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Test du Micronovau in vitro sur Cellules de Mammiféres

INTRODUCTION

1. Les Lignes directrices de ’OCDE pour les essais de produits chimiques sont réguliérement
révisées a la lumicre des progres scientifiques, de I’évolution des exigences réglementaires et de
considérations relatives au bien-étre des animaux. La Ligne directrice 487 originale a été adoptée en 2010,
puis révisée dans le cadre d’une refonte compléte des Lignes directrices de ’OCDE pour les essais de
génotoxicité et pour tenir compte des connaissances acquises apres plusieurs années d’expérience de cet
essai et de I'interprétation des données. La présente Ligne directrice s’inscrit dans une série de lignes
directrices sur la toxicologie génétique. Un document contenant des éléments d'information concis sur les
essais de toxicologie génétique ainsi qu'un apercu des récents changements qui ont été apportés a ces
Lignes directrices a été développé (1).

2. Le test du micronoyau in vitro (MNvit) est un essai de génotoxicité consistant & mettre en
évidence d’éventuels micronoyaux (MN) dans le cytoplasme de cellules en interphase. Les micronoyaux
peuvent avoir pour origine des fragments de chromosomes acentriques (C’est-a-dire dépourvus de
centromére) ou des chromosomes entiers incapables de migrer vers les péles de la cellule au cours de
'anaphase. Par conséquent, I'essai MNvit est une méthode in vitro qui, grace a sa capacité de mise en
évidence d’agents aneugeénes et clastogénes, constitue un outil de base complet pour I'étude in vitro du
potentiel de lIésions chromosomiques (2) (3) dans des cellules ayant effectué une mitose pendant ou aprés
'exposition au produit chimique d’essai (voir paragraphe 13 pour des informations plus détaillées).
Contrairement aux aberrations chromosomiques observées dans les cellules en métaphase, qui ne sont
pas forcément transmises, les micronoyaux sont des lésions transmises aux cellules-filles. Dans les deux
cas, les changements peuvent étre incompatibles avec la survie des cellules.

3. La présente Ligne directrice autorise I'utilisation de protocoles incluant ou non la cytochalasine B
(cytoB), un inhibiteur de polymérisation de I'actine. L’ajout de cytoB avant la mitose donne lieu a des
cellules binucléées, ce qui permet I'identification et I’analyse des micronoyaux uniquement dans les
cellules ayant effectué une mitose (4) (5). Cette Ligne directrice autorise également I'utilisation de
protocoles ne mettant pas en jeu le blocage de la cytokinése, a condition de pouvoir démontrer que la
population cellulaire analysée a bien effectué une mitose.
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4. Outre qu’il permet d’identifier des substances chimiques induisant la formation de micronoyaux,
le test MNvit, associé au marquage immunochimique des kinétochores ou a I'hybridation avec sondes
centromériques/télomériques [hybridation fluorescente in situ (FISH)], peut apporter des informations
supplémentaires sur les mécanismes a l'origine des lésions chromosomiques et de la formation de
micronoyaux (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) (17). Ces procédures de marquage et
d’hybridation peuvent étre suivies lorsqu’une augmentation de la formation de micronoyaux est constatée
et que l'investigateur souhaite déterminer si cette augmentation est le résultat d’événements clastogénes
et/ou aneugenes.

5. Dans la mesure ou les micronoyaux présents dans les cellules en interphase peuvent étre
évalués de facon relativement objective, le personnel du laboratoire a seulement besoin de déterminer le
nombre de cellules binucléées en cas d'utilisation de la cytoB ainsi que lincidence des cellules
micronucléées dans tous les cas. L’examen des lames peut donc étre relativement rapide, et I'analyse
peut étre automatisée. Chaque traitement permettant 'examen non plus de centaines mais de milliers de
cellules, la puissance de I'essai s’en trouve accrue. Enfin, étant donné que les micronoyaux peuvent étre
issus de chromosomes retardataires, I'essai peut permettre de détecter la présence d’agents inducteurs
d’aneuploidie, difficiles a étudier lors de tests d’aberration chromosomique classiques, tels que celui décrit
dans la Ligne directrice de 'OCDE 473 (18). Toutefois, I'essai MNvit décrit dans la présente Ligne
directrice ne permet pas de distinguer les substances chimiques modifiant le nombre de chromosomes
et/ou la ploidie de ceux induisant la clastogénicité sans avoir recours a des techniques spécifiques, telles
que la méthode FISH citée au paragraphe 4.

6. L'essai MNvit est fiable et peut s’appliquer a plusieurs types de cellules, en présence ou en
'absence de cytoB. La validité de I'essai MNvit est attestée par de nombreuses données, et ce avec
l'utilisation de différentes lignées cellulaires (cultures de lignées cellulaires ou de cellules primaires) (19)
(20) (21) (22) (23) (24) (25) (26) (27) (28) (29) (30) (31) (32) (33) (34) (35) (36). Ces données proviennent
notamment des études internationales de validation coordonnées par la Société francaise de toxicologie
génétique (SFTG) (19) (20) (21) (22) (23) et des rapports de I'International Workshop on Genotoxicity
Testing (5) (17). Les données disponibles ont en outre fait I'objet d’'une nouvelle évaluation lors d’une
étude de validation rétrospective fondée sur le poids de la preuve, réalisée par le Centre européen pour
la validation de méthodes alternatives (CEVMA) de la Commission européenne (CE), et la méthode d’essai
a été déclarée scientifiquement valable par le comité consultatif scientifique du CEVMA (ESAC) (37) (38)
(39).

7. Le test de micronoyaux in vitro sur cellules de mammiféres peut étre pratiqué sur des cultures
de lignées cellulaires ou des cultures de cellules primaires d’origine humaine ou de rongeurs. Dans la
mesure ou la fréquence des micronoyaux généralement constatée pour un type de cellule aura une
influence sur la sensibilité de I'essai, il est recommandé d’utiliser des types de cellules pour lesquelles la
fréquence habituelle de formation de micronoyaux est stable et définie. Les cellules employées sont
choisies en fonction de leur capacité a bien se développer en culture, de la stabilité de leur caryotype
(notamment leur nombre de chromosomes) et de la fréquence spontanée de micronoyaux (40). Les
données disponibles a I'’heure actuelle ne permettent pas d’émettre des recommandations fermes mais
tendent a montrer qu’il importe de tenir compte, lors de I'évaluation des risques chimiques, du statut p53,
de la stabilité génétique (caryotype), de la capacité de réparation de ’'ADN et de l'origine (rongeurs ou
humains) des cellules retenues pour 'essai. Les utilisateurs de la présente Ligne directrice sont donc
invitts a prendre en considération linfluence de ces caractéristiques cellulaires, et d'autres
caractéristiques, sur les performances d’une lignée cellulaire quant a la détection de linduction de
micronoyaux, sachant que les connaissances évoluent dans ce domaine.

8. Les définitions utilisées sont données a I'annexe 1.
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REMARQUES PRELIMINAIRES ET LIMITES

9. A moins que les cellules utilisées ne soient dotées d’un métabolisme compatible avec les
substances testées, les essais conduits in vitro requiérent généralement une source exogéne d'activation
métabolique. Or, les systemes d’activation métabolique exogéne sont incapables de reproduire
parfaitement les conditions in vivo. On prendra soin d'éviter les conditions susceptibles de conduire a de
faux résultats positifs ne reflétant pas la génotoxicité des produits chimiques d’essai. Ces conditions
peuvent étre une modification du pH (41) (42) (43) ou de 'osmolalité, une interaction avec le milieu de
culture cellulaire (44) (45) ou une cytotoxicité excessive (voir paragraphe 29).

10. Afin que I’analyse de I’induction de micronoyaux soit valable, il est essentiel que la mitose
se soit produite aussi bien dans les cultures traitées et que dans les cultures non traitées. Pour que son
intérét soit maximal, I’examen des micronoyaux est effectué¢ dans les cellules ayant achevé une mitose
durant ou aprés I’application du produit chimique d’essai. Pour les nanomatériaux manufacturés, il est
nécessaire d’apporter certaines adaptations spécifiques a cette Ligne directrice, mais ces adaptations ne
sont pas décrites dans ce document.

11. Avant d’utiliser la Ligne directrice sur un mélange pour générer des données avec
pour objectif recherché I'application réglementaire, on considérera si, et si oui pourquoi, elle peut
fournir des résultats adéquats dans cet objectif. De telles considérations ne sont pas nécessaires
quand les exigences réglementaires stipulent que le mélange doit étre testé.

