des concentrations est nécessaire, il peut étre conduit dans des conditions (qualité
de I’eau, systéme d’essai, charge animale) similaires a celles de 1’essai définitif. Si ’'usage
d’un solvant est nécessaire et qu’aucune donnée historique n’est disponible, I’essai de
détermination de la gamme de concentrations peut &tre utilisé pour s’assurer de
I’adéquation du solvant. La concentration d’essai la plus élevée ne doit pas dépasser la
solubilité¢ dans ’eau, 10 mg/l ou 1/10° de la CL50 a 96 h (27). La concentration la plus
basse doit étre de 10 a 100 fois plus faible que la concentration la plus ¢levée. L’utilisation
de cinq concentrations dans cet essat permet non seulement de mesurer les relations dose-
réponse, mais fournit en outre la concentration minimale avec effet observé (CMEO) et la
CSEO requises pour [’¢valuation des risques dans certains programmes a visée
réglementaire ou contextes juridiques. En regle générale, le facteur d’espacement des
concentrations nominales de produit chimique d'essai entre niveaux de traitement adjacents
est<32.

Réplicats au sein des groupes traités et des témoins

23. 11 convient d’utiliser un minimum de six enceintes réplicats par concentration d’essai (voir
appendice 7). Pendant la phase de reproduction (excepté pour la génération FO), la
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24.

structure de réplication est doublée pour 1’évaluation de la fécondité et chaque réplicat
comporte un seul couple reproducteur (voir paragraphe 42).

Outre la série de concentrations du produit chimique d'essai, on utilisera une enceinte
témoin contenant de I’eau de dilution uniquement et, si nécessaire, une autre contenant
uniquement le solvant dans I’eau. Le nombre d’enceintes réplicats doit &tre doublé pour les
témoins, afin de garantir la puissance statistique requise (au moins douze réplicats devront
étre utilisés pour les témoins). Durant la phase de reproduction, le nombre de réplicats est
doublé chez les témoins (soit 24 réplicats au minimum, chaque réplicat ne comportant
qu’un seul couple reproducteur). Apres la reproduction, les réplicats témoins ne doivent
pas contenir plus de 20 embryons (poissons).

PROCEDURE

Début de ’essai

25.

26.

Les poissons adultes sexuellement actifs utilisés pour démarrer la génération FO de I’essai
sont sélectionnés sur deux critéres: age (le plus souvent plus de 12 spf mais de préférence
pas plus de 16 spf) et poids (a savoir femelles > 300 mg et males > 250 mg).

Les couples male-femelle répondant aux spécifications ci-dessus sont placés par couples
individuels dans les cuves destinées a recevoir les réplicats, soit douze réplicats chez les
témoins et six réplicats dans les groupes traités par le produit chimique au début de 1’essai.
Ces cuves sont assignées de fagon aléatoire a un traitement (par exemple T1-T5 et témoin)
et un réplicat (par exemple A-L témoins et A-F traités), puis placées dans le systéme
d’exposition avec le débit approprié pour chaque cuve.

Conditions d’exposition

27.

28.

On trouvera a 1’appendice 3 un récapitulatif complet des paramétres et conditions d’essai.
Le respect de ces spécifications devrait se traduire chez les témoins par des valeurs
mesurées similaires a celles indiquées a ’annexe 4.

Au cours de 1’essai, I’oxygene dissous, le pH et la température doivent étre mesurés dans
au moins un récipient d’essai pour chaque groupe traité et le groupe témoin. Ces mesures,
a P’exception des mesures de température, doivent étre réalisées au moins une fois par
semaine pendant la période d’exposition. La température moyenne de 1’eau pendant toute
la durée de I’étude doit se situer entre 24 et 26 °C. La température doit étre mesurée
chaque jour pendant la période d’exposition. Le pH de I’eau doit se situer entre 6.5 et 8.5
et ne pas varier de au-dela de 0.5 unité au cours de I’essai. Les réplicats au sein d’un
traitement ne doivent pas différer statistiquement les uns des autres, et les groupes traités
au sein de I’essai ne doivent pas différer statistiquement les uns des autres (sur la base des
mesures quotidiennes de température, et en excluant de brefs écarts).
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Durée d’exposition

29.

L’essai expose des poissons sexuellement aptes a la reproduction en commencant par la
génération FO, exposée pendant trois semaines. A la semaine 4, approximativement au
24° jour d’essai, la génération F1 est mise en place, les couples reproducteurs FO sont
euthanasiés et leur poids et leur longueur sont consignés (voir paragraphe 34). La
génération F1 est ensuite exposée pendant plus de 14 semaines (15 semaines au total pour
F1) et la génération F2 est exposée pendant deux semaines jusqu’a 1’éclosion. La durée
totale de 1’essai est en principe de 19 semaines (jusqu’a I’éclosion de F2). Le déroulement
chronologique de I’essai est représenté au tableau 2 et expliqué en détail a 1’appendice 9.

Régime alimentaire

30.

Les poissons peuvent étre nourris ad libitum d’artémies (Artemia spp., nauplii 4gés de 24
heures), complétées si nécessaire par des aliments en flocons du commerce. Il convient
d’analyser régulierement les aliments en flocons pour s’assurer qu’ils ne sont pas
contaminés par des pesticides organochlorés, des hydrocarbures aromatiques polycycliques
(HAP) ou des polychlorobiphényles (PCB). Les aliments présentant un niveau élevé de
substances agissant sur le systéme endocrinien (c’est-a-dire de phyto-cestrogeénes) qui
pourraient compromettre la réponse a 1’essai sont a éviter. Les aliments non consommés et
les maticres fécales doivent é&tre retirés des récipients d’essai par des méthodes
appropriées, par exemple par un nettoyage soigneux du fond de chaque cuve au moyen
d’un siphon. Les cotés et le fond de chaque cuve doivent également étre nettoyés une ou
deux fois par semaine (par grattage avec une spatule, par exemple). On trouvera a
I’appendice 5 un exemple de régime alimentaire. Les doses distribuées sont fonction du
nombre de poissons par réplicat. Elles sont donc réduites en cas de mortalité dans un
réplicat.

Dosages analytiques et mesures

31.

32.

Avant le début de la période d’exposition, il convient de vérifier le bon fonctionnement du
systeme de distribution du produit chimique. Toutes les méthodes analytiques nécessaires
doivent étre établies, et il faut disposer d’une connaissance suffisante de la stabilité du
produit chimique dans le systéme d’essai. Durant 1’essai, les concentrations de produit
chimique d'essai sont déterminées a des intervalles appropriés, de préférence une fois par
semaine sur un réplicat pour chaque groupe traité, en changeant chaque semaine de réplicat
dans un méme groupe.

