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 Les méthodes « in silico » ou cristallographiques :
* QSARs et Modélisation de la liaison du ligand au récepteur.
* Les méthodes In Vitro Biochimiques/Mécanistiques :
* Liaison a une protéine de transport, a une enzyme, a un Récepteur, et
* Liaison d’un coactivateur ou un corépresseur a un récepteur
e Les méthodes In Vitro Cellulaires :
* Expression de genes naturels (protéines, enzymes, réponse cellulaire) et
* Expression de genes rapporteurs (B-galactosidase, luciférases).
 Les méthodes « In organo » (Cultures organotypiques) :
*Expression de genes naturels (protéines, enzymes, réponse cellulaire)
 Les méthodes In vivo (souris, poisson-zébre, xénope) :
*Expression de genes naturels ou de genes rapporteurs

=» Chacune des méthodes présente des avantages et des inconvénients.

Ce qui incite a croiser les résultats afin de bien détecter les propriétés PE des
substances chimiques.



Chaine de tests de détection des PE

Source : Beyond a means of exposure: a new view of the mother in toxicology research,Mary C. Catanese, Alexander Suvorov
and Laura N. Vandenberg, Toxicology Research , 3, 2015
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Identification/Characterisation of EDs: scientific eriteria and test methods

Table 2:  [fn vive mammalian toxicity screens and tests listed in the OECD CF, showing their known or potential responsiveness to various (selected and
not exhaustive) endocrine modalities/axes/pathways. For each test, its level of the CF is shown: those at Level 3 are suitable for identification of endocrine
activity, while those at Levels 4 and 5 are more suitable for hazard identification and characterisation. M: screen providing some mechanistic information; A:
screen or test providing some apical information; P: apical endpoints potentially responsive, but not yet fully evaluated.

Endocrine Assays
modalities/axes/
pathways
= 2
= s T S§& 7 = g i g 2 : 0y
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5% 5% 3% 80 80 8@ 5c& B RE ha=gz SO B4 %@ FE 5D
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28 28 2& =2 29 23 £2G 2% =& 20z 2Z; 2E¥ 22 2B 23
Ohestrogen M A A A A A A A A A A A
Anti-estrogens | M A A A A A A A A A A A
Androgen | M M A A TA A A A A A A A A A
Anti-androgen M A A A A A A A A A A A A
Thyroid M M/A A A A A A A A A A A A A
Anti-thyroid M MiA A A A A A A A A A A A A
Sterondogenesis A A A A A A A A A A A A A
HPA/Corticosterond axis P P P P P P P P P P
Somatotropic axis P P P P P P P P P P
Yitamin [ sigmalling P P P P P P P P P P
Retinoid signalling P P P P P P P P P P
PPAR pathway P P P P P P P P P P
Other potential endocrine
modalities not covered in P P P P P P P P P P
QECD, 2012b
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R Identification/Characterisation of EDs: scientific criteria and test methods

Table 3:  Aquatic in vive ecotoxicity screens and tests listed in the OECD CF, showing their known or potential responsiveness to various (selected and not
exhaustive) endocrine modalities/axes/pathways. For each test, its Level of the CF is shown: those at Level 3 are suitable for identification of endocrine
activity, while those at Levels 4 and 5 are more suitable for hazard identification and characterisation. M: screen providing some mechanistic information; A:
screen or test providing some apical information; P': apical endpoints potentially responsive, but not vet fully evaluated.

Vertebrate assays Invertebrate assays
Endocrine
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Oestrogen | M/A | M MAE MA ] MUA A MA | P P
Anti-oestrogens | WA | M MA ] MIA | A A MIA [ P P
Androgen | A | M M mia | ma | wia A MA [ P P
Anti-androgen | MA | M M Ma | Mia | wa A MIA [ P P
Thyrod MIA M M/A P P P
Anti-thyroid M/A M M/A P P P
Steroidogenesis | MA | M Mia |l Mia | M A MA | P P
., HPA-aus- P P P P
Corticosterond axis
Somatotropic axis P P i P
Vitamin D P P i P
Retinoid signalling P P P P P P
PPAR pathway P P P P
Epigenetic effects P P P
Ecdysteroid N o | oA N N N
system
Juvenile hormone N b N N N N
syslem
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Pourquoi la validation des tests ?

ond
- Procédures de travail standardisées Substance testée

Pour une acceptation des données au niveau réglementaire

e EU-REACh Qualité des études / fiabilité des résultats
e US-EPA
* Autres agences Cotation Klimisch

Guidance document on standardized test guidelines for evaluating chemicals for endocrine disruption N° 150 2012
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Pourquoi la validation des tests ?