PRINCIPE DE L’ESSAI

12. Des cultures cellulaires d’origine humaine ou provenant d’autres mammiféres
sont exposées au produit chimique d’essai, en présence et en 'absence d’'une source exogéne
d'activation métabolique, a moins que les cellules utilisées ne soient dotées de capacités
métaboliques idoines (voir paragraphe 19).

13. Durant ou aprés I'exposition au produit chimique d’essai, les cellules sont mises
en culture pendant une période suffisante pour que la Iésion chromosomique ou d’autres effets
sur le cycle cellulaire / la division cellulaire conduisent a la formation de micronoyaux dans les
cellules en interphase. Le produit chimique d’essai est normalement présent au cours de la
mitose pour qu’il y ait induction d’'une aneuploidie. Les cellules récoltées en interphase sont
teintées et soumises a analyse en vue de la détection de micronoyaux. En principe, 'examen
des micronoyaux ne devrait étre réalisé que dans les cellules ayant effectué une mitose durant
I'exposition au produit chimique d’essai, ou pendant la période qui suit le traitement, si I'essai la
prévoit. Dans les cultures ayant été exposées a un agent de blocage de la cytokinése, il suffit de
procéder a 'examen des cellules binucléées. En I'absence d’agent de blocage de la cytokinése, il
importe de démontrer que les cellules analysées ont selon toute vraisemblance subi une mitose,
d’aprés 'augmentation de la population cellulaire, pendant ou aprés I'exposition au produit
chimique d’essai. Pour tous les protocoles, il convient de démontrer qu’une prolifération cellulaire
a eu lieu tant dans les cultures témoins que dans les cultures traitées. Le degré de cytotoxicité
induit par le produit chimique d’essai est évalué pour toutes les cultures dans lesquelles est
réalisé 'examen des micronoyaux.
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DESCRIPTION DE LA METHODE

Cellules

14. Il est possible d’utiliser des cultures primaires de lymphocytes du sang
périphérique humain ou d’autres mammiféeres (7) (20) (46) (47) et plusieurs lignées cellulaires
issues de rongeurs telles que CHO, V79, CHL/IU, ainsi que les cellules L5178Y ou des lignées
cellulaires humaines telles que les TK6 (19) (20) (21) (22) (23) (26) (27) (28) (29) (31) (33) (34)
(35) (36) (voir paragraphe 6). D’autres lignées cellulaires telles que HT29 (48), Caco-2 (49),
HepaRG (50) (51), HepG2 (52) (53), A549 et les cellules embryonnaires primaires de hamster
doré (54) ont été utilisées pour des tests du micronoyau, mais elles n’ont pas encore été validées
complétement. Par conséquent, le recours a ces types de lignées cellulaires doit étre justifié via
la démonstration de leur performance pour I'essai, ainsi qu’il est indiqué dans la section sur les
criteres d’acceptabilité. La CytoB est réputée pouvoir influer sur la croissance des cellules
L5178Y et n’est donc pas recommandée avec cette lignée cellulaire (23). En cas d'utilisation de
cellules primaires, pour des raisons relatives au bien-étre des animauyx, il conviendra d’envisager,
lorsque cela est possible, le recours a des cellules d’origine humaine, prélevées dans le respect
des principes éthiques et de la réglementation en la matiére.

15. Les lymphocytes du sang périphérique humain utilisés sont issus de sujets jeunes
(4gés de 18 a 35 ans environ), non fumeurs, ne souffrant d’aucune maladie connue et n’ayant
pas été exposés récemment a des niveaux d’agents génotoxiques (produits chimiques,
rayonnements ionisants, par exemple) susceptibles d’augmenter I'incidence de fond des cellules
micronucléées, ceci afin de garantir que cette incidence soit faible et homogéne. L’incidence des
cellules micronucléées augmente avec 'age, et cette tendance est plus marquée chez la femme
que chez 'lhomme (55). Si des cellules issues de plusieurs donneurs sont mises en commun, le
nombre des donneurs est précisé. |l est nécessaire de démontrer que les cellules se sont
divisées entre le moment ou elles ont été traitées avec le produit chimique d’essai et leur
prélevement. Les cultures cellulaires sont maintenues dans une phase de croissance
exponentielle (lignées cellulaires) ou encouragées a se diviser (cultures primaires de
lymphocytes) en vue de I'exposition des cellules a différents stades du cycle cellulaire, étant
donné que la sensibilité des phases cellulaires aux substances chimiques d’essai peut ne pas
étre connue. En général, les cellules primaires dont la division doit étre stimulée par des agents
mitogénes ne sont plus synchronisées lors de leur exposition au produit chimique d’essai (les
lymphocytes humains aprés une stimulation mitogéne de 48 heures, par exemple). L'utilisation
de cellules synchronisées pendant le traitement avec le produit chimique d’essai n’est pas
recommandée, mais peut étre acceptable si elle est justifiée.

Milieu et conditions de culture

16. Il convient d'utiliser un milieu de croissance et des conditions d’incubation
(récipients de culture, atmosphére humidifiée a 5 % de CO; si nécessaire, température de 37°C)
appropriées pour les cultures. La stabilité du caryotype (mode du nombre de chromosomes) et
I'absence de contamination par des mycoplasmes sont vérifiées réguliérement dans les lignées
cellulaires, et les cellules sont écartées si une contamination ou une modification du caryotype
est constatée. La durée normale du cycle cellulaire des lignées ou des cultures primaires utilisées
dans le laboratoire d’essai doit étre établie et doit correspondre aux caractéristiques cellulaires
publiées.

© OCDE (2023)



OECD/OCDE 487

Préparation des cultures

17. Lignées cellulaires : les cellules sont multipli¢es a partir de cultures méres, placées dans
un milieu de culture a une densité telle que les cellules en suspension ou en monocouche poursuivront
leur croissance de maniére exponentielle jusqu’au moment de la récolte (il convient par exemple d’éviter
que les cellules qui se multiplient en monocouche arrivent a confluence).

18. Lymphocytes : un sang total traité avec un anticoagulant (héparine, par exemple)
ou des lymphocytes isolés sont mis en culture (pendant 48 heures pour les lymphocytes
humains, par exemple) en présence d’'un mitogéne [phytohémagglutinine (PHA) pour les
lymphocytes humains, par exemple] afin d’induire une division cellulaire avant I'exposition au
produit chimique d’essai et a la cytoB.

Activation métabolique

19. Le recours a un systéme d'activation métabolique exogéne est nécessaire en cas
d'utilisation de cellules dotées d’une capacité métabolique endogéne inadéquate. Le systéme le
plus couramment utilisé, recommandé par défaut, a moins qu’un autre systéme soit justifié, est
une fraction post-mitochondriale enrichie en cofacteur (S9), préparée a partir de foies de
rongeurs (généralement des rats) traités avec des inducteurs enzymatiques comme I'Aroclor
1254 (56) (57) ou un mélange de phénobarbital et de R-naphthoflavone (58) (59) (60). L'utilisation
de ce mélange n’est pas contraire a la Convention de Stockholm sur les polluants organiques
persistants (61) et s’est révélée aussi efficace que celle de I'Aroclor 1254 pour linduction
d’'oxydases a fonction mixte (58) (59) (60). La fraction S9 est généralement utilisée a une
concentration comprise entre 1 et 2 % v/v mais peut étre portée a 10 % v/v dans le milieu d’essai
final. Pendant le traitement, on évitera d’utiliser des produits entrainant une réduction de l'indice
mitotique, en particulier des complexants du calcium (62). Le choix du type et de la concentration
du systéme d’activation métabolique exogéne ou de l'inducteur métabolique utilisé pourra
dépendre de la classe des substances chimiques a tester.

Préparation du produit chimique d’essai

20. Les produits chimiques solides a tester sont préparés dans un solvant approprié puis, le cas échéant,
dilués avant application. Les produits chimiques liquides peuvent étre ajoutés directement ou apres dilution
au systéme d’essai. Les produits chimiques gazeux ou volatils nécessitent une modification appropriée des
protocoles standards, par exemple 1’utilisation de récipients hermétiquement clos (63) (64) (65). Il convient
de préparer les produits chimiques d’essai juste avant le traitement, a moins que les données concernant la
stabilité¢ ne démontrent qu'ils peuvent étre stockeés.