Au cours de I’essai, les débits de diluant et de solution mére doivent étre vérifiés a
intervalles réguliers (au minimum trois fois par semaine, par exemple). Il est recommandé
de fonder les résultats sur les concentrations mesurées. Cependant, si la concentration du
produit chimique d'essai en solution a été correctement maintenue tout au long de 1’essai
dans un intervalle de £ 20 % autour des valeurs moyennes mesurées, les résultats pourront
étre calculés a partir des valeurs nominales ou mesurées. Dans le cas de produits chimiques
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présentant une accumulation marquée chez le poisson, les concentrations d’essai pourront
décroitre au fur et a mesure de la croissance des poissons. En pareil cas, il est recommandé
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 effets mesurés

33. Les effets mesurés sont la fécondité, la fertilité, 1’éclosion, la croissance et la survie,
I’objectif étant d’évaluer les effets possibles au niveau de la population. Des observations
du comportement doivent également étre réalisées chaque jour, et tout comportement
inhabituel doit ¢tre consigné. Les autres effets mesurés, d’ordre mécanistique, sont les
niveaux hépatiques d’ARN messager de la vitellogénine (ARNm vzg) ou de protéine VTG
établis par immuno-essai ((28), par exemple), les marqueurs sexuels phénotypiques tels
que les papilles de la nageoire anale caractéristiques du male, I’évaluation histologique du
sexe gonadique et I’évaluation histopathologique des reins, du foie et des gonades (voir la
liste des effets mesurés au tableau 1). Tous ces effets spécifiques sont évalués dans le
contexte de la détermination du sexe génétique de 1’individu, basée sur la présence ou
I’absence du géne dmy déterminant le sexe masculin chez médaka (voir le paragraphe 41).
Le délai de ponte est également évalué. En outre, un sex-ratio phénotypique simple peut
étre établi sur la base des informations fournies par le comptage des papilles de la nageoire
anale, permettant de définir les individus comme male ou femelle du point de vue
phénotypique. La présente méthode d'essai ne saurait détecter des déviations modérées par
rapport au sex-ratio attendu, car le nombre relativement faible de poissons par réplicat
n’apporte pas une puissance statistique suffisante. Aussi, lors de [1’évaluation
histopathologique, les gonades sont évaluées et des analyses beaucoup plus puissantes sont
réalisées pour la détermination du phénotype gonadique dans le contexte du sexe
geénétique.

34. L’objectif premier de cette méthode d'essai est d’évaluer les effets potentiels au niveau
d’une population d’un produit chimique d'essai. Les effets mécanistiques mesurés (VTG,
CSS et certains effets histopathologiques touchant les gonades) peuvent également aider a
déterminer s’il existe un effet médié par une activité endocrinienne. Cependant, ces effets
d’ordre mécanistique peuvent aussi étre influencés par une toxicité systémique ou autre.
On pourra donc aussi évaluer plus précisément 1’histopathologie hépatique et rénale dans le
but de mieux comprendre les éventuelles réponses au niveau des effets mécanistiques
mesurés. Toutefois, si ces évaluations précises ne sont pas réalisées, les anomalies
macroscopiques observées incidemment lors de 1’évaluation histopathologique devront
néanmoins étre relevées et consignées dans le rapport.

Euthanasie des poissons

35. A la fin de D’exposition des générations FO et F1, lorsqu’un sous-échantillon de poissons
subadultes est prélevé, les poissons sont euthanasiés a I’aide de quantités appropriées de
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solution anesthésique (par exemple tricaine méthanesulfonate, MS-222 (CAS.886-86-2),
100-500 mg/l) tamponnés avec 300 mg/l de NaHCO3 (bicarbonate de sodium, CAS.144-
55-8)) destinées a réduire I’irritation de la membrane muqueuse. Si les poissons montrent
des signes de souffrance considérable (i.e. séveéres et que leur mort est prévisible) et que
leur état est moribond, les animaux doivent étre anesthési€és puis euthanasiés, et traités
comme des cas de mortalité lors de I’analyse des données. Quand un poisson est euthanasié
dans ce cas sévere, il faut le consigner dans le rapport d’essai. En fonction du moment de
I’essai ou le poisson est euthanasié, il peut étre retenu pour une analyse histopathologique,
en fixant le spécimen préalablement a une analyse future.

Manipulation des ceufs et des larves

Récolte des ceufs des couples reproducteurs en vue de la reproduction de la génération suivante

36.

37.

Les ceufs sont récoltés le premier jour (ou les deux premiers jours, si nécessaire) de la
semaine d’essai 4 entre FO et F1 et de la semaine d’essai 18 entre F1 et F2. La semaine
d’essai 18 correspond a des poissons adultes F1 de 15 spf (semaines post-fécondation). 11
importe que tous les ceufs soient retirés de chaque cuve la veille de la récolte des ceufs, afin
que tous les ceufs récoltés pour un couple reproducteur proviennent d’une seule et méme
ponte. Apres la ponte, la femelle médaka transporte parfois ses ceufs preés de I’orifice anal
en attendant de pouvoir les déposer sur un substrat. En ’absence de substrat dans la cuve,
les ceufs peuvent se trouver soient attachés a la femelle soit au fond de la cuve. Selon leur
emplacement, ils seront prélevés avec précaution sur la femelle ou siphonnés depuis le
fond de la cuve a la semaine d’essai 4 de FO et la semaine d’essai 18 de F1. Tous les ccufs
récoltés au sein d’un traitement sont réunis avant d’€tre répartis dans les chambres
d’incubation.

Les filaments qui maintiennent ensemble les ccufs pondus doivent étre retirés. Les ceufs
fécondés (jusqu’a 20 ccufs) sont récoltés pour chaque couple reproducteur (1 couple par
réplicat), regroupés par traitement et répartis de fagon systématique dans les chambres
d’incubation appropriées (appendices 6 et 7). Un bon microscope a dissection permet
d’observer les marques du début de la fertilisation/du développement, 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 étre placées
dans des «aquariums incubateurs» distincts pour chaque traitement (dans lesquels il faut
alors mesurer les parameétres de qualité de ’eau et les concentrations de produit chimique
d'essai) ou dans 1’aquarium de réplicats qui contiendra les larves écloses
(éleuthéroembryons, par exemple). Si un deuxiéme jour de récolte est nécessaire (23° jour
d’essai), tous les ceufs des deux jours doivent étre réunis et répartis systématiquement entre
les réplicats de traitement.

Elevage des ceufs jusqu’a I’éclosion
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38.

39.

Les ceufs fécondés sont agités continuellement, par exemple par des bulles d’air dans
I’incubateur, ou par agitation verticale de D’incubateur. Les décés d’ceufs fécondés
(embryons) sont observés et consignés quotidiennement. Les ceufs morts sont retirés des
incubateurs (appendice 9). Au 7°jour post-fécondation (jpf), 1’agitation est stoppée ou
réduite de telle sorte que les ceufs fécondés se déposent au fond de I'incubateur. Cela
favorise 1’éclosion, généralement le jour ou les deux jours suivants. Pour chaque traitement
et témoin, on compte les alevins (jeunes larves ; éleuthéroembryons) (en regroupant les
réplicats). Les ceufs fécondés qui n’ont pas éclos au terme de deux fois le jour médian de
I’éclosion chez les témoins (généralement a 16 ou 18 jpf) sont considérés comme non
viables et écartés.