- Bonne description + pertinence scientifique

* 3 =Non fiable:
-Interférences systeme d’essai / substance d’essai
-Systéme d’essai non pertinent par rapport a I'exposition (ex : voie non physiologique)
-Méthode non acceptable ou insuffisamment décrite pour I'évaluation,
non convaincante pour un jugement d’expert
* 4 =Non évaluable : Niveau de détail insuffisant: NON
- Résumés, littérature secondaire, revues
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Stratégie de tests OCDE (2012 )

Level 1

predictions

- o Physical & chemical properties, e.2, MW reactivi
E’“S"“g, Data and Non-Test| | Allavailable (eco)toxicological datalfrom standardized or non-standardized tests.
Information o Read across, chemical categories, QSARs and other in silico predictions, and ADME model

. DEP - Diéthyl-phtalate
CH . DEHP - Di-éthtyl-hexyl-phtalate

i Ses
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- DBP - Dibutyl-phtalate

HO

o

. DINP - Diisononvl-phtalate
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Stratégie de tests OCDE (2012 )

Level 2
In vitro assays providing data
about  selected  endocrine
mechanism(s) / pathways(s)
(Mammalian ~ and  non
mammalian methods)

Estrogen or androgen receptor binding affinity

Steroidogenesis in vitro (OECD TG 456)
MCEF-7 cell proliferation assays (ER ant/agonist)
Other assays as appropriate

Estrogen receptor transactivation (OECD TG 455 - OECD TG 457)
Androgen or thyroid transactivation (If/when TGs are available)

- Augmentation testostérone
- Neurotoxine =» masculinisation des femelles (PMF)

i OH
Jﬁ'}_\, Aromatase
¢ HO
TBT : il empéche
Testostérone (hormone I'action de I'aromatase Estradiol (hormone

masculine)

feminine)
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Stratégie de tests OCDE (2012 )

Mammalian Toxicology Non-Mammalian Toxicology
Level 3 + Uterotrophic assay (OECD TG 440) o Xenopus embryo thyroid signalling assay

In vivo assays providing data | |e Hershberger assay (OECD TG 441) (When/if TG 15 available)

dbout  selected  endocrie *  Amphibian metamorphosis assay (OECD

mechanism(s) / pathway(s)’ G 231)

¢ [ish Reproductive Screening Assay (OECD
TG 229)

«  [ish Screening Assay (OECD TG 230)

 Androgenized female stickleback screen

(GD 140)

Tests in vivo sur un seul perturbateur endocrinien

Etude des Mécanismes et des effets
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Test Utérotrophique OCDE 440

Restrictions:

- Intra cutanée évite le métabolisme hépatique

- Attention aux phyto-oestrogenes des aliments
pour les femelles immatures

- Uovariectomie est un facteur de stress

et doit étre complete

A.LOMBARD-MDC-PE-25/04/2017

Postnatal Day

59/

Animal arrival  Ovariectomy Necropsy
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Test Hershberger OCDE 441

=>» Positif = || poids sur 2 organes /5
Restrictions:
- Intra cutanée évite le métabolisme hépatique
- le poids des organes peut étre modifié par

d’autres agents

S5a-réductase dégrade I’hormone male, la testostérone, en dihydrotestostérone (DHT) .
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Etudes OCDE sur Les Poissons

tgy
A Embyo L

by
Juvenlle  Adut  Embryo Larva

kg
Juenk  Adut  Embryo Lava  Juvenile

2| day fish
SCRening dssly
(OECD TG 230)
Androgenized
femde
dicklehack
scren (OECD
GD 148)

Fish
rpmdictive Fimephales promelas, medaka et le poisson-zebre

KCRening assay biomarqueurs : la vitellogénine et caractéres sexuels
(OECD TG 29) secondaires

- P | I

Pimephales promelas, medaka et le poisson-zebre ;
biomarqueurs - lavitellogénine et caracteres sexuels secondaires.