Conditions de I'essai

Solvants

21. Le solvant doit étre choisi de maniére a optimiser la solubilité des produits
chimiques d’essai, sans engendrer d’effets néfastes sur la conduite de I'essai, et notamment
sans modifier la croissance cellulaire, nuire a I'intégrité du produit chimique d’essai, réagir avec
les récipients de culture ou détériorer le systéme d’activation métabolique. On recommande
d'envisager d'abord I'utilisation d'un solvant (ou milieu de culture) aqueux chaque fois que c'est
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possible. L'eau et le diméthylsulfoxyde (DMSO) sont des solvants couramment utilisés. En régle
générale, les solvants organiques ne doivent pas dépasser 1 % v/v. Si la cytoB est dissoute
dans du DMSO, la quantité totale de solvant organique utilisée a la fois pour le produit chimique
d’essai et pour la cytoB ne doit pas dépasser 1 % (v/v) ; sinon, on aura recours a des témoins
non traités afin de vérifier que le pourcentage de solvant organique n’a pas d’effet néfaste. Les
solvants aqueux (solution saline ou eau) ne doivent pas dépasser 10 % (v/v) dans le milieu de
traitement final. L’emploi d’'un solvant inhabituel (éthanol ou acétone, par exemple) doit étre
justifié par des données faisant état de sa compatibilité avec le produit chimique d’essai et le
systéme d’essai, ainsi que de son absence de génotoxicité aux concentrations utilisées. En
'absence de telles données, il est important d’inclure dans I'essai des témoins non traités (voir
annexe 1) ainsi que des témoins de solvant afin de démontrer que le solvant choisi n’entraine
pas d’effets délétéres ou chromosomiques (aneuploidie ou clastogénicité, par exemple).

Utilisation de la cytoB comme agent de blocage de la cytokinése

22. Il est essentiel, pour garantir I'efficacité du test MNvit, que les cellules sur
lesquelles est réalisé I'examen aient bien effectué une mitose durant le traitement ou pendant la
période d’incubation qui suit le traitement, le cas échéant. L’examen des micronoyaux doit donc
étre limité aux cellules ayant effectué une mitose pendant ou apres le traitement. La cytoB est
'agent le plus couramment utilisé pour bloquer la cytokinése, car elle inhibe 'assemblage de
I'actine, empéchant la séparation des cellules-filles aprés la mitose, d’ou la formation de cellules
binucléées (6) (66) (67). Leffet du produit chimique d’essai sur la cinétique de prolifération
cellulaire peut étre mesuré de fagon concomitante, en cas de recours a la cytoB. L’'usage de cytoB
comme agent de blocage de la cytokinése est indiqué lors de l'utilisation de lymphocytes
humains, car la durée du cycle cellulaire est variable selon les donneurs et parce que tous les
lymphocytes ne réagissent pas a la stimulation par la PHA. La cytoB n’est pas obligatoire pour
les autres types de cellules s’il peut étre établi que ces cellules ont subi une division tel que décrit
au paragraphe 27. En outre, la cytoB n’est généralement pas utilisée lorsque la formation de
micronoyaux dans les échantillons est évaluée par le biais de la cytométrie en flux.

23. Pour chaque type de cellule, le laboratoire détermine la concentration de cytoB
permettant d’obtenir la fréquence optimale de cellules binucléées dans les cultures témoins de
solvant, et démontre qu’elle produit suffisamment de cellules binucléées pour que I'on puisse
procéder a une analyse. La concentration appropriée de cytoB se situe habituellement entre 3 et
6 pg/mL (19).

Mesure de la prolifération et de la cytotoxicité cellulaires et choix des concentrations d’essai

24, Lors de la détermination de la plus forte concentration du produit chimique d’essai,
on évitera les concentrations susceptibles de produire de fausses réponses positives,
notamment celles qui engendrent une cytotoxicité excessive (voir paragraphe 29), une
précipitation dans le milieu de culture (voir paragraphe 30) ou une modification marquée du pH
ou de I'osmolalité (voir paragraphe 9). Si le produit chimique d’essai provoque une modification
marquée du pH du milieu au moment de son ajout, il est possible d’ajuster le pH par tamponnage
du milieu de traitement final de maniére a éviter les faux résultats positifs et a maintenir des
conditions de culture appropriées.

25. Des mesures de la prolifération cellulaire sont effectuées pour s’assurer qu’un

nombre suffisant de cellules traitées a effectué une mitose pendant I'essai et que les applications
sont réalisées a des niveaux de cytotoxicité appropriés (voir paragraphe 29). La cytotoxicité doit

© OCDE (2023)



OECD/OCDE 487

étre mesurée lors de I'expérience principale avec et sans activation métabolique, au moyen d’'un
indicateur pertinent de mort et de croissance cellulaires (voir paragraphes 26 et 27). Un essai
préliminaire visant a évaluer la cytotoxicité peut s’avérer utile pour mieux cerner les
concentrations a utiliser dans I'essai principal, mais il n’est pas obligatoire. S'il est réalisé, il ne
doit pas remplacer la mesure de cytotoxicité effectuée dans le cadre de I'expérience principale.

26. L’application de cytoB sur les cultures et la mesure des fréquences relatives de
cellules mononucléées, binucléées et multinucléées dans chaque culture offrent un moyen précis
de quantifier I'effet d’'un traitement sur la prolifération cellulaire (6) et de s’assurer que seules les
cellules ayant effectué une mitose pendant ou aprés I'exposition au produit chimique d’essai sont
observées au microscope. |l est recommandé de mesurer I'indice de prolifération des cellules
dont la division cytoplasmique a été bloquée (cytokinesis-block proliferation index, CBPI) (6) (27)
(68) ou lindice de réplication (Replication Index, Rl) a partir d’'au moins 500 cellules par culture
(voir les formules a I'annexe 2) pour estimer la cytotoxicité d’un traitement en comparant les
valeurs obtenues pour les cultures traitées et les cultures témoins. L’évaluation d’autres
indicateurs de cytotoxicité (intégrité cellulaire, apoptose, nécrose, numération des cellules en
métaphase, cycle cellulaire, etc.) peut fournir des informations utiles mais ne doit pas remplacer
le CBPI ou le RI.

27. Dans les études sans cytoB, il est nécessaire de démontrer que les cellules mises
en culture se sont divisées, de sorte qu'une proportion importante des cellules examinées aient
effectué une division cellulaire durant ou aprés I'exposition au produit chimique d’essai, faute de
quoi on risque de produire de fausses réponses négatives. La mesure du doublement relatif de
la population (Relative Population Doubling, RPD) ou de 'augmentation relative du nombre de
cellules (Relative increase in cell count, RICC) est recommandée pour évaluer la cytotoxicité
d’'un traitement (17) (68) (69) (70) (71) (voir formules a I'annexe 2). Lorsque les prélévements
s’étalent sur une longue durée (par exemple, lorsque la durée du traitement équivaut a 1.5 a
2 fois la durée normale du cycle cellulaire et que la récolte a lieu a l'issue d’'une durée équivalente
aprés le traitement, ce qui engendre des moments d’échantillonnage allant au-dela de 3 a 4 fois
la durée normale du cycle cellulaire au total (voir paragraphes 38 et 39), il se peut que le RPD
sous-estime la cytotoxicité (71). Dans ces circonstances, la RICC pourrait constituer une
meilleure mesure, mais I'évaluation de la cytotoxicité aprés une durée équivalente a 1.5 a 2 fois
la durée normale du cycle cellulaire fournit néanmoins une estimation précieuse. L’évaluation
d’autres marqueurs de cytotoxicité ou de cytostase (intégrité cellulaire, apoptose, nécrose,
numération des cellules en métaphase, indice de prolifération, cycle cellulaire, ponts
nucléoplasmiques ou bourgeons nucléaires, etc.) peut fournir d’autres informations utiles mais
ne doit pas remplacer le RPD ni la RICC.

28. Il convient d’évaluer au moins trois concentrations d’essai (sans compter les
témoins positifs et les témoins de solvant) remplissant les critéres d’acceptabilité (cytotoxicité
appropriée, nombre de cellules, etc.). Quel que soit le type de cellules (lignées cellulaires ou
cultures primaires de lymphocytes), chacune des cultures réalisées en un seul ou plusieurs
exemplaires peut étre utilisée pour chaque concentration d’essai. Alors que ['utilisation de
cultures en double exemplaires est recommandée, I'utilisation de cultures en exemplaire unique
est aussi acceptée a condition que le nombre total de cellules analysées par concentration reste
identique qu’il s’agisse de cultures uniques ou de répliques. L’utilisation de cultures uniques est
pertinent en particulier lorsque quand on évalue plus de 3 concentrations (voir paragraphes 44-
45). Les résultats obtenus pour chacune des répliques (cultures réalisées en plusieurs
exemplaires) a une concentration donnée peuvent étre regroupés pour I'analyse des données.
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Pour les produits chimiques dont la cytotoxicité est faible ou nulle, des niveaux de concentration
séparés par un facteur de 2 a 3 environ conviendront généralement. En cas de cytotoxicité, les
concentrations d’essai retenues doivent couvrir une plage englobant la concentration produisant
une cytotoxicité telle que décrite au paragraphe 29 et les concentrations pour lesquelles une
cytotoxicité modérée, faible ou nulle est observée. De nombreux produits chimiques d’essai
présentent des courbes de concentration-réponse a forte pente et, pour obtenir des données
dans le cadre d’'une cytotoxicité faible et modérée ou étudier la relation dose-réponse en détail,
il faudra donc utiliser des concentrations plus rapprochées et/ou plus de trois concentrations
(cultures uniques ou répliques), notamment dans les cas ou il est nécessaire de répéter
I'expérience (voir paragraphe 60).