Douze alevins sont transférés dans chaque cuve de réplicat. Les alevins des chambres
d’incubation sont réunis et répartis de facon systématique dans les cuves de réplicats
(appendice 7). On peut a cet effet sélectionner de fagon aléatoire un alevin du lot traité et
ajouter séquentiellement un alevin par tirage en aveugle dans un aquarium pour réplicat.
Chacune des cuves doit contenir un nombre égal (n=12) de larves écloses (au maximum
20 larves dans chaque cuve). S’il n’y a pas suffisamment d’alevins pour remplir tous les
réplicats de traitements, il est recommandé de veiller a ce que le plus grand nombre de
réplicats possible comportent 12 alevins. Les alevins peuvent étre manipulés en toute
sécurité au moyen de pipettes en verre de grand diametre. Les alevins en surnombre sont
euthanasiés au moyen d’un anesthésique. Durant les quelques semaines précédant la
constitution des couples reproducteurs, le jour ou est observée la premiére ponte doit étre
consigné pour chaque réplicat.

Constitution des couples reproducteurs

Préléevement tissulaire et détermination du sexe génotypique

40.

41.

La détermination du sexe génotypique par prélévement tissulaire au niveau d’une nageoire
est réalisée a la spf 9-10 (c’est-a-dire la semaine d’essai 12-13 pour la génération F1). Tous
les poissons d’une cuve sont anesthésiés (par des méthodes approuvées, IACUC, par
exemple) et un petit échantillon de tissu est prélevé a I’extrémité dorsale ou ventrale de la
nageoire caudale de chaque poisson, afin de déterminer le sexe génotypique de 1’individu
(29). Les poissons d’un réplicat peuvent étre placés dans de petites cages, si possible avec
un poisson par cage, dans la cuve réplicat. Il est également possible de placer deux
poissons par cage s’ils présentent des signes distinctifs. On peut a cet effet pratiquer des
coupes différentes lors du prélévement au niveau de la nageoire caudale (I’une a
I’extrémité dorsale et ’autre a I’extrémité ventrale, par exemple).

Le sexe génotypique du médaka est déterminé par un géne identifié et séquencé (dmy) situé
sur le chromosome Y. La présence de dmy indique un individu XY, quel que soit le
phénotype, et I’absence de dmy indique un individu XX, quel que soit le phénotype (30)
(31). De T’acide désoxyribonucléique (ADN) est extrait de chaque prélévement et la
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présence ou I’absence de dmy est établie par réaction en chaine par polymérase (PCR) (voir
I’appendice 9 du chapitre C.41 de la présente annexe ou les appendices 3 et 4 dans (29)).

Mise en place des couples reproducteurs

42.Les informations sur le sexe génotypique sont utilisées pour établir des couples
reproducteurs XX-XY, indépendamment du phénotype externe, qui peut étre altéré par
I’exposition a un produit chimique d'essai. Le lendemain de la détermination du sexe
génotypique de chaque poisson, deux poissons XX et deux poissons XY de chaque réplicat
sont sélectionnés de fagon aléatoire et deux couples XX-XY sont mis en place. Si un
réplicat ne comporte pas deux poissons XX ou deux XY, il convient de trouver des
poissons appropriés dans d’autres réplicats au sein du traitement. La priorité est d’avoir le
nombre recommandé de réplicats de couples reproducteurs pour chaque traitement (12) et
chez les témoins (24). Les poissons présentant des anomalies apparentes (problémes de
vessie natatoire, malformations spinales, tailles extrémes, etc.) sont a écarter lors de la
mise en place des couples reproducteurs. Lors de la phase de reproduction a la génération
F1, chaque cuve réplicat doit contenir un seul couple reproducteur.

Prélévement de subadultes et évaluation des effets mesurés

Prélévement de couples non reproducteurs

43. Apres la constitution des couples reproducteurs, les poissons non sélectionnés pour la
reproduction sont euthanasiés, afin de mesurer les effets a la semaine d’essai 12-13 (F1). 1
est extrémement important de manipuler les poissons de telle sorte que le sexe génotypique
déterminé pour la sélection des couples reproducteurs puisse encore étre tracé pour chaque
poisson. Toutes les données recueillies sont analysées dans le contexte du sexe
génotypique de chaque individu. Chaque poisson est utilis¢é pour une série de mesures
incluant: la détermination du taux de survie des poissons juvéniles/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 été raccourcie lors du prélévement tissulaire visant a
déterminer le sexe génétique ; on mesurera la longueur totale si le prélévement n’a porté
que sur la partie dorsale ou ventrale de la nageoire caudale) et 1a masse corporelle (a savoir
le poids frais, a sec), PARNm vtg (ou la VTG) hépatique et les papilles de la nageoire
anale (voir les tableaux 1 et 2). Il faut noter que le poids et la longueur des couples
reproducteurs sont également requis pour le calcul de la croissance moyenne au sein d’un
groupe traité.

Prélévement tissulaire et mesure de la vitellogénine
44. Le foie est extrait par dissection et stocké a < -70 °C jusqu’a la mesure de ’ARNm vig (ou
de la VTG). La queue du poisson, y compris la nageoire anale, est conservée dans un
fixateur appropri¢ (de Davidson, par exemple) ou photographiée de telle sorte qu’il soit
possible de compter plus tard les papilles de la nageoire anale. On peut si on le souhaite
prélever également d’autres tissus (gonade, par exemple) et les conserver. La concentration
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de VTG hépatique doit étre quantifiée par une technique ELISA homologue (voir les
procédures recommandées pour médaka a 1’appendice 6 du chapitre C.48 de la présente
annexe). Une autre solution consiste a quantifier ’ARNm v#g, par extraction de ’ARNm
du géne vtg I d’un prélévement hépatique et quantification du nombre de copies du géne
vtg I (par ng d’ARNm total), par PCR quantitative, selon les méthodes établies par 1’U.S.
EPA (29). Au lieu de déterminer le nombre de copies du géne vig dans les groupes témoins
et les groupes traités, une méthode plus économique en ressources et moins difficile du
point de vue technique consiste a déterminer le changement relatif (facteur multiplicatif),
dans I’expression du géne vtg I, entre groupe témoin et groupes traités.

Caracteres sexuels secondaires

45.

Dans des circonstances normales, seul le médaka maéle sexuellement mature présente des
papilles, qui se développent sur les plaques de jonction de certains rayons de la nageoire
anale et constituent un caractére sexuel secondaire pouvant servir de biomarqueur pour les
effets perturbateurs endocriniens. La méthode de comptage des papilles de la nageoire
anale (nombre de plaques de jonction présentant des papilles) est décrite a I”appendice 8.
Le nombre de papilles de la nageoire anale par individu est en outre utilisé pour classer les
individus comme phénotype externe male ou femelle et établir ainsi un sex-ratio simple
pour chaque réplicat. Tout médaka présentant un nombre de papilles supérieur a 0 est
défini comme male tout médaka présentant 0 papille au niveau de la nageoire anale est
défini comme femelle.

Evaluation de la fécondité et de la fertilité

46.

47.

La fécondité et la fertilité sont évaluées lors des semaines 1 a 3 a la génération FO et des
semaines 15 a 17 a la génération F1. Les ccufs de chaque couple reproducteur sont récoltés
chaque jour pendant 21 jours consécutifs. Ils sont retirés avec précaution de sous le ventre
des femelles (placées dans un filet) et/ou siphonnés du fond de 1’aquarium tous les matins.
La fécondité et la fertilité sont consignées chaque jour pour chaque couple réplicat. La
fécondité est définie comme le nombre d’ceufs pondus, et la fertilité est définie
fonctionnellement comme le nombre d’ceufs fécondés et viables au moment du comptage.
Le comptage doit intervenir dés que possible apreés la récolte.