épinoche femelle androgenisee
Mesure dela Spiggin

Doses: 3 doses + témoin a partir de la CMT (concentration Maximale Tolérée)
ou 10 mg/L
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Essai de 21 jours sur les poissons (OCDE 230)

*les caracteres sexuels secondaires sont mesurés
- chez le téte-de-boule femelles (nombre de
tubercules nuptiaux situés sur le museau
= indicateur d’exposition a des androgenes exogenes)
- chez le medaka femelle, (hnombre de tubercules
papillaires constitue = indicateur d’exposition a
des androgenes exogenes).

hitp:ifacces ensdyon. fevolution/biodiversitefdos siers-
thematiguesbiosurvellance-et-
binindicateursiresohe UiG4088250007 TER205 565906041 TBeE
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Test de dépistage endocrinien de 21 jours chez |la
femelle épinoche androgénisée (OCDE 148)

* Mesure de la Spiggin chez la femelle androgénisée qui traitée au DHT a 5ug/I (DiHydro-

Testostérone)
e Trois doses + témoin pendant 21 jours forte dose a la Dose Maximale Tolérée (moins de 10%

de mortalité) ou 10mg/I (flux continu) + DHT control

Résultats: Mesure de production de Spiggin hépatique par test ELISA
= Activité anti-androgénique lou t = Activité androgénique

15
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Etudes OCDE sur les batraciens Xenopus laevis

Impregnation
Hatching

Premetamorphosis

Prometamorphosis

- - _\_\.“ERH “ [} l:-ud - T
I e o L 3 - E i
cii % Pt - \
imax = ituitary l SYNTHESIS s

Disruption of
human and amphibian thyroid system

~

Hypothalamus

66 JFrogIet ) i i

B 0lormortslstnget are eccondis : \ 1 DEDINASE METABOLISH
Thyroid Gland Thyruid OF THYROID HORMOMNES

TRANSPORT Disrupti

. . . . _ isruption
e Xenopus Embryonic Thyroid Signalling Assay "=t “
Free TH
— - Target Cells TR“ INTERACTIONS
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THRZIP  GFP

%0 b oo
Froduotiaon of
Tluore soant
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=3

mmmm  MODULATE GFP EXPRESSION

XETA : an in vivo transcriptional assay
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Amphibian Metamorphosis Assay (OECD 231)

1 Impregnation
1 Hatching

Premetamorphosis -

Prometamorphosis

S R e -

Climax

66 Froglet Developmental stages are according — ¢ L
to Nieuwkoop and Faber 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66
development stage (NF)

 Etude entre jours 51 et 66 P —— ﬂ.

NO
Critéres morphologiques Stade de développement il
apparents S1| 52|53 5455365738 | 59| 60| 61]62]63] 64 ]65]66 Asynchronous development |— ==
Paites postérieures XXX |X|X|X X NO
Pattes antérienres XXX | X| X v YES
— - Ramarkable histological effects ————»
Streciure erimiolaciale X|X|X|X
Morphologie du nerf ol factif X[X[|X NO
L de | AlX XX
mgnenr de la guene it
Thyroid Inactive:
Stop
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Stratégie de tests OCDE (2012 )

Level 4
In vivo assays providing data on
adverse effects on endocrine
relevant endpoints *

Repeated dose 28-day study (OECD TG
407)

Repeated dose 90-day study (OECD TG
408)

l-generation reproduction toxicity study
(OECD TG 415)

Male pubertal assay (see GD 150, Chapter
C4.3)°

Female pubertal assay (see GD 150, Chapter
C4 .4y

Intact adult male endocrine screening assay
(see GD 150, Chapter Annex 2.5)

Prenatal developmental toxicity  study
(OECD TG 414)

Chronic toxicity and carcinogenicity studies
(OECD TG 451-3)

Reproductive screening test (OECD TG 421
if enhanced)

Combined 28-day/reproductive screening
assay (OECD TG 422 if enhanced)
Developmental neurotoxicity (OECD TG
426)

Fish sexual development test (OECD TG
234)

Fish Reproduction Partial Lifecycle Test
(when/If TG is Available)

Larval Amphibian Growth & Development
Assay (when TG is available)

Avian Reproduction Assay (OECD TG 206)
Mollusc Partial Lifecycle Assays (when TG
is available) *

Chironomid Toxicity Test (TG 218-219)*
Daphnia Reproduction Test (with male
induction) (OECD TG 211)*

Earthworm Reproduction Test (OECD
TG 222)*

Enchytraeid Reproduction Test (OECD
TG 220)*

Sediment Water Lumbriculus Toxicity
Test Using Spiked Sediment (OECD TG
225)*

Predatory mite reproduction test in soil
(OECD TG 226) *

Collembolan Reproduction Test in Soil
(TG OECD 232)*

Tests in vivo sur plusieurs perturbateurs endocriniens, Mécanismes et effets

A.LOMBARD-MDC-PE-25/04/2017
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Male and Female Pubertal Assay's OCDE 150

12p 23 24 25

27 28 29 30 3132 33 34 35 36 37 38 30 40 41 42 43 44 45 46 47 48 48 50 51 52 53

i|DaIly examination for PPS |

Necropsy

Wean

Assign to
treatments
based on body
weight; 15 per group

[ Required end points:

Growth
Age and weight at PPS
Serum thyroxine and thyrotropin
Thyroid weight and histology
Seminal vesicle plus coagulating gland weight (with fluid)
Ventral prostate weight, levator ani/lbulbocavernosus muscle weight
Testis and epididymal weights and histology
Liver, kidney, adrenal, and pituitary weights

Optional end points
Serum hormones and ex vivo testis and pituitary hormone production

A.LOMBARD-MDC-PE-25/04/2017

Days o

Dose Female

ﬂHeﬂﬂﬂﬂmrﬂﬂrf*f—jer I
|

“

3 0 u X T O® B N M R N MM B YWD BN WO A Q
l .%Iy examination for VO and estrous cycles

Dose daily

Wean
Assign to
treatments

based on body
weight: 15 per group

Necropsy |

End points:
Growth
Age and weight at VO
Vaginal cytology
Serum thyroxine and thyrotropin
Thyroid, ovarian, and uterine weights and histology
Liver, kidney, pituitary, and adrenal weights
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NIVEAU 4

Principe : Etudes des effets d'un produit chimique d’essai sur le fonctionnement de la reproduction chez le male et
la femelle.

Doses: 3 doses + témoin par gavage oral + témoin , Rat, 10 animaux / sexe:
- males traités pendant 4 semaines avant I'accouplement

- femelles traitées tout au long de I'étude (approximativement 63 jours).

- accouplements « un male pour une femelle »

Résultats : observations cliniques, - h ~

-poids corporel et la consommation de nourriture/eau, surveillance du cycle cestral,

Make AGIY

- mesure/observation des caractéristiques de la descendance, | Y o

- examen hématologique et de biochimie clinique, taux sérique d'hormones thyroidiennes

X

3 L l
-Les résultats évalués en termes d'effets observés, autopsie Osiby & Gray. Cument Profocols in Toricology, 2004

Anogenital distance in neonatal male and female SD rats.

et 'examen de la persistance du mamelon chez les petits, - - /3 .

- autopsie générale et I'histopathologie (dont testicules et I'épididyme) &

et résultats microscopiques.
. DEHP
L'évaluation = rapport

dose de la substance d'essai /présence ou I'absence d’observations.

Spécificité détection des PE: mesure de la distance anogénitale

ainsi qu'un examen thyroidien (mise a jour 2015)




Niveau 4

Principe: Fécondité & Reproduction du poisson sur poissons téte-de-boule

e Certaines observations sont validées pour
le medaka japonais (Oryzias latipes)
ou le poisson-zebre (Danio rerio)

Groupes de males sexuellement matures et de femelles reproductrices) exposés a une substance

pendant une durée limitée de leur cycle biologique (21 jours).

Doses: 3 doses + témoin a partir de la CMT (concentration Maximale Toléi adult
ou 10 mg/L Sonte 5 egg
Résultats:
* Le taux de fécondité est évalué quotidiennement
) ) . eclosion = fry / sac-fry
* Deux biomarqueurs sont mesurés chez les males et les femelles:
- lavitellogénine (medaka et danio) S T s
Positif si vitellogénine ]I chez les males ou ﬂchez le femelles vitellin=>
- Etles caracteres sexuels secondaires (danio).
développement A
* 'histopathologie gonadique peut étre utilisée pour évaluer I'adaptation écailles > 4
des animaux testés et pour confirmer les éléments de preuve
apportés par les autres biomarqueurs. maturité
sexuelle 2 adult




NIVEAU 4

OCDE 206 Oiseaux, essai de reproduction

3 dose + témoin dose maximum 1000 ppm dans I'aliment
Observations : mortalité des adultes, la production d‘oeufs,

les ceufs félés, I'épaisseur de la coquille, la viabilite,
I'éclosabilité et les effets sur de jeunes oiseaux pendant I'étude.

OCDE 211 Daphnia magna, essai de reproduction
Observations: la mortalité des parents, nombre de descendants,

OCDE 220 Survie et fecondité chez L‘Enchytrée dans le sol
Dose maximum de 1000 mg/kg

Observations: la survie des animaux testes,

nombre de descendants, changements morphologiques

OCDE 232 Collembole Reproduction dans le sol
Doses: 8 concentrations
Observations: la mortalité des parents, nombre de descendants




Essai de Reproduction chez L'Enchytrée OCDE 220

- nombre total de vers juvéniles produits par animal parent
- la survie des animaux parents.
- changements morphologiques des adultes,

Le taux de reproduction des animaux exposés / animaux témoins

=» concentration sans effet observé (CSEO) et/ou la CEX,.
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Stratégie de tests OCDE (2012 )