29. Si la concentration d’essai maximale est basée sur la cytotoxicité, la concentration
d’essai la plus forte doit viser une cytotoxicité de 55 + 5 % selon les paramétres recommandés
pour estimer la cytotoxicité (a savoir RICC et RPD pour les lignées cellulaires sans cytoB et CBPI
et Rl quand la cytoB est utilisée) (72). Les résultats positifs présents uniquement dans la tranche
la plus haute de la plage de cytotoxicité mentionnée ci-dessus doivent étre interprétés avec
prudence (71).

30. Pour les produits chimiques d’essai peu solubles qui ne sont pas cytotoxiques a des
concentrations inférieures a la concentration insoluble la plus faible, la plus forte concentration
analysée doit produire une turbidité ou un précipité visible a I'ceil nu ou a l'aide d’un microscope
inversé a la fin du traitement avec le produit chimique d’essai. Méme si une cytotoxicité intervient
au-dela de la concentration insoluble la plus faible, il est recommandé de tester une seule
concentration produisant une turbidité ou un précipité visible, car de fausses réponses pourraient
découler de ce précipité. A la concentration produisant un précipité, il convient de s’assurer que
ce dernier n’interfére pas avec la conduite de I'essai (coloration ou analyse, par exemple). Il peut
étre utile de déterminer la solubilité dans le milieu de culture préalablement a I'essai.

31. Si aucun précipité ou aucune cytotoxicité limitante ne sont observés, la concentration
d’essai maximale doit correspondre a la plus basse parmi 10 mM, 2 mg/mL ou 2 pl/mL (73) (74)
(75). Lorsque la composition du produit chimique d’essai n’est pas définie, par exemple dans le
cas de substances de composition inconnue ou variable, de produits de réaction complexes ou
de matériels biologiques (76), de produits extraits de 'environnement, etc., il peut étre nécessaire
d’augmenter la concentration maximale (5 mg/mL par exemple), en I'absence de cytotoxicité
suffisante, afin d’accroitre la concentration de chacun des composants. Il convient toutefois de
noter que ces exigences peuvent étre différentes pour les produits pharmaceutiques a usage
humain (93).

Témoins

32. Des témoins négatifs concomitants (voir paragraphe 21), constitués uniquement
du solvant dans le milieu de traitement et testés de la méme fagon que les cultures traitées,
doivent étre inclus a tous les moments de récolte.

33. Des témoins positifs concomitants sont nécessaires pour démontrer la capacité
du laboratoire a identifier les clastogénes et les aneugénes dans les conditions du protocole
d’essai utilisé, ainsi que I'efficacité du systéme d’activation métabolique exogéne, le cas échéant.
Des exemples de témoins positifs figurent dans le tableau 1 ci-dessous. D’autres substances
chimiques peuvent étre utilisées comme témoins positifs, si cela est justifié.
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34. A I'heure actuelle, aucun aneugéne connu ne nécessite une activation
métabolique pour présenter une activité génotoxique (17). Etant donné que les essais in vitro de
génotoxicité sur cellules de mammiféres sont suffisamment normalisés en ce qui concerne les
traitements paralléles de courte durée effectués avec et sans activation métabolique pendant la
méme durée de traitement, l'utilisation de témoins positifs peut étre limitée a un clastogene
nécessitant une activation métabolique. Dans ce cas, une seule réponse clastogéne dans un
témoin positif démontrera a la fois I'activité du systéme d’activation métabolique et la réactivité
du systéme d’essai. Toutefois, un traitement de longue durée (sans S9) doit disposer de son
propre témoin positif, étant donné que la durée du traitement sera différente de celle de I'essai
ayant recours a une activation métabolique. Si un clastogéne est sélectionné comme témoin
positif unique pour le traitement de courte durée avec et sans activation métabolique, un
aneugeéne devra étre sélectionné pour le traitement de longue durée sans activation métabolique.
Les témoins positifs tant pour la clastogénicité que pour I'aneugénicité sont utilisés pour des
cellules métaboliguement compétentes ne nécessitant pas de préparation S9.

35. Chaque témoin positif doit étre utilisé a une ou plusieurs concentrations devant
normalement donner lieu a une augmentation reproductible et détectable par rapport a la valeur
de fond afin de démontrer la sensibilité du systéme d’essai (C’est-a-dire que les effets sont nets
mais que l'identité des lames codées n’est pas évidente pour 'examinateur), et la réponse ne
doit pas étre compromise par une cytotoxicité supérieure aux limites fixées dans cette Ligne
directrice.
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Tableau 1. Substances chimiques de référence recommandées pour la vérification des
compétences du laboratoire et pour la sélection des témoins positifs.

Catégorie Substance chimique Numéro CAS

1. Clastogénes actifs sans activation métabolique

Méthanesulfonate de

méthyle 66-27-3
Mitomycine C 50-07-7
Cytosine arabinoside 147-94-4
2. Clastogénes nécessitant une activation métabolique
Benzo(a)pyréene 50-32-8
Cyclophosphamide 50-18-0
3. Aneugénes
Colchicine 64-86-8
Vinblastine 143-67-9
MODE OPERATOIRE
Déroulement du traitement
36. Afin d’augmenter au maximum la probabilité de détecter une action aneugéne ou

clastogéne a un stade précis du cycle cellulaire, il importe qu’'un nombre suffisant de cellules
représentant la totalité des stades de leur cycle cellulaire soit traité avec le produit chimique
d'essai. Toutes les applications débutent et s’achévent pendant la phase de croissance
exponentielle des cellules, et les cellules poursuivent leur croissance jusqu’au moment de
I'échantillonnage. Le déroulement du traitement pour les lignées cellulaires et les cultures de
cellules primaires peut donc différer quelque peu de celui appliqué pour les lymphocytes qui
nécessitent une stimulation mitogene pour débuter leur cycle cellulaire (17). En ce qui concerne
les lymphocytes, I'approche la plus efficace consiste a commencer le traitement avec le produit
chimique d’essai 44 a 48 heures apres la stimulation par la PHA, au moment ou les cellules se
divisent de maniére asynchrone (6).

37. Les données publiées (19) indiquent que la plupart des aneugénes et clastogénes
sont détectés a l'issue d’'une application de courte durée, comprise entre 3 et 6 heures, en
présence et en I'absence de préparation S9, suivie du retrait du produit chimique d’essai et d’'une
période de croissance équivalente a 1.5 a 2.0 fois la durée normale du cycle cellulaire (7).

38. Toutefois, pour une évaluation compléte, laquelle serait nécessaire pour conclure a un résultat
négatif, les trois conditions expérimentales suivantes doivent étre respectées pour un traitement de courte
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durée avec et sans activation métabolique et pour un traitement de longue durée sans activation
métabolique (voir paragraphes 56, 57 et 58) :

e Les cellules sont exposées au produit chimique d’essai sans activation métabolique pendant 3 a
6 heures puis sont prélevées a 1’issue d’une période équivalente a 1.5 a 2.0 fois la durée normale
du cycle cellulaire aprés le début du traitement (19),

o Les cellules sont exposées au produit chimique d’essai avec activation métabolique pendant 3 a
6 heures puis sont prélevées a I’issue d’une période équivalente a 1.5 a 2.0 fois la durée normale
du cycle cellulaire aprés le début du traitement (19),

e Les cellules sont exposées en continu sans activation métabolique jusqu’au moment du
prélévement a l'issue d’une période équivalente a 1.5 a 2.0 fois la durée normale du cycle
cellulaire.

Si I’une de ces conditions expérimentales entraine une réponse positive, il n’est pas forcément nécessaire
d’étudier les autres régimes de traitement.