La fécondité des réplicats est consignée chaque jour, c’est le nombre d’ceufs par couple
reproducteur ; ’analyse par les procédures statistiques recommandées porte sur les
moyennes des réplicats. La fertilité des réplicats est la somme des nombres d’ceufs fertiles
produits par un couple reproducteur divisée par la somme des nombres d’ceufs produits par
ce couple. Statistiquement, la fertilité est analysée comme un taux par réplicat. Le taux
d’éclosion des réplicats correspond au nombre d’alevins divisé par le nombre d’embryons
chargés (20 généralement). Statistiquement, le taux d’éclosion est analysé comme un taux
par réplicat.

Prélévement d’adultes et évaluation des effets mesurés
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Prélévement de couples reproducteurs

48. Apres la semaine d’essai 17 (c’est-a-dire aprés le démarrage réussi de la génération F2), les
adultes F1 sont euthanasiés et divers effets sont évalués (voir tableaux 1 et 2). La nageoire
anale est examinée pour évaluer les papilles (voir appendice 8), et/ou la queue est retirée
au niveau immédiatement postérieur a 1’orifice anal et fixée pour un comptage ultérieur des
papilles. Une partie de la nageoire caudale peut étre prélevée et archivée a ce moment-la
pour vérification du sexe génétique (dmy), si on le souhaite. Il est possible de pratiquer si
nécessaire un prélévement tissulaire pour répéter la recherche du dmy et vérifier le sexe
génétique de certains poissons. La cavité corporelle est ouverte pour qu’il soit possible de
pratiquer une perfusion avec des fixateurs appropriés (de Davidson, par exemple) avant
immersion du corps entier dans le fixateur. Cependant, si une étape de perméabilisation
appropriée est réalisée avant la fixation, il n’est pas nécessaire d’ouvrir la cavité
corporelle.

Histopathologie

49. Chaque poisson fait 1’objet d’une évaluation histopathologique a la recherche de
pathologies du tissu gonadique (29) (30). Comme on 1’a vu au paragraphe 33, des effets
mécanistiques €valués dans cet essai (VIG, CSS et certains effets histopathologiques
gonadiques) peuvent &tre influencés par une toxicité systémique ou autre. L’évaluation
histopathologique détaillée du foie et des reins peut donc aider a comprendre les réponses
au niveau des effets mécanistiques mesurés. Cependant, si ces évaluations détaillées ne
sont pas réalisées, les anomalies macroscopiques observées incidemment lors de
I’évaluation histopathologique doivent étre relevées et consignées dans le rapport. Une
«lecture descendante», depuis le groupe le plus exposé (par rapport aux témoins) jusqu’au
traitement sans effet, peut étre envisagée ; il est cependant recommandé de se reporter au
document d’orientation sur 1’histopathologie de I’EPA (29). En régle générale, les coupes
histologiques de tous les prélévements sont préparées avant d’€tre lues par le pathologiste.
Si ’on utilise une «lecture descendantey, il est noté que la procédure Rao-Scott Cochrane-
Armitage by Slices (RSCABS) est fondée sur 1’anticipation d’une augmentation de
I’impact biologique (de la pathologie) lorsque les niveaux de dose augmentent. On perd
donc de la puissance si 1’on considére uniquement une dose ¢levée, sans aucune dose
intermédiaire. Si une analyse statistique n’est pas nécessaire pour déterminer que la dose
élevée est sans effet, cette approche peut étre acceptable. Le phénotype gonadique découle
¢galement de cette évaluation.

Autres observations
50. L'essat MEOGRT fournit des données utilisables (par exemple dans une approche fondée
sur ’analyse du poids de la preuve) pour évaluer simultanément au moins deux grands
types de voies intervenant dans les effets indésirables (adverse outcome pathways, AOP)
qui aboutissent a des effets sur la reproduction: (a) des voies a médiation endocrine
impliquant une perturbation de 1’axe endocrinien hypothalamo-hypophyso-gonadique
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(HHG) ; et (b) des voies se traduisant par une réduction de la survie, de la croissance
(longueur et poids) et de la reproduction du fait d’une toxicité a médiation non endocrine.
Des effets classiquement mesurés dans les essais de toxicité chronique tels que I’essai sur
le cycle de vie complet et 1’essai sur les premiers stades de la vie sont également inclus
dans cet essai et peuvent étre utilisés pour évaluer les dangers présentés a la fois par les
modes d’action toxique a médiation non endocrine et les voies a médiation endocrine. Au
cours de I’essai, il convient d’observer quotidiennement les comportements, et tout
comportement inhabituel doit étre noté. De plus, toute mortalité doit étre notée et on
calculera la survie jusqu’a la sélection des poissons (semaine d’essai 6/7), la survie aprés la
sé€lection jusqu’au prélévement subadulte (9-10 spf) et la survie depuis la constitution des
couples jusqu’au prélévement de poissons adultes.

Tableau 1: Effets mesurés dans I'essai MEOGRT*

Stade de la vie Effet mesuré Génération
Embryon Eclosion (% et délai d’éclosion) F1,F2
(2 spf)
Juvénile Survie F1
(4 spf)
Subadulte Survie F1
(9 orl0 spf)
Croissance
(longueur et poids)
Vitellogénine
(ARNm ou protéine)

Caracteres sexuels secondaires

(papilles de la nageoire anale)

Sex-ratio externe

Délai jusqu’a la 1™ ponte

Adulte Reproduction FO, F1
(12-14 spf) (fécondité et fertilite)
Adulte Survie F1
(15 spf) Croissance
(longueur et poids)

Caractéres sexuels secondaires
(papilles de la nageoire anale)

Histopathologie
(gonade, foie, rein)

*Ces effets mesurés doivent faire 1’objet d’une analyse statistique
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DEROULEMENT CHRONOLOGIQUE

51. Le tableau 2 illustre le déroulement chronologique de 1’essai. L'essai MEOGRT comprend
4 semaines d’exposition des adultes FO et 15 semaines d’exposition de la génération F1,
ainsi qu’une période d’exposition de la seconde génération (F2) jusqu’a 1’éclosion (2 spf).
L’appendice 9 récapitule les différentes étapes du début a la fin de I'essat MEOGRT.
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Tableau 2: Chronologie de I’exposition et des effets mesurés au cours de I'essai MEOGRT.

MEOGRT chronologie de ’exposition et des effets mesurés

0 1121314
1 1121314]|5]6]7]8]9|10|11|12]13|14|15
F2 1]2

Semaine d'essai]l 1 |2 |3 |4 5|67 |8]|9[10]11|12]13|14|15]16|17]18]19

Stade de la vie Embryon Larve Juvénile Subadulte Adulte

Effets mesurés

Fécondité Fo I e  Plan expérimental: 7 groupes de

Fertilité Fo I

réplicats
o 5 traités par le produit

Eclosion Fi F2 chimique d'essai

o 2 témoins (4 siun solvant est

Survie F F I utilisé)
Croissance Fo F1 ol e  Plan intragroupe
- - o 12 réplicats pour la
Vitellogénine ki reproduction, la pathologie
Carac. sex adulte et les CSS (sem. 10 a
o F F 18)
secondaires . 1 apq s
o 6 réplicats pour I’éclosion, la
Histopathologie Fi survie, la Vig ; et CSS et

Semaine d'essai|l 1 |2 |3 |4|5]|6]|7|8]|9(10]11|12]13|14|15]16|17]18]19

croissance subadultes (sem. 1 &
9)
CSS: caractéres sexuels secondaires ;
sem.: semaines;

Vtg: vitellogénine

RESULATS ET RAPPORT

Analyse statistique

52.