Level 5
In vivo assays providing more

o Extended one-generation reproductive
toxicity study (OECD TG 443’

FLCTT (Fish LifeCycle Toxicity Test)
(when TG is available)

comprehensive data on adverse
effects on endocrine relevant
endpoints over more extensive
parts of the life cycle of the

L2
organism

o 2-Generation reproduction toxicity study
(OECD TG 416 most recent update)

Medaka Multigeneration Test (MMGT)
(when TG is available)

Avian 2 generation reproductive toxicity
assay (when TG 1s available)

Mysid Life Cycle Toxicity Test (when TG is
available)’

Copepod Reproduction and Development
Test (when TG is available)’

Sediment Water Chironomid Life Cycle
Toxicity Test (OECD TG 233)°

Mollusc Full Lifecycle Assays (when TG 1s
available)*

Daphnia Multigeneration Assay (if TG is
available)

Tests in vivo renseignant sur les effets endocriniens et les autres mécanismes

A.LOMBARD-MDC-PE-25/04/2017
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Etude de Toxicité pour La Reproduction
sur Deux Générations OCDE 416
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NIVEAU 5

Principe: Evaluation des dangers et des risques pour I'environnement liés aux produits chimiques, en
particulier les produits suspectés d’étre des perturbateurs endocriniens (PE).

Doses:

L'exposition dans le test MEOGRT est poursuivie jusqu’a I'éclosion

(jusqu’a deux semaines post-fécondation, spf ) dans la seconde génération (F2).

Résultats:
-mise en évidence les effets indésirables potentiels en termes de population, (survie, le développement
macroscopique, la croissance et la reproduction)

- disposer d’informations mécanistiques et de pouvoir établir des liens entre les résultats d’autres types
d’études de terrain ou de laboratoire

- établir a posteriori une activité potentielle de perturbation du systeme endocrinien (activité
androgénique ou ostrogénique détectée dans d’autres tests et essais, par exemple),

- mesures de 'ARNm de la vitellogénine (vtg) (ou la protéine vitellogénine, VTG)

- observations des caractéres sexuels secondaires (CSS) phénotypiques liés au sexe génétique,

- évaluation histopathologique.



Résumé des Etudes OCDE sur Les Poissons

Ezg/ ey oy
Adult  Embryo Larva  Juvenile  Adult Embryo Larva  Juvemle  Adult  Embryo Larva  Juvenile

21-day fish : : \
imﬁmﬂ assay Pimephales promelas, medaka et le poisson-zébre ;
(OECD TG 210) biomarqueurs : la vitellogénine et caracteres sexuels secondaires.
female épinoche femelle androgénisée
stickleback # Mesure de la Spiggin
3 screen (OECD
(D 148)
S Pimephales promelas, medaka et le poisson-zebre
zpmhﬂ assay H biomarqueurs : la vitellogénine et caractéres
(OECD TG 229) sexuels secondaires
i‘f‘t ﬂj‘“‘“l medaka et le poisson-zebre, épinoche ;
i {ﬂEnEEErG M biomarqueurs : fécondité, larves, malformations,
4 244 vitellogénine et caractéres sexuels secondaires
e TOR Mhe ﬁ
l:}'clv:tﬁt
E:.]'[:]’aﬂmtﬁt ﬁ
5 Fish
multigeneration  ————————————
test
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Stratégie de tests OCDE (2012 )

Fish Life-Cycle Test'Medaka Multi-Zeneration Test
Fish FHReproduction/Fartial Lifecycle Test

Larval Amphibian Growth and Dewvelopment Assay
Xenopus Embryonnic Thyroid Assay

Febrafisag Embryo Assay for the detection of endocrine active substanceaes
acting through the estrogen receptar

Mysid Life Cycle Toxicity Test
Copepod Reproduction and Developmeant Test

Mollusc Reproductive Toxicity Tests — Developmeant and Walidation of
Test Guidelines

Avian Z-Generation Reproductive Toxicity Assay

Human Recombinant Oestrogen Receptor Alpha Binding Assay

STTA Assay for thhe Detection of Androgenic and Anti-Aandrogemnic Aactivity
STTA Assay for the detection of Anti-Oestrogenic activity of chemicals

Ferformance-Based Test Guideline for the Androgen Receptor
Transactivation Assay

Transcriptional Assay Tor thhe Detection of Estrogenic and Anti-Estrogenic
Compounds using MELRM Cells

Thyroid Scoping Document
Update of TG 421 and TG 422 withh ED-relevant endpoints

A.LOMBARD-MDC-PE-25/04/2017

Lead Coumitmy

UsAlPMNRD EL

LisA,
LsSaddPrd

FRLA
F LA

SWE
D EUWGEB R RASD M B

LSa,
USsSasEC/DEILN IR
JFE
JE
EC
EC

COECD Secr.
Ok

28



EPA Endocrine Disruptor Screening Program

Table 3. Endocrine disruptor tiered testing approach
(U.S. EPA 2010a).