S’il est connu ou supposé que le produit chimique d’essai affecte la durée du cycle cellulaire (par
exemple si I'essai porte sur des analogues de nucléosides), notamment en ce qui concerne les
cellules compétentes en p53 (35) (36) (77), les périodes d’échantillonnage et de récupération
peuvent étre prolongées d’'une durée équivalente a 1.5 a 2.0 fois la durée normale du cycle
cellulaire (soit au total 3.0 — 4.0 cycles cellulaires aprés le début des traitements de courte durée
et de longue durée).

Ces différents choix sont a faire en fonction des craintes d’interaction entre le produit chimique
d’essai et la cytoB.

En cas de recours a des périodes d’échantillonnage étendues (soit une durée de mise en culture
équivalente au total a 3.0 — 4.0 cycles cellulaires), il faut veiller a ce que les cellules se divisent
toujours activement. En ce qui concerne les lymphocytes, par exemple, la croissance
exponentielle peut diminuer a partir de 96 heures apres la stimulation et les cultures cellulaires
monocouches peuvent devenir confluentes.

39. Les déroulements proposés pour le traitement des cellules sont résumés dans le
tableau 2. Ces déroulements de traitement généraux peuvent étre modifiés (et doivent étre
justifiés) en fonction de la stabilité et de la réactivité du produit chimique d’essai, ou des
caractéristiques de croissance des cellules utilisées.

Tableau 2. Traitement des cellules et temps de récolte pour le test MNvit

Lymphocytes, cellules | Traitement | Traiter pendant 3 a 6 heures en présence de S9 ;
primaires et lignees | de courte | gliminer la préparation S9 et le milieu de traitement ;
cellulaires traités avec | durée ajouter du milieu frais et de la cytoB ;

application de cytoB (avec S9) . o _ .
récolter a I'issue de 1.5 — 2.0 fois la durée normale du
cycle cellulaire aprés le début du traitement.
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Traitement Traiter pendant 3 a 6 heures ;
de courte | gliminer le milieu de traitement :

duree , - . .
(sans S9) aJ’outer d‘u mllleu frais et de la c.ytoB o
récolter a I'issue de 1.5 — 2.0 fois la durée normale du
cycle cellulaire aprés le début du traitement.
Traitement Traiter pendant 1.5 — 2 fois la durée normale du
prolongé cycle cellulaire en présence de cytoB ;

(sans S9) | recolter a la fin de la période de traitement.

Lignées cellulaires traitées sans application de cytoB
(Mode de traitement identique a celui décrit ci-dessus, sauf que I'on n’ajoute pas de cytoB)

40. Il est possible que les cultures monocouches présentent des cellules mitotiques
(reconnaissables a leur forme ronde et se détachant de la surface) a I'issue du traitement de 3 a
6 heures. Ces cellules se détachant facilement de la culture, elles risquent d’étre emportées lors
de l'élimination du milieu contenant le produit chimique d'essai. Si lI'on constate une
augmentation substantielle du nombre de cellules mitotiques par rapport aux témoins, ce qui
indiquerait I'arrét probable de la mitose, les cellules doivent étre récoltées par centrifugation puis
réintroduites dans les cultures, afin d’éviter de perdre les cellules en phase de mitose, et
présentant un risque de micronoyaux / d’aberration chromosomique, au moment de la récolte.

Récolte des cellules et préparation des lames

41. Chaque culture doit faire I'objet d’'une récolte et d'un traitement séparés. La
préparation des cellules peut comporter un traitement hypotonique, mais cette étape n’est pas
indispensable si les cellules sont correctement étalées d’une autre fagon. Différentes techniques
peuvent étre employées pour la préparation des lames, a condition que les préparations
cellulaires obtenues pour 'examen soient de trés bonne qualité. On retiendra les cellules dotées
d’'une membrane intacte et d’'un cytoplasme intact pour permettre la détection d’éventuels
micronoyaux et (dans la méthode du blocage de la cytokinése) le repérage fiable des cellules
binucléées.

42. Les lames peuvent étre colorées par différentes méthodes, au Giemsa ou a l'aide
de colorants fluorescents spécifiques de '’ADN, par exemple. Le recours a des 'utilisation de
colorants fluorescents appropriés [par exemple, I'acridine orange (78) ou I'Hoechst 33258 avec
la pyronine-Y (79)] permet d’éliminer une partie des artefacts associés avec I'utilisation d'un
colorant non spécifique de I'ADN. Les anticorps anti-kinétochore, la méthode FISH associée a
des sondes ADN pancentromériques ou encore le marquage in situ par amorgage a l'aide
d’amorces pancentromériques, avec un colorant de contraste de 'ADN approprié, peuvent étre
utilisés pour identifier le contenu des micronoyaux (les chromosomes entiers seront colorés
tandis que les fragments de chromosomes acentriques ne le seront pas) si les informations
d'ordre mécanistique concernant leur formation présentent de lintérét (16) (17). D'autres
méthodes de discrimination des effets clastogénes et aneugénes peuvent étre utilisées, a
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condition que leur efficacité ait été prouvée et validée. Ainsi, pour certaines lignées cellulaires,
la mesure des noyaux sub-2N en tant qu’événements hypodiploides a I'aide de techniques telles
que I'analyse d'images, la cytométrie a balayage laser ou la cytométrie en flux pourrait également
fournir des informations utiles (80) (81) (82). Les observations morphologiques des noyaux
pourraient aussi donner des indications sur une aneuploidie éventuelle. De plus, un essai
d’aberrations chromosomiques dans les cellules en métaphase, portant de préférence sur le
méme type de cellules et suivant un protocole d’'une sensibilité comparable, pourrait également
se révéler utile pour déterminer si les micronoyaux sont dus a une cassure chromosomique
(sachant qu’'une perte chromosomique ne serait pas détectée au cours de 'essai d’aberration
chromosomique).

Analyse

43. Toutes les lames, y compris celles des témoins de solvant et des témoins non
traités (s’il y en a) et positifs, doivent étre codées indépendamment avant l'analyse au
microscope des fréquences de micronoyaux. |l convient d’employer des techniques appropriées
pour contréler les biais ou dérives en cas d’utilisation d’'un systéme d’analyse automatique tel
que la cytométrie en flux, la cytométrie a balayage laser ou I'analyse d’'images. Quelle que soit
la plate-forme automatisée utilisée pour examiner les micronoyaux, le CBPI, le RI, le RPD et la
RICC doivent étre évalués simultanément.

44, Dans les cultures traitées a la cytoB, la fréquence des micronoyaux est analysée
dans un minimum de 2 000 cellules binucléées par concentration et par témoin (83), réparties
équitablement entre les répliques, lorsque les cultures ont été réalisées en plusieurs exemplaires
ou répliques. Lorsque des cultures en un seul exemplaire sont utilisées pour chaque
concentration (voir paragraphe 28), il y a lieu d’examiner au moins 2 000 cellules binucléées par
culture (83). Si le nombre de cellules binucléées disponibles pour I'examen de chaque
concentration est largement inférieur a 1 000 par culture (pour les cultures dupliquées) ou a 2
000 (pour une culture en un seul exemplaire), et si aucune augmentation significative du nombre
de micronoyaux n’est détectée, I'essai devra étre renouvelé sur un nombre plus important de
cellules, ou a des concentrations moins cytotoxiques, suivant la situation. Il convient également
de veiller a ne pas examiner les cellules binucléées ayant une forme irréguliere ou dont les deux
noyaux présentent une différence de taille trop importante. En outre, les cellules binucléées ne
doivent pas étre confondues avec des cellules multinucléées mal étalées. Les cellules possédant
plus de deux noyaux principaux ne sont pas analysées, car la fréquence de référence des
micronoyaux est susceptible d'étre plus élevée dans ce type de cellules (84). L'examen des
cellules mononucléées peut étre envisagé s'il s’avére que le produit chimique d'essai interfére
avec l'action de la cytoB. Dans ce cas, il peut se révéler utile de répéter I'essai sans cytoB.
L’examen des cellules mononuclées outre celui des cellules binucléées pourrait fournir des
informations utiles (85) (86), mais n’est pas obligatoire.

45, En ce qui concerne les lignées cellulaires, lorsque I'essai est réalisé sans cytoB,
'examen des micronoyaux doit porter sur un minimum de 2 000 cellules par concentration
d’essai (83) et par témoin, réparties équitablement entre les répliques, lorsque les cultures ont
été réalisées en plusieurs exemplaires. Lorsque des cultures en un seul exemplaire sont utilisées
pour chaque concentration (voir paragraphe 28), il y a lieu d’examiner au moins 2 000 cellules
binucléées par culture. Sile nombre de cellules binucléées disponibles pour I'examen de chaque
concentration est largement inférieur a 1 000 par culture (pour les cultures dupliquées) ou a 2
000 (pour une culture en un seul exemplaire), et si aucune augmentation significative du nombre
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de micronoyaux n’est détectée, I'essai devra étre renouvelé sur un nombre plus important de
cellules, ou a des concentrations moins cytotoxiques, suivant la situation.