53.

Le sexe génotypique étant déterminé pour tous les poissons de ’essai, les données doivent
étre analysées séparément pour chaque sexe génotypique (males XY et femelles XX). Le
non-respect de cette exigence réduirait grandement la puissance statistique de 1’analyse. 11
est préférable d'effectuer ces analyses statistiques en suivant les procédures décrites dans le
document de I’OCDE sur les méthodes actuelles d’analyse statistique des données
d’écotoxicité (Current Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity Data: A
Guidance to Application (32). L’appendice 10 fournit des orientations pour [’analyse
statistique.

La conception de I’essai et le choix des tests statistiques doivent assurer la puissance
requise pour permettre de déceler les changements d’importance biologique concernant les
effets pour lesquels une CSEO doit étre établie (32). La consignation dans le rapport des
concentrations et paramétres ayant un effet significatif peut dépendre du cadre
réglementaire. Il convient d’identifier pour chaque effet mesuré quel pourcentage de
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changement il importe de détecter ou d’estimer. Le plan expérimental doit étre adapté en
conséquence. Il est peu probable que la méme variation en pourcentage s’applique a tous
les effets mesurés, et que 1’on puisse concevoir une expérience réalisable qui remplisse ces
critéres pour tous les effets mesurés, aussi importe-t-il, lors de la conception de
I’expérience, de se concentrer sur les effets qui sont importants pour cette derniére. On
trouvera a D’appendice 10 un ordinogramme d’analyse statistique et des orientations
destinés a faciliter le traitement des données et le choix des tests ou modéles statistiques
les plus appropriés. D’autres méthodes statistiques peuvent étre utilisées si elles sont
scientifiquement fondées.

54.11 sera nécessaire d’analyser les variations au sein de chaque ensemble de réplicats en
utilisant 1’analyse de la variance ou des méthodes avec tableau de contingence, ainsi que
des méthodes d’analyse statistique suffisantes et adaptées fondées sur cette analyse. Pour
opérer des comparaisons multiples entre les résultats obtenus pour chaque concentration et
ceux obtenus avec les témoins, une procédure descendante (test de Jonckheere-Terpstra,
par exemple) est recommandée en cas de réponses continues. Si les données ne sont pas
compatibles avec une relation concentration-réponse monotone, le test de Dunnett ou le
test de Dunn sera utilisé (aprés transformation adéquate des données, si nécessaire).

55. Pour la fécondité, le décompte des ceufs a lieu chaque jour, mais peut étre analysé dans sa
globalité ou comme une mesure répétée. L’appendice 10 précise comment analyser ces
données. Pour les données histopathologiques exprimées sous la forme d’indices de
gravité, un nouveau test statistique, le Rao-Scott Chochran-Armitage by Slices (RSCABS)
a été développé (33).

56. Tout effet mesuré dans les groupes traités par le produit chimique qui différe de fagon
significative de témoins appropriés doit étre consigné dans le rapport.

Considérations relatives a I’analyse des données
Niveaux de traitement compromis

57. Plusieurs facteurs entrent en jeu pour déterminer si un réplicat ou l’intégralité d’un
traitement présentent des signes d’une toxicit¢é manifeste et s’il convient alors de les
exclure de I’analyse. Une toxicit¢ manifeste se caractérise par une mortalité¢ supérieure a
quatre individus dans un réplicat entre 3 spf et 9 spf, mortalité qui ne saurait étre imputable
a une erreur technique. Les autres signes de toxicité manifeste sont notamment les
hémorragies, les comportements anormaux, les nages anormales, 1’anorexie ainsi que tout
autre signe clinique de maladie. Pour les signes sub-létaux de toxicité, des évaluations
qualitatives peuvent étre nécessaires et devraient toujours étre réalisées en référence au
groupe témoin pour 1’eau de dilution (eau pure). Si une toxicité manifeste apparait dans
le(s) groupe(s) le(s) plus exposé(s), il est recommandé d’écarter ces traitements de
I’analyse.
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Témoins avec solvant

58. L’utilisation d’un solvant ne doit étre envisagée qu’en dernier ressort, aprés avoir
considéré toutes les autres options pour 1’administration du produit chimique. Si un solvant
est utilisé, il est impératif de mettre en place conjointement un témoin pour 1’eau de
dilution. A la cléture de 1’essai, les effets potentiels du solvant font 1’objet d’une
comparaison. Pour cela, les résultats correspondant au groupe témoin avec solvant sont
comparés a ceux du groupe témoin avec eau de dilution. Les relevés d’observation les plus
pertinents dans ce cadre concernent les déterminants de la croissance (poids), qui peuvent
étre affectés en cas d’effets toxiques généralisés. Si des différences statistiquement
significatives sont décelées pour ces parametres entre le groupe témoin avec eau de
dilution et le groupe témoin avec solvant, un avis d’expert doit permettre de déterminer si
la validité de I’essai est compromise. Si les deux témoins différent, les groupes exposés au
produit chimique doivent étre comparés au témoin avec solvant, sauf si I’on sait qu’il est
préférable de les comparer au témoin avec eau de dilution. S’il n’existe pas de différence
statistiquement significative entre les deux groupes témoins, il est recommandé de
comparer les groupes exposés au produit chimique d'essai avec I’ensemble des deux
groupes (témoin solvant et témoin eau de dilution), sauf si I’on sait qu’il est préférable de
les comparer soit au groupe témoin avec eau de dilution soit au témoin avec solvant.

Rapport d’essai

59. Le rapport d’essai contient les informations suivantes:

Produit chimique d'essai:: nature physique et propriétés physico-chimiques pertinentes;
- Données d’identification chimique.
Substance mono-constituant:
- apparence physique, hydro-solubilité et autres propriétés physico-chimiques pertinentes;

- 1dentification chimique, telle que désignation(s) [IUPAC ou CAS, numéro CAS, code
SMILES ou InChl, formule structurale, pureté, identité chimique des impuretés s’il y a
lieu et si les conditions pratiques le permettent, etc. (y compris la teneur en carbone
organique, si cela se justifie).

Substance multi-constituants, UVCB et mélanges:
- caractérisés autant que possible par I’identité chimique (voir ci-dessus), la teneur et les

propriétés physico-chimiques pertinentes des constituants.