Assay Species

Androgen Receptor Binding
Androgenic  Non-androgenic

ier 1 testing assays

Amphibian metamorphosis Frog

Estrogen and androgen receptor In vitro
. binding assays

Aromatase In vitro
Esir?gf:mm S_teroidogenesis _ In _vfrm

—— Fish short-term reproduction screen Fish

|| Uterotrophic assay Rat

Hershberger assay Rat

Pubertal male assay Rat

Female Pubertal Rat

HPG/HPT

Male Pubertal
HPG/HPT

In vivo

Avian two-generation
ish lite cycle

vertebrate life cycle
ammalian two-generation
reproduction

Source Marty Ms, carney EW and Rowlands JC Toxicol Sci 120(S1) 2011

Niveau 2 US EPA (2017) Identification des effets adverses et établissement de relation dose /activité
Définition des risques par combinaison des dangers et des expositions pour management du
risque
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Rappel: Conditions d’actions des substances

ABSORPTION 7~

Transport contre le

e protéine de .
transport medie transpact gradient de.

por-un canal changement de 3 coru:enfrah'on I
comme une < nécessite de |'énergie
o conformation

Concentration ’ &2

Hlevée 2 . .

H20 H20

Extérieur LaoH20 H20

Hzo

ORGANES CIBLES

Actions Toxique ou

M 9Q oo H2O .

Concentration St Hz0 b ¢
faible TSz on Transport acti
ELIMINATION - m - m simple Transport passif Transport passif

E. Jaspard (2012)
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métabolisme des xénaobiotiques au niveau cellulaire

XENOBIOTIQUE
(Substrat hydrophobe)

Xénobiotiques

= substances etrangeres (medicaments...)

Biotransformations

Métabolites
Dot f—

(atténue leurs propriétés l

Ok Phasell F.'haselll. Pharmacologiques ou toxiques) S . ‘
Ro0c0 - I (eomigason) (Y (tansport Derives conjugues

P COOOEon0eRAREoc . . Cytoplasme P
== = e

e ) ELIMINATION

- €«
+H,0 -sulfo, -

—
glutathion, '“

glucuronyl- ts-\
conjugaison .'&

2 IRSMN

(+ toxique que la substance mére)

Fonctionnalisation — Conjugaison (Glucoronidation ) — Transport — Excrétion

1) Les enzymes de la phase | (essentiellement des cytochromes P450), dites de fonctionnalisation,
catalysent essentiellement les réactions d’oxydo-réduction et d’hydrolyse.

2) Les enzymes de la phase Il (glutathion-S-transférases ou GST, UDP glucuronosyltransférases ou
UGT...), dites de conjugaison, catalysent les réactions de conjugaison.

3) Généralement, apres fonctionnalisation, les transporteurs de la phase Il (P-glycoproteine ou Pgp,
multidrug resistance proteins ou MRP...) transportent au travers des membranes les
Xénobiotiques, et surtout leurs dérives, en vue de leur élimination de la cellule

(Source: Rouas 2011)
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Métabolisation des Phtalates: (Frederiksen 2007)

Hydrolyse en monoesters

- monoesters a courtes Chaines de carbones = excrétés par les urines.

- monoesters a longues Chaines de carbone = transformés en métabolites secondaires par
hydroxylations et oxydations

Conjugaison des métabolites secondaires par glucuronidation

Elimination des monoesters conjugués 15%, a travers les urines (demi-vie = 12h) et le

reste dans féces (bile)

=» Réabsorption intestinale partielle = Biodisponibilité dans le sérum sanguin

Toxicocinétiqgue du BPA chez I’lhomme et les autres primates (OMS 2009)

Absorption: rapide par voie orale
Conjugaison: par glucuronidation ou sulfatation dans la paroi intestinale et le foie,
Elimination: supérieure a 80 % en 5 heures.

=>» Les formes conjuguées n’ont pas d’action endocrinienne.

Questions : Sous quelle (s) forme (s) se trouve la substance dans I'organisme ?
Quel est son cycle de vie (ADME) ?
Quelle est sa Biodisponibilité ?



Les faibles doses

« Il existe une controverse scientifique sur les effets a faible dose.
Plusieurs études montrent que la courbe des effets n'est pas monotone.