46. Lorsque I'essai est réalisé en présence de cytoB, il convient de déterminer un
CBPI ou un indice de réplication (RI) afin d’évaluer la prolifération cellulaire (voir annexe 2), en
utilisant 500 cellules au moins par culture. Lorsque les traitements sont effectués en I'absence
de cytoB, il est essentiel de faire la preuve que les cellules en culture se sont divisées (voir
paragraphes 24 a 28).

Compétence du laboratoire

47. Afin d’acquérir une expérience suffisante de ’essai avant de I'utiliser en routine, le
laboratoire doit avoir réalisé une série d’expériences avec des substances chimiques positives de référence
agissant selon des mécanismes variés (au moins un avec activation métabolique et un sans activation
métabolique, et un agissant selon un mécanisme aneugeéne, et sélectionné parmi les substances chimiques
énumérées au tableau 1) et avec plusieurs témoins négatifs (y compris des cultures non traitées et divers
solvants/véhicules). Ces réponses de témoins positifs et négatifs doivent étre cohérentes par rapport a la
littérature. Cette exigence ne s’applique pas aux laboratoires possédant déja une expérience, ¢’est-a-dire
qui disposent d’une base de données historiques telle que définie aux paragraphes 49 a 52.

48. Une sélection de substances chimiques utilisées comme témoins positifs (voir tableau 1)
doit étre testée dans le cadre de traitements de courte et de longue durée en I'absence
d’activation métabolique, ainsi que dans le cadre d’un traitement de courte durée en présence
d’'une activation métabolique, I'objectif étant de démontrer que le laboratoire posséde la
compétence nécessaire pour détecter les substances clastogénes et aneugénes, déterminer
I'efficacité du systéme d’activation métabolique et démontrer la pertinence des procédures
d’examen (analyse visuelle au microscope, cytométrie en flux, cytométrie a balayage laser ou
analyse d’images). Il conviendra de définir une plage de concentrations des substances
chimiques sélectionnées qui permette d’obtenir des augmentations reproductibles et liées a la
concentration par rapport aux valeurs de fond, afin de démontrer la sensibilité et la plage
dynamique du systéme d’essai.

Données historiques

49, Le laboratoire doit établir :
- une plage et une distribution des témoins positifs historiques,
- une plage et une distribution des témoins négatifs (non traités, de solvant) historiques.

50. Lors de I’acquisition initiale de données en vue d’établir une distribution des témoins
négatifs historiques, les données des témoins négatifs concomitants doivent étre cohérentes avec les
données publiées, lorsqu’elles existent. Puis, a mesure que de nouvelles données expérimentales viennent
étoffer la plage de distribution des témoins, les données des témoins négatifs concomitants doivent
idéalement se situer dans les limites de contréle a 95 % de cette distribution (87) (88). La base de données
historiques du laboratoire relatives aux témoins négatifs doit a I’origine étre constituée a partir d’au moins
10 expériences, sachant qu’il serait préférable qu’elle en compte au moins 20, réalisées dans des conditions
expérimentales similaires. Les laboratoires doivent utiliser des méthodes de contrdle de la qualité telles
que des graphiques statistiques (cartes C ou cartes X-barre, par exemple (88)) afin de déterminer la
variabilité de leurs données de témoins positifs et négatifs et de démontrer leur maitrise de la méthodologie
(83). On trouve dans la littérature (87) d’autres recommandations sur la fagon de constituer et d’utiliser les
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données historiques (criteres d’inclusion et d’exclusion des données dans la base et criteres d’acceptabilité
pour une expérimentation donnée).

51. Toute modification du protocole expérimental doit étre étudiée en termes de
cohérence des données avec les bases de données historiques existantes du laboratoire. Toute
incohérence majeure doit conduire a I'établissement d’'une nouvelle base de données des
témoins historiques.

52. Les données des témoins négatifs désignent l'incidence des cellules micronucléées
issues d’'une seule culture ou de I'ensemble des cultures réalisées en plusieurs exemplaires,
comme décrit au paragraphe 28. Les témoins négatifs concomittants se situent idéalement dans
les limites de contrble a 95 % de la distribution des données historiques des témoins négatifs
contenues dans la base de données du laboratoire (87) (88). Lorsque les données des témoins
négatifs concomitants se situent en dehors des limites de contrdle a 95 %, leur inclusion dans la
distribution des témoins historiques peut étre acceptable a condition que ces données ne soient
pas exagérément extrémes et qu’il soit prouvé que le systéme d’essai est « sous contrdle » (voir
paragraphe 50) et qu’il n’y a pas eu de défaillance technique ou d’erreur humaine.

RESULTATS ET RAPPORT

Présentation des résultats

53. Lorsque la technique du blocage de la cytokinése est employée, seules les
fréquences des cellules binucléées présentant des micronoyaux (indépendamment du nombre
de micronoyaux par cellule) sont utilisées pour évaluer I'induction de micronoyaux. L’analyse des
cellules présentant un ou plusieurs micronoyaux peut étre rapportée séparément ; elle peut
apporter des informations utiles, mais n’est pas obligatoire.

54. Il convient d’effectuer des mesures paralléles de cytotoxicité pour toutes les
cultures traitées et les témoins négatifs et positifs (16). On calculera également le CBPI ou
l'indice de réplication (RI) pour toutes les cultures traitées et témoins, afin de mesurer le retard
du cycle cellulaire en cas de recours a la méthode de blocage de la cytokinése. En I'absence
de cytoB, il convient de mesurer le doublement relatif de la population (RPD) ou 'augmentation
relative du nombre de cellules (RICC) (voir annexe 2).

55. Les données doivent étre indiquées individuellement pour chaque culture. En
outre, toutes les données doivent étre résumées sous forme de tableaux.

Critéres d’acceptabilité

56. L’acceptation de I’essai repose sur les critéres suivants :

e Les données relatives aux témoins négatifs concomitants sont considérées comme pouvant &tre
ajoutées a la base de données des témoins négatifs historiques du laboratoire (voir paragraphe 50).

e Les témoins positifs concomitants (voir paragraphe 50) induisent des réponses compatibles avec
celles générées dans la base de données des témoins positifs historiques et produisent une
augmentation statistiquement significative par rapport aux témoins négatifs concomitants.
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e Les criteres de prolifération cellulaire dans le témoin de solvant sont remplis (voir paragraphes 25-
27).

e Toutes les conditions expérimentales ont été testées, a moins que 1’'une d’entre elles ait abouti a
des résultats positifs (voir paragraphes 36-40).

e Un nombre adéquat de cellules et de concentrations sont analysables (voir paragraphes 28 et 44-
46).

e Les criteres de sélection de la concentration maximale sont cohérents avec ceux décrits
aux paragraphes 24-31.

Evaluation et interprétation des résultats

57. A condition que tous les critéres d’acceptabilité soient remplis, un produit
chimique d’essai est considéré comme clairement positif si, dans les conditions expérimentales
étudiées (voir paragraphes 36-39) :
a) au moins une des concentrations d’essai présente une augmentation statistiquement
significative par rapport au témoin négatif concomitant (89),

b) un test de tendance approprié montre que 'augmentation est liée a la dose dans au moins
une condition expérimentale (voir paragraphe 28),

c) des résultats se situent a I'extérieur de la plage de distribution des données des témoins
négatifs historiques (limites de contréle a 95 % d’une loi de Poisson, par exemple ; voir
paragraphe 52).

Lorsque tous ces critéres sont remplis, le produit chimique d’essai est considéré comme capable
d’induire des cassures chromosomiques et/ou un gain ou une perte chromosomique dans ce
systétme d'essai. Des recommandations concernant les méthodes statistiques les plus
appropriées sont également disponibles dans la littérature (90) (91) (92).

58. A condition que tous les critéres d’acceptabilité soient remplis, un produit
chimique d’essai est considéré comme clairement négatif si, dans toutes les conditions
expérimentales étudiées (voir paragraphes 36-39) :
a) aucune concentration d’essai ne présente une augmentation statistiquement significative
par rapport au témoin négatif concomitant,

b) un test de tendance approprié montre qu’il n'y a pas d’augmentation liée a la
concentration,

c) lintégralité des résultats se situe a I'intérieur de la distribution des données des témoins
négatifs historiques (limites de contréle a 95 % d’une loi de Poisson, par exemple voir
paragraphe 52).