Espece soumise a l’essai.:

- Nom scientifique, souche (si possible), origine et méthode de collecte des ceufs fécondés et
de manipulation ultérieure.
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Conditions d’essai:

Photopériode(s);

Conception de ’essai:: dimensions des enceintes, matériel et volume d’eau, nombre
d’enceintes d’essai et de réplicats, nombre d’alevins par réplicat, etc.;

Me¢éthode de préparation des solutions mere et fréquence de renouvellement (1’agent
solubilisant et sa concentration doivent étre indiqués le cas échéant);

M¢thode de dosage du produit chimique d'essai:: pompes doseuses, systémes de dilution,
ete,;

2>

Efficacité de récupération de la méthode et concentrations d’essai nominales, limite de
quantification, moyennes des valeurs mesurées avec leurs écarts-types dans les récipients
d’essai, méthode analytique utilisée et données montrant que les mesures se réferent aux
concentrations du produit chimique d'essai en solution vraie;

Caractéristiques de I’eau de dilution: pH, dureté, température, concentration d’oxygéne
dissous, taux de chlore résiduel (si mesuré), carbone organique total (si mesuré), solides en
suspension (si mesurés), salinité du milieu d’essai (si mesurée) et toute autre mesure
effectuée;

Concentrations d’essai nominales, moyennes des valeurs mesurées avec leurs écarts-types;

Qualité de I’eau dans les récipients d’essai: pH, température (quotidiennement) et
concentration d’oxygene dissous;

Informations détaillées sur I’alimentation: types d’aliments, provenance, quantité
distribuée et fréquence, etc.

Résultats:

Données attestant que les témoins répondent a I’ensemble des critéres de validité;

Données relatives au groupe témoin (plus témoin avec solvant le cas échéant) et aux
groupes traités: éclosion (taux et délai d’éclosion) pour F1 et F2, survie apres éclosion
pour F1, croissance (longueur et poids corporel) pour F1, sexe génotypique et
différenciation sexuelle (par exemple caracteres sexuels secondaires d’apres les papilles de
la nageoire anale et 1’histologie gonadique) pour F1, sexe phénotypique pour F1,
caracteres sexuels secondaires (papilles de la nageoire anale) pour F1, ARNm de la v¢g (ou
protéine VT'G) pour F1, évaluation histopathologique (gonade, foie et rein) pour F1 et
reproduction (fécondité et fertilité) pour FO, F1 ; (voir les tableaux 1 et 2).

Méthodes d’analyse statistique (analyse de régression ou analyse de la variance) et de
traitement des données (tests et modeles statistiques utilisés);

Concentration sans effet observé (CSEO) pour chacune des réponses évaluées;
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- Concentration minimale avec effet observé (CMEQ) pour chacune des réponses évaluées
(a p=0.05) ; CEx pour chacune des réponses évaluées, le cas échéant, et intervalles de
confiance (4 90 % ou 95 %), graphique du modele ajusté utilisé pour calculer la CEx, pente
de la courbe concentration-réponse, formule du mod¢le de régression, estimation des
parametres du modele et de leurs erreurs-types

- Tout écart par rapport a la présente méthode d'essai et aux critéres d’acceptation, et
considérations relatives aux conséquences susceptibles d’en découler pour les résultats de
I’essai.

60. En ce qui concerne les résultats de la mesure des effets, on présentera les valeurs
moyennes et leurs écarts-types (par réplicat et par concentration, si possible).
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Appendice 1

DEFINITIONS
Produit chimique: une substance ou un mélange.
ELISA: essai d’immuno-absorption enzymatique (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).
Fécondité = nombre d’ceufs.
Fertilité = nombre d’ccufs viables/fécondité;

Longueur a la fourche (LF): longueur mesurée de I’extrémité du museau a 1’extrémité du
rayon central de la nageoire caudale, utilisée lorsqu’il est difficile de dire ou se termine la
colonne vertébrale du poisson (www.fishbase.org).

Taux d’éclosion: alevins/nombre d’embryons chargés dans un incubateur.

TACUC: Comité institutionnel du soin et de 1’utilisation des animaux (Institutional Animal
Care and Use Committee)

Longueur standard (LS): longueur mesurée de I’extrémité du museau a I’extrémité
postérieure de la derniére vertebre ou a I’extrémité postérieure de la partie médio-latérale de
la plaque hypurale. Autrement dit, cette mesure ne prend pas en compte la longueur de la
nageoire caudale (www.fishbase.org).

Longueur totale (L T): longueur de I’extrémité du museau a I’extrémité du lobe le plus long
de la nageoire caudale, généralement mesurée aprés avoir comprimé les lobes le long de la
ligne médiane. La mesure se fait en ligne droite, sans suivre la courbe du corps
(www.fishbase.org).
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Figure 1: Description des différentes longueurs utilisées

CEx: (Concentration efficace a x %) concentration qui engendre un effet de x % sur les
organismes d’essai durant une période d’exposition déterminée, en comparaison avec un
témoin. Par exemple, la CES0 est la concentration estimée produire un effet sur un
parametre évalué de D’essai dans 50 % d’une population exposée durant une période
d’exposition déterminée.

Essai dynamique: essai caractérisé par 1’écoulement continu des solutions d’essai dans le
systeme d’essai pendant la durée de I’exposition.

Axe HHG: axe hypothalamo-hypophyso-gonadique.

IUPAC: Union internationale pour la chimie pure et appliquée (International Union of Pure
and Applied Chemistry).

Taux de charge: poids frais de poisson par volume d’eau.

Concentration minimale avec effet observé (CMEQ): 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 témoin. Cependant, toutes les concentrations d’essai
supérieures a la CMEO devraient avoir un effet nocif supérieur ou égal a celui observé a la
CMEO. Si ces deux conditions ne sont pas réunies, il convient de justifier de fagon détaillée
le choix de la CMEO (et donc de la CSEO). Les appendices 5 et 6 donnent des indications a
ce sujet.

Concentration létale médiane (CLS0): concentration d’un produit chimique d'essai dont
on estime qu’elle provoquera la mort de 50 % des organismes d’essai au cours de 1’essai.

Concentration sans effet observé (CSEQ): concentration d’essai immédiatement
inférieure 4 la CMEO qui, par comparaison avec un témoin, n’a pas d’effet statistiquement
significatif (2 p < 0,05) durant une période d’exposition déterminée.

SMILES: Spécification d’écriture moléculaire lin€aire simplifiée (Simplified Molecular
Input Line Entry Specification).

Densité de peuplement: nombre de poissons par unité de volume d’eau.

Produit chimique d'essai: toute substance ou tout mélange soumis a un essai réalisé
suivant la présente méthode.

UVCB: substances de composition inconnue ou variable, produits de réaction complexes ou
matériaux biologiques.

VTG: (vitellogénine) phospholipoglycoprotéine précurseur des protéines du vitellus
normalement présente chez les femelles sexuellement actives de toutes les especes ovipares.