Certains perturbateurs endocriniens ont ainsi des effets a faible dose qui disparaissent a
forte dose. »

Pr Gérard Lasfargues 2012(Anses)

Les effets aux faibles doses sont définis comme étant toutes modifications
biologiques apparaissant lors d’exposition humaines typiques, ou a des doses
inférieures a celles utilisées habituellement dans les protocoles d’expérimentation

(EFSA 2012)
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Ce n'est pas la dose qui

doses des effets plus importants, voire
opposés, a ceux observés a fortes doses .

* Les réponses a ces substances suivent des
courbes non monotones : en forme de « U »
inversé ou non.

A.LOMBARD-MDC-PE-25/04/2017

fait le poison

Dose
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Dose Pharmacologique versus Dose Toxique ?

endocriniens ?

A.LOMBARD-MDC-PE-25/04/2017

Notion de marge thérapeutique

Effet
Emax

¥

CE;,

> Log [concentration en PA]

50
efficacité Ou concentration toxique 50 (CT)

Risque
d’inefficacité

intervalle / index
thérapeutique

risque accru
de toxicité

concentrations plasmatiques

Source: UE6 Initiation a la connaissance du médicament par le College
National de Pharmacologie Médicale, Editions Vernazobres-Grego
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Les faibles doses

Questions :

- Quelle est la biodisponibilité des substances testées ?

(voie, métabolisme, demi-vie)

- Quelle est la nature des effets prise en compte ?

- Est-ce que ces effets sont réversibles ?

- Ces effets sont ils dans la marge homeostatique de I'organisme teste ?

- Est-ce que les effets observés aux faibles doses indiquent un danger ?

- Comment déterminer les faibles doses a partir des études

toxicologiques ou pharmacologiques ?

A.LOMBARD-MDC-PE-25/04/2017
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Relations Doses / Effets

Doses Pharmacologiques

Thérapeutiques

NOEL| [0
X =X=

»

EXPOSITION

DIA [ NOAEL (DSET) | Bose)

* securite *

Dose Journaliére Admissible
sans effet toxique théorique
(toute population humaine)

mg / Kg,,,/ jour
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Objectifs:

Développer une approche expérimentale pour comprendre les interactions entre les événements
endocriniens les uns avec les autres et comment ils peuvent induire un effet adverse, et qui
permette de définir une relation quantitative dose/réponse pour les effets endocriniens étudiés.

Identifier les “Adverse Outcome Pathways (AOPs)” et leurs stades de développement qui peuvent
lier les effets observés avec le Mode of Actions (MoAs) a des niveaux cellulaires de la substance
chimique testées conduisant a la toxicité

Sélection de I'axe pituitaire — gonades pendant la vie périnatale; parce qu’elle représente la
période la plus vulnérable aux perturbations chimiques, pendant une étude courte de
développement chez le male.

Substance chimique modele Perturbatrice Endocrinienne: Flutamide

- anti-androgene pur non stéroidien, bloguant les récepteurs androgéniques prostatiques.

- dépourvu d'action sur les hormones gonadotropes et corticosurrénaliennes.

- biodisponibilité est bien connue

-facilement détectable et quantifiable

- modifications postnatales sur la distance anogénitale (AGD) et sur les mamelons chez le rat



Response

Describe for
each?

Flutamide

|

AR interaction
(antagonism)
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I |
I 3 .
Background ! Adaptive I Potentially
: Homeostatic I adverse
I
[
I |
: I
| |
I
I
|
3
|
I
Log exposure
Morphological
consequences — —
* Decreased cell
proliferation;
Altered gene AGD decrease
expression—— * Decreased
Hypothalamus apoptosis;
Pituitary nipple retention
Gonads

* Changes in
gubernaculum;
testes descent

* Modelling changes;
hypospadias

* Malformations of
the prostate

Associated events

* Upregulation of AR

* Changesin enzymes,
proteins, transcription
factors

* Altered steroid /HPG
profiles in blood,
urine, tissues

* Differential stains for
histopathology
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-Rats femelles Sprague Dawley agées de 9-10 semaines fécondées / groupe

Doses par gavage : 0, 0.00625, 0.0625, 0.625, 6.25, 12.5, 25 and 50 mg/kg/jour de flutamide dans
1ml /kg d’huile de tournesol. Pendant les jours de gestation 15 a 18.
Observation: poids corporel , comportement , signes de toxicité pendant la gestation et la lactation

Résultats: comptage des portées et standardisation a 4 males + 4 femelles qui seront allaitées.