Le produit chimique d’essai est alors considéré comme incapable d’induire des cassures
chromosomiques et/ou un gain ou une perte chromosomique dans ce systéme d’essai. Des
recommandations concernant les méthodes statistiques les plus appropriées sont également
disponibles dans la littérature (90) (91) (92).
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59. Il n'est pas nécessaire de vérifier une réponse clairement positive ou négative.

60. Lorsque la réponse n’est ni clairement négative ni clairement positive, tel que
décrit ci-dessus, ou en vue d’établir la signification biologique d’un résultat, les données doivent
étre soumises a un jugement d’expert et/ou des investigations plus poussées. Il peut étre utile
d’examiner des cellules supplémentaires (le cas échéant) ou de répéter I'expérience,
éventuellement dans des conditions expérimentales modifiées [espacement des concentrations,
autres conditions d’activation métabolique (concentration de S9 ou origine de S9), par exemplel].

61. Dans de rares cas, méme aprés des études complémentaires, 'ensemble de
données ne permettra pas de conclure a un résultat positif ou négatif, et le résultat sera déclaré
équivoque.

62. Lorsque des produits chimiques d’essai induisent la formation de micronoyaux
lors de I'essai MNvit, celle-ci est due soit a une cassure chromosomique, soit a une perte
chromosomique, soit aux deux éveénements combinés. |l est possible de procéder a d’autres
analyses a l'aide d’anticorps anti-kinétochores, de sondes centromériques in situ ou d’autres
méthodes afin de déterminer si le mécanisme d’induction de micronoyaux est le résultat d’'une
activité clastogéne et/ou aneugéne.

Rapport d'essai

63. Le rapport d’essai doit comporter les informations suivantes :
Produit chimique d’essai :

- source, numéro de lot et date limite d'utilisation, si c’est disponible ;

- stabilité du produit chimique d’essai, si elle est connue ;

- réactivité du produit chimique d’essai avec le solvant/véhicule ou le milieu de culture
cellulaire ;

- solubilité et stabilité du produit chimique d’essai dans le solvant, si elles sont
connues ;

- mesure du pH, de I'osmolalité et de la précipitation dans le milieu de culture auquel
le produit chimique d’essai a été ajouté, le cas échéant.

Substance mono-constituant :
- apparence physique, hydro-solubilité, autres propriétés physico-chimiques
importantes pour la conduite de I'étude ;
- identification chimique : nom I[UPAC 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.

Substance multi-constituants, UVCB et mélanges :
- caractérisés autant que possible par l'identité chimique des constituants (voir ci-
dessus), la présence, la quantité et les propriétés physico-chimiques des
constituants.
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Solvant :

- justification du choix du solvant ;
- pourcentage de solvant dans le milieu de culture final.

Cellules :

- type et source des cellules utilisées ;

- raisons du choix du type cellulaire utilisé ;

- absence de mycoplasmes, pour les lignées cellulaires ;

- pour les lignées cellulaires, informations sur la durée du cycle cellulaire ou I'indice
de prolifération ;

- en cas d'utilisation de lymphocytes, sexe, age et toute autre information pertinente
sur les donneurs de sang, sang complet ou lymphocytes isolés, mitogéne
employé ;

- durée normale du cycle cellulaire (témoin négatif) ;

- nombre de passages, le cas échéant, pour les lignées cellulaires ;

- méthodes d’entretien des cultures cellulaires, pour les lignées cellulaires ;

- nombre modal de chromosomes, pour les lignées cellulaires.

Conditions de I'essai :

- identité de I'éventuel agent de blocage de la cytokinése utilisé (cytoB, par exemple),
sa concentration et la durée d’exposition des cellules ;

- concentration du produit chimique d’essai sous la forme de sa concentration finale
dans le milieu de culture (par exemple en ug ou mg/mL ou mM du milieu de
culture) ;

- justification du choix des concentrations et du nombre de cultures, y compris données
concernant la cytotoxicité et les limites de solubilité, par exemple ;

- composition du milieu, concentration de CO; le cas échéant, degré d’humidité ;

- concentration (et/ou volume) de solvant et de produit chimique d’essai ajoutée au
milieu de culture ;

- température et temps d’incubation ;

- durée du traitement ;

- délai de récolte aprés traitement ;

- densité cellulaire au moment de I'ensemencement, le cas échéant ;

- type et composition du systéme d'activation métabolique (source du S9, méthode
de préparation du mélange S9, concentration ou volume de mélange S9 et de S9
dans le milieu de culture final, contréles de la qualité du S9 (activité enzymatique,
stérilité, capacité métabolique, par exemple) ;

- substances chimiques des témoins positifs et négatifs, concentrations finales,
conditions et durée des périodes de traitement et de récupération ;

- méthodes de préparation des lames et technique de coloration utilisées ;

- criteres d’analyse des cellules micronucléées (choix des cellules analysables et
identification du micronoyau) ;

- nombre de cellules analysées ;

- méthodes de mesure de la cytotoxicité ;

- toute information supplémentaire concernant la cytotoxicité et la méthode utilisée ;

- critéres pour conclure que I'étude est positive, négative ou équivoque ;
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- méthode(s) d’analyse statistique utilisée(s) ;
- méthodes, telles que le recours aux anticorps anti-kinétochores ou aux sondes

centromeriques, utilisées pour déterminer si les micronoyaux possédent des
chromosomes entiers ou fragmentés, le cas échéant ;

- méthodes utilisées pour déterminer le pH, 'osmolalité et la précipitation.

Résultats :

définition des cellules acceptables pour I'analyse ;

en l'absence de cytoB, nombre de cellules exposées et nombre de cellules
récoltées pour chaque culture en cas de lignées cellulaires ;

paramétres pour estimer la cytotoxicité, par exemple CBPI ou Rl dans le cas de
la méthode de blocage de la cytokinese ; RICC ou RPD lorsque la méthode de
blocage de la cytokinése n’est pas utilisée ; autres observations le cas échéant
(degré de confluence cellulaire, apoptose, nécrose, numération des cellules en
métaphase, fréquence des cellules binucléées) ;

signes de précipitation et moment de la détermination ;

données sur le pH et l'osmolalité du milieu de traitement, si elles ont été
déterminées ;

répartition des cellules mono-, bi- et multinucléées en cas d’utilisation d’une
méthode de blocage de la cytokinése ;

nombre de cellules micronucléées, donné séparément pour chaque culture traitée
et culture témoin, en précisant si elles proviennent de cellules binucléées ou
mononucléées, s’il y a lieu ;

relation concentration-réponse, si possible ;

données relatives aux témoins négatifs (solvant) et positifs (concentrations et
solvants) concomitants ;

données relatives aux témoins négatifs (avec solvant) et positifs historiques, y
compris ordres de grandeur, moyennes, ecarts-types, limites de contréle a 95 %
pour la distribution, et nombre de données ;

analyse statistique; valeurs p le cas échéant.

Discussion des résultats.

Conclusions.
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ANNEXE 1 : DEFINITIONS

Aneugéne : substance ou processus qui, via des interactions avec les composants de la cellule
mitotique ou méiotique lors de la division cellulaire, provoque la formation de cellules ou
d’organismes aneuploides.

Aneuploidie : tout écart par rapport au nombre diploide (ou haploide) normal de chromosomes,
d’'un seul ou de plusieurs chromosomes, mais non d’un ou de plusieurs jeux de chromosomes

(polyploidie).

Apoptose : mort cellulaire programmée caractérisée par une succession d’étapes menant a la
désintégration des cellules en particules membranaires qui sont ensuite éliminées par
phagocytose ou par excrétion.

Augmentation relative du nombre de cellules (Relative increase in cell count, RICC) : paramétre
permettant d’estimer la cytotoxicité lorsque la cytoB n’est pas utilisée (voir formule a 'annexe 2).

Cellules en interphase : cellules qui ne sont pas en phase de mitose.

Centromeére : région de 'ADN d’'un chromosome ou les deux chromatides sont reliées entre elles
et sur laquelle les deux kinétochores sont fixés cote a cote.

Clastogéne : substance ou événement induisant des aberrations chromosomiques structurales
dans des populations cellulaires ou des organismes eucaryotes.

Concentrations : désigne les concentrations finales du produit chimique d’essai dans le milieu de culture.

Cytokinése : processus de division cellulaire survenant immédiatement aprés la mitose pour
former deux cellules-filles, contenant chacune un noyau unique.

Cytostase : inhibition de la prolifération cellulaire (voir formule a I'annexe 2).
Cytotoxicité : terme général utilisé pour décrire des d’effets néfastes pour les cellules, par
exemple mort cellulaire, inhibition de la prolifération cellulaire (cytostase). Les formules pour

estimer la cytotoxicité sont décrites a 'annexe 2.