SPF: semaine post-fécondation

550



Appendice 2

QUELQUES CARACTERISTIQUES CHIMIQUES D’UNE EAU DE DILUTION
ACCEPTABLE

Substance Concentration limite
Maticre particulaire 5 mg/l
Carbone organique total 2 mg/1
Ammoniac non ionisé 1 ng/l
Chlore résiduel 10 pg/l
Pesticides organophosphorés totaux 50 ng/1
Pesticides organochlorés totaux plus polychlorobiphényles 50 ng/1
Chlore organique total 25 ng/l
Aluminium 1 pg/l
Arsenic 1 pg/l
Chrome 1 pg/l
Cobalt 1 pg/l
Cuivre 1 pg/l
Fer 1 pg/l
Plomb 1 pg/l
Nickel 1 pg/l
Zinc 1 pg/l
Cadmium 100 ng/l
Mercure 100 ng/l
Argent 100 ng/l
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Appendice 3

CONDITIONS D’ESSAI POUR LE MEOGRT

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Espéce recommandée
Type d’essai

Température de ’eau

Qualité de 1’éclairage

Taux de charge

Volume utile minimal
des enceintes d’essai

Renouvellement de 1a
solution d’essai, en

volume

Age des organismes
d’essai au démarrage

Nombre d’organismes
par réplicat

Nombre de traitements

Nombre de réplicats par
traitement

Nombre d’organismes
par essai

Régime alimentaire

Aération

Eau de dilution

Meédaka japonais (Oryzias latipes)
Dynamique (flux continu)

La température nominale de ’essai est de 25 °C. La température moyenne
dans chaque cuve pendant toute la durée de ’essai est de 24-26 °C

Ampoules fluorescentes (large spectre et ~150 lumens/m?) (~150 lux)

16 h de lumicre pour 8 h d’obscurité

FO: 2 adultes/réplicat; F1: démarrage avec au maximum 20 ccufs
(embryons)/réplicat, réduit & 12 embryons/réplicat & 1’éclosion puis 2 adultes
(couple reproducteur XX-XY) a 9-10 spfpour 1a phase de reproduction

1,81 (exemple de dimensions d’une enceinte: 18x9x15 c¢cm)

Minimum de 5 renouvellements en volume/jour jusqu’a 16 renouvellements
en volume /jour (ou débit de 20 ml/min)

FO: > 12 spf sans dépasser de préférence 16 spf

FO: 2 poissons (couple mdle et femelle); Fl: maximum 20 poissons
(ceufs)/réplicat (produits par les couples reproducteurs FO et F1)

5 traitements par le produit chimique d'essai plus témoin(s) approprié(s)

Minimum de 6 réplicats par traitement pour le produit chimique d'essai et
minimum de 12 réplicats pour le témoin, ainsi que pour le témoin avec
solvant le cas échéant (Ie nombre de réplicats est doublé pendant 1a phase de
reproduction a la génération F1)

Minimum de 84 poissons a la génération FO et 504 a la génération F1 (en cas
de témoin avec solvant, 108 poissons pour FO et 648 pour F1) ; I'unité de
comptage est le post-éleuthéro-embryon.

Les poissons sont nourris d’artémies (Arfemia spp., nauplii agés de
24 heures) ad libitum, complétées si nécessaire par des aliments en flocons
du commerce (on trouvera a 1’appendice 6 un exemple de régime alimentaire
assurant une croissance et un développement adéquats pour une reproduction
soutenue)

Aucune, sauf si I’oxygeéne dissous tend vers des valeurs inférieures a 60 %
de la valeur de saturation en air

Eau de surface propre, eau de source ou eau reconstituée, ou eau du robinet
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17.

18.

19.

Période d’exposition

Effets biologiques
mesures (principaux)

Critéres de validité de
I’essai

déchlorée
En principe 19 semaines (de FO a 1’éclosion de F2)

Taux d’éclosion (F1 et F2); survie (F1, de I’éclosion & 4 spf (fin des
larves/début des juvéniles), de 4 & 9 (ou 10) spf (du début des juvéniles aux
subadultes) et de 9 a4 15 spf (de subadultes & euthanasie des adultes)) ;
croissance (F1, longueur et poids a 9 et 15spf); caractéres sexuels
secondaires (F1, papilles de 1a nageoire anale & 9 et 15 spf) ; vitellogénine
(F1, ARNm vtg ou protéine VTG a 15 spf) ; sexe phénotypique (F1, via
I’histologie des gonades & 15 spf) ; reproduction (FO et F1, fécondité et
fertilit¢ pendant 21 jours) ; délai d’éclosion (F1); histopathologie (F1,
gonade, foie et rein 4 15 spf)

Oxygeéne dissous > 60 % de la valeur de saturation en air ; température
moyenne de 1’eau de 24-26 °C pendant tout 1’essai ; reproduction réussie
> 65 % des femelles chez le(s) témoin(s) ; fécondité quotidienne moyenne
> 20 ceufs chez le(s) témoin(s) ; taux de fécondité > 80 % (en moyenne) chez
les témoins (dans chacune des générations F1 et F2) ; survie aprés €closion
jusqu’a 3 spf >80 % (en moyenne) et de 3 spf jusqu’a 1’euthanasie de la
génération > 90 % (en moyenne) chez les témoins (F1), la concentration du
produit chimique d'essai en solution doit étre maintenue de fagon
satisfaisante dans un intervalle de £ 20% autour de la valeur moyenne des
mesures.
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Appendice 4

VALEURS GENERALEMENT OBTENUES CHEZ LES TEMOINS

I faut noter que les valeurs suivantes obtenues chez les témoins reposent sur un nombre limité
d’études de validation, et pourront étre corrigées a la lumiére de données nouvelles.

Croissance

Le poids et la longueur sont mesurés sur tous les poissons prélevés a 9 (ou 10) et
15 semaines post-fécondation (spf). Selon ce protocole, le poids frais attendu a 9 spf est de
85-145 mg pour les males 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
écarts notables par rapport a ces plages pour certains individus, un poids moyen chez les
témoins s’écartant notablement de ces valeurs, en particulier s’il est inférieur, suggérera des
problémes d’alimentation, de régulation de la température, de qualit¢ de I’eau ou de
maladie, ou une combinaison de plusieurs de ces facteurs.

Eclosion

Le taux d’éclosion chez les témoins se situe généralement autour de 90 %, bien que des
valeurs ne dépassant pas 80 % ne soient pas exceptionnelles. Un taux d’éclosion inférieur a
75 % peut étre le signe d’une agitation insuffisante des ceufs au cours de leur développement
ou de soin insuffisant apporté aux ceufs, tel qu’un retrait trop tardif des ceufs morts
entrainant une infestation fongique.

Survie

Les taux de survie jusqu’a 3 spf depuis 1’éclosion et apres 3 spf sont généralement de 90 %
ou plus chez les témoins, mais des taux de survie ne dépassant pas 80 % aux premiers stades
de la vie chez les témoins ne sont pas alarmants. Des taux de survie inférieurs a 80 % sont
préoccupants 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 mortalité
peut aussi résulter de blessures lors du nettoyage des cuves ou de la perte de larves dans le
systeme de vidange des cuves.

Gene de la vitellogénine

Si les niveaux absolus de géne de la vitellogénine (v£g), exprimés en nombre de copies/ng
d’ARNm total, peuvent varier considérablement entre laboratoires selon les procédures ou
I’instrumentation utilisées, le niveau de vtg devrait étre prés de 200 fois plus €levé chez les
témoins femelles que chez les témoins males. 1l n’est pas rare que ce ratio atteigne 1 000 a
2 000, cependant des ratios inférieurs a 200 sont suspects et peuvent indiquer des problémes
de contamination des échantillons ou des problémes liés a la procédure et/ou aux réactifs
utilisés.