Examens des males : a jour 1 et 2: distance anogénitale (incluses les femelles) , a jour 13: nombre de
tétons, a jour 16 : descente des testicules, a jour 25 : poids corporel; taille du sexe,
présence d’hypospadias

Autopsie: analyse des hormones sériques (lutéine, folliculine , testostérone).

Mesures: longueur du pénis et du gubernaculum (cordon musculaire qui relie le testicule en position
intra-abdominale a |la paroi abdominale de la région génitale). Taille des vases déférents.
Poids de |la prostate, . Pesée et apparence et de la positon des testicules .

Histopathologie: Testicules, vésicules séminales et épididymes

Analyse des genes Insl3 or Scarbl, impliqués dans le cryptorchidisme, ainsi que d’autres
biomarqueurs sensibles aux antiandrogenes

Toxicocinétique du Flutamide dans les meres et les foetus.
Mesure de I'excrétion du Flutamide de son métabolite (2-hydroxyflutamide) entre
quelques heures et 3 jours apres le gavage .
Comparaison entre la courbe dose /réponse des études in vitro sur les testicules foetaux ou
la lignée H295R et celle de I'étude.



L1 Assembly and evaluation of guality studies

- Azsess guideline and non-guideline studies using JRC ToxR Tool
- Discard ToxR-Tool-Reliability Category 3 and 4 studies
- Place remaining studies in OQECD 150 ED CF

The ECETOC Seven

L |

I Evaluvation of the ewvidence for an v Evaluation of the ewvidence for
Use OECD GD 150 to evaluate Use OECD GD 150 to evaluate
O 0 . Level 4 and 5 studies: Level 2 and 3 assays:
I d e nt Ifl Cat I O n Of - Substance-related adwverse effects? . Indications of endocrime activity?
- Effects indicate endocrine MoA? - Indications of nan-endacrina
5 > 5 - Mon-endocrine Mobs plausible? activity ?
Endocrl ne Dlsru ptl ng - Consistent and coherent effects = Consistent and coherent
across studies? endocrine activity across assays?
5 - Relevant ta humans or wildlife? - Relevant to humans?
P ro pe rt I eS ( EC ETO C sSufficient, imsufficient or no evidence for sufficient, insufficient or no evidence
adverse effect that may be indicative of for endocrine activity?

ED property?

7SI-ED) 4 2

Vv integration of ewvidence and evaluation of biological plaowsibility of link
between adwverse effect and endocrine activity

Step WV.A
Sufficient evidence of adverse effect that may be indicative of ED property AND

ECETOC TR NO. 130 sufficient evidence for endocrime activity?

March 2017 | e e

Step WV.B

Consider evidence for biologically plausible link between adverse effect and

endocrine activity:

- Adwerse effect and endocrine activity linked by specific MoA?

- Dose-response concordance of adverse effect / endocrine activity / Mos?

- Data on temporality f essentiality of endocrine key events, if available, do
not conflict with postulated MMo?

- Can non-endocrine Modls) be excluded?

- Relevant to humans or, at population level, to wildlife?
Of the ECETOC 7SI- Evidence for identification of biologically plausible link between adwverse effect

ED that follows the and endocrine actviv? No

outline presentEd in VI Identification of uncertainties
. - Data eguivocal?
Section V of ECHA .. More datanot useful
and EFSA (2016) T More data useful?
L 4
Vil Conclusions on ED properties Vil Conclusions on ED properties
- Identification of ED property - Mo identification of ED property
as outlined in Section W as outlined in Section W
of ECHA and EFSA (2016) of ECHA and EFSA [2016)
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Conclusion

"":‘; Pour étre efficace, 'approche doit étre W(C
Sont ils adaptés a la problématique des PE ? discriminante

(doses, voies d’exposition, fenétre d’exposition
especes, parametres observés)

La taille du tamis doit étre
adaptee

!

Pour atteindre les objectifs en
matiére de protection de la

santeé

=» Doit-on recourir a des tests non validés et IO,
accepter la notion de plausibilité ? PE SVHC Orienter Innovation

hﬁaﬂmt fationle ¢ 22 rcs 2013 U EDEE .
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Sont-ils suffisants ? Non




Efficacité des tests

Risk Assessment

3. Exposure
assessment

A.LOMBARD-MDC-PE-25/04/2017

1. Hazard

identification

l

2. Hazard
characterisation

~. ==

4. Risk
characterisation
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Mercl pour votre Attention
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LE NOHBRE DE SPERTIHTOSOIDES

H DiTfiNUE DE HOITiE EN SOANS
LES PRODUITS CHITiQUES mis EN CRUSE

ON EST DE f{oiNS EN
HoNS HmEEEU':