Doublement relatif de la population (Relative Population Doubling, RPD) : paramétre permettant
d’estimer la cytotoxicité lorsque la cytoB n’est pas utilisée (voir formule a 'annexe 2).

Fraction S9 de foie : surnageant d’homogénat de foie centrifugé a 9 000g (extrait de foie cru).

Génotoxique : terme générique qualifiant tous les types de lésions de I'ADN ou des
chromosomes, tels que les cassures, délétions, adduits, liaisons et modifications de nucléotides,
réarrangements, mutations génétiques, aberrations chromosomiques et aneuploidies. Tous les
types d’effets génotoxiques n’entrainent pas nécessairement de mutations ou de Iésions
chromosomiques stables.
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Indice de prolifération (Proliferation Index, PI) : indication de prolifération cellulaire déterminée
en comptant le nombre de clones de une, deux, trois a quatre, ou cing a huit cellules. Il s’agit
d’'un paramétre additionnel utile pour confirmer qu’il y a eu prolifération cellulaire dans les lignées
cellulaires testées en I'absence de cytoB.

Indice de prolifération des cellules dont la division cytoplasmique a été bloquée (Cytokinesis-
Block Proliferation Index, CBPI) : nombre moyen de noyaux par cellule ; peut étre utilisé pour
estimer la cytotoxicité (voir formule a 'annexe 2).

Indice de réplication (Replication Index, RI) : rapport entre le nombre de cycles de division
cellulaire achevés dans une culture traitée et ce méme nombre dans le témoin non traité, au
cours de la période d’exposition et la récupération (voir formule a 'annexe 2).

Indice mitotique : nombre de cellules en métaphase divisé par le nombre total de cellules dans
une population ; une indication de la vitesse de prolifération cellulaire dans cette population.

Kinétochore : assemblage de protéines situé au niveau du centromére d’'un chromosome, auquel
sont associées les fibres fusoriales lors de la division cellulaire, permettant le mouvement
ordonné des chromosomes-fils vers les pbles des cellules-filles.

Mélange S9 : mélange de fraction S9 de foie et de cofacteurs nécessaires a l'activité des
enzymes métaboliques.

Micronoyau : petit noyau, venant s’ajouter au noyau principal de la cellule et séparé de celui-ci,
formé lors de la télophase de la mitose ou de la méiose a partir de chromosomes entiers ou de
fragments de chromosomes retardataires.

Mitose : division du noyau cellulaire, généralement décomposée en prophase, prométaphase,
métaphase, anaphase et télophase.

Mutagéne : qui produit une modification héréditaire portant sur une ou plusieurs séquences de
paires de bases d’ADN génique, ou sur la structure de chromosomes (aberrations
chromosomiques).

Non-disjonction : non-séparation d’'une paire de chromatides, qui ne parviennent donc pas a
migrer correctement lors de la division cellulaire, ce qui entraine la présence d’un nombre
anormal de chromosomes dans les cellules-filles.

Polyploidie : aberrations chromosomiques numériques dans des cellules ou des organismes,
impliquant un ou plusieurs jeux de chromosomes et non un ou plusieurs chromosomes isolés
(aneuploidie).

Prolifération cellulaire : augmentation du nombre de cellules résultant de la division cellulaire
mitotique.

Statut p53 : la protéine p53 intervient dans la régulation du cycle cellulaire, 'apoptose et la
réparation de 'ADN. Les cellules déficientes en protéine fonctionnelle p53, incapables d’arréter
le cycle cellulaire ou d’éliminer les cellules Iésées par le biais de I'apoptose ou d’autres
mécanismes (induction de la réparation de 'ADN, par exemple) liés aux fonctions de p53 en
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réponse a des lésions de ’ADN, devraient théoriguement étre davantage sujettes aux mutations
génétiques ou aux aberrations chromosomiques.

Témoin de solvant : terme générique désignant les cultures témoins recevant uniquement le
solvant utilisé pour dissoudre le produit chimique d’essai.

Témoin non traité : cultures ne recevant aucun traitement (ni produit chimique d’essai ni solvant)
mais préparées parallelement et de la méme fagon que les cultures exposées au produit
chimique d’essai.
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ANNEXE 2 : FORMULES POUR ESTIMER LA CYTOTOXICITE

Les paramétres de prolifération cellulaire, de cytostase et de cytotoxicité sont tous liés. Les
modifications des parameétres de prolifération cellulaire dans les cultures traitées par rapport aux
témoins négatifs concomitants peuvent étre utilisées comme estimations approchées de la
cytotoxicité a I'aide des formules décrites ci-dessous. Chacun de ces paramétres est différent en
termes de contribution de la cytostase ou d'autres formes de cytotoxicité aux calculs. Toutefois,
par souci de cohérence avec le reste de la Ligne directrice 487 et pour faciliter la compréhension,
le terme cytotoxicité a été utilisé pour décrire le calcul final, quel que soit le paramétre de départ.

1. Avec cytoB

En cas d’utilisation de la cytoB, l'estimation de la cytotoxicité se fonde sur lindice de
prolifération des cellules dont la division cytoplasmique a été bloquée (CBPI) ou sur
lindice de réplication (RI) (17) (69). Le résultat du calcul final de la cytotoxicité est le méme,
que I'on utilise le CBPI ou le RI.

e Le CBPI indique le nombre moyen de noyaux par cellule. L'inclusion de cellules
mononucléées dans le calcul tient compte de la cytostase et, par conséquent, le CBPI
donne une estimation de la prolifération cellulaire. Le CBPI pour les cellules traitées et
le CBPI pour les cellules témoins sont calculés séparément.

Formule :
CBPI =

[Nombre de cellules mononuclées] + 2x[Nombre de cellules binuclées] + 3x[Nombre de cellules plurinuclées]
[Nombre de cellules total]

Estimation de la cytotoxicité :

% Cytotoxicité = 100 — 100 X CBPL, — 1
CBPI; — 1

Avec :

T = cultures traitées avec le produit chimique d’essai

C = cultures témoin

¢ Le Rl indique le nombre relatif de cycles cellulaires par cellule effectués au cours de la
période d’exposition a la cytoB dans les cultures traitées par rapport aux cultures
témoins.

Formule :

[Nombre de cellules binuclées]; + 2x[Nombre de cellules plurinuclées]
[Nombre de cellules total]

[Nombre de cellules binuclées]: + 2x[Nombre de cellules plurinuclées]
[Nombre de cellules total]

RI= X 100
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Avec :

T = cultures traitées avec le produit chimique d’essai
C = cultures témoin

Estimation de la cytotoxicité :

% Cytotoxicité = 100-RI

2. Sans cytoB

487

En I’'absence d’utilisation de cytoB, l'estimation de la cytotoxicité doit se baser sur
'augmentation relative du nombre de cellules (RICC) ou sur le doublement relatif de la
population (RPD) (69), ces deux mesures tenant compte de la proportion de cellules ayant
effectué une division cellulaire. Le résultat du calcul final de la cytotoxicité n’est pas

nécessairement le méme selon que I'on utilise le RICC ou le RPD.
e Augmentation relative du nombre de cellules (RICC)

Formule :

RICC = [Nombre de cellules final ]t — [Nombre de cellules initial |y % 100
"~ [Nombre de cellules final ] — [Nombre de cellules initial]¢

Estimation de la cytotoxicité :

% Cytotoxicity = 100 - RICC

e Doublement relatif de la population (RPD)
Formule :

[Nombre de doublements de la population]
RPD = - x 100
[Nombre de doublements de la population],

Avec :

[Nombre de cellules final]

Nombre de doublements de la population = oo 2

X lo
08102 810 [

Nombre de cellules initial]

T = cultures traitées avec le produit chimique d’essai
C = cultures témoin

Estimation de la cytotoxicité :

% Cytotoxicity = 100 - RPD
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Commentaires complémentaires

Quoi qu'il en soait, il convient de mesurer le nombre de cellules avant traitement, qui doit étre
identique dans les cultures traitées et les cultures témoins négatives.

En cas d'utilisation de systéemes d’analyse automatique tels que la cytométrie en flux, la
cytométrie a balayage laser ou I'analyse d’images, le nombre de noyaux peut remplacer le
nombre de cellules dans la formule.

Dans les cultures témoins négatives, les paramétres de prolifération cellulaires doivent étre
compatibles avec l'obligation de prélever des cellules a lissue d’'une période équivalente a
environ 1.5 a 2 fois la durée normale du cycle cellulaire aprés le début du traitement.
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