Caracteéres sexuels secondaires
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Pour les males, la plage normale des caracteres sexuels secondaires, définis 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 spf, la plage devrait étre de 80-120 chez les males et 0 chez les
témoins femelles. Pour des raisons inexpliquées, dans de rares cas, certains males ne
présentent pas de papilles a 9 spf, mais comme tous les témoins males développent des
papilles a 15 spf, cela tient probablement a un retard de développement. La présence de
papilles chez les témoins femelles indique la présence de males XX dans la population.

Mdles XX

L’incidence normale de méiles XX chez les poissons de culture semble étre de ’ordre de
4 % au maximum a 25 °C, cette incidence augmentant lorsque la température augmente. Il
convient de prendre des mesures pour limiter la proportion de méiles XX dans la population.
L’incidence des males XX ayant une composante génétique et étant par conséquent
transmissible, un moyen efficace de réduire I’incidence des males XX dans la population est
de surveiller 1’élevage et de veiller a ce que des méles XX ne soient pas utilisés pour la
reproduction.

Activité reproducitrice (frai)

Le frai chez les réplicats témoins doit étre suivi quotidiennement avant 1’évaluation de la
fécondité. On peut évaluer visuellement, d’un point de vue qualitatif, si les couples témoins
frayent. A 12-14 spf, la plupart des couples témoins devraient frayer. Si le nombre de
couples frayant est faible a ce stade, cela indique des problémes potentiels de santé, de
maturité ou de bien-étre des poissons.

Fécondité

A 12-14 spf, la femelle médaka en bonne santé et bien nourrie pond généralement chaque
jour de 15 a 50 ccufs. La production d’ceufs pour 16 des 24 couples reproducteurs témoins
recommandés (> 65 %) devrait dépasser 20 ceufs par couple et par jour et peut atteindre
quelque 40 ceufs par jour. Une production inférieure peut indiquer des problémes
d’immaturité, de malnutrition ou de mauvaise santé des couples reproducteurs.

Fertilité

Le pourcentage d’ceufs fertiles chez les couples reproducteurs témoins est généralement de
I’ordre de 90 %, des valeurs de 95 % et plus n’étant pas rares. Des taux de fertilité inférieurs
a 80 % chez les ceufs témoins sont suspects et peuvent signaler soit des individus en
mauvaise santé, soit des conditions de culture laissant a désirer.
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Appendice 5

EXEMPLE DE REGIME ALIMENTAIRE

On trouvera au tableau 1 un exemple de régime alimentaire assurant une croissance et un
développement adéquats pour une reproduction soutenue. Il est possible de s’écarter du
régime proposé mais il est alors recommandé de procéder a des tests afin de s’assurer que la
croissance et la reproduction sont acceptables. Pour suivre le régime suggéré, il faut, avant
de commencer 1’essai, déterminer le poids sec d’artémies par volume de purée semi-liquide
d’artémies. Pour cela, peser un volume donné de cette purée aprés 1’avoir séchée pendant
24 heures a 60 °C sur des plateaux pré-pesés. Pour tenir compte du poids du sel dans la
purée semi-liquide, il convient de sécher et peser ¢galement un volume identique de la
solution salée utilisée dans la purée semi-liquide, et de soustraire le poids du sel du poids
obtenu pour la purée d’artémies séchée. Une autre solution consiste a filtrer et rincer les
artémies a I’eau distillée avant de les sécher, ce qui évite d’avoir & mesurer le poids d’un
échantillon contenant uniquement du sel. Ces informations permettent de convertir les
données du tableau 1 (poids sec d’artémie) en volume de purée semi-liquide d’artémies a
administrer a chaque poisson. Il est en outre recommandé de peser chaque semaine des
aliquotes de purée d’artémies pour vérifier que le poids sec administré est correct.
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Tableau 1: Exemple de régime alimentaire.

Jours (aprés éclosion) Artémies (mg poids
sec/poisson/jour)

Jour 1 0,5
Jour 2 0,5
Jour 3 0,6
Jour 4 0,7
Jour 5 0,8
Jour 6 1,0
Jour 7 1,3
Jour 8 1,7
Jour 9 2.2
Jour 10 2,8
Jour 11 3,5
Jour 12 4.2
Jour 13 45
Jour 14 4.8
Jour 15 52
Jour 16-21 5,6
Semaine 4 7,7
Semaine 5 9,0
Semaine 6 11,0
Semaine 7 13,5
Semaine 8-sacrifice 225
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Appendice 6

EXEMPLES DE CHAMBRES D’INCUBATION DES (EUFS

Exemple A

i/

Cet incubateur consiste en un tube a centrifuger en verre présentant une découpe
transversale, connecté par un manchon en acier inoxydable et maintenu a son sommet par un
bouchon vissant pour centrifugeuse. Un petit tube en verre ou en acier inoxydable traversant
le bouchon et positionné prés du fond arrondi de I’incubateur assure une diffusion douce de
bulles d’air ayant pour fonction de mettre les ceufs en suspension et de réduire la
transmission par des organismes saprophytes d’infections fongiques entre les ceufs, tout en
facilitant les échanges chimiques entre 1’incubateur et la cuve ou il est placé.

Exemple B
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Cet incubateur est constitué d’un corps cylindrique en verre (5 cm de diametre et 10 cm de
hauteur) et d’une grille métallique inoxydable (0.25 ¢ et 32 mesh) maintenue au fond du
corps cylindrique par un anneau en PTFE. Les incubateurs sont suspendus par une barre a
mouvement vertical au-dessus d’un réservoir et agités verticalement (avec une amplitude de
5 c¢m environ) selon un cycle approprié¢ pour les ceufs de médaka (une fois toutes les
4 secondes environ).
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Appendice 7

SCHEMA DU REGROUPEMENT ET DE LA REPARTITION DES REPLICATS DU
DEBUT A LA FIN DE LA METHODE D'ESSAI MEOGRT

Figure 1: Regroupement et répartition des réplicats du début & la fin de l'essai MEOGRT. Ce
graphique représente un traitement, ou la moitié d’un groupe témoin. Du fait des regroupements,
I’identité des réplicats n’est pas continue du début a la fin de 1’essai. Le terme «ceufs» désigne les ceufs
viables fécondés (équivaut a embryons).
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Traitements et réplication.

Cette méthode d'essai recommande cing traitements par le produit chimique d'essai (produit
de qualité technique) et un témoin négatif. Le nombre de réplicats par traitement n’est pas
constant du début a la fin de l'essait MEOGRT, et le nombre de réplicats dans le groupe
témoin est deux fois plus élevé que dans chacun des groupes traités. A la génération FO,
chaque groupe traité par produit chimique d'essai comprend six réplicats alors que le groupe
témoin négatif compte 12 réplicats. Les solvants sont fortement déconseillés ; si un solvant
est utilis¢, cette utilisation et le choix du solvant doivent étre justifiés dans le rapport
d’essai. En outre, si un solvant est utilisé, deux types de témoins sont nécessaires: a) un
témoin avec solvant, et b) un témoin négatif. Ces deux groupes témoins devront comporter
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chacun tous les réplicats prévus aux différentes étapes du déroulement de I'essai MEOGRT.
Cette structure de réplicats reste inchangée tout au long du développement de 1’organisme
d’essai a la génération F1 (et F2 jusqu’a I<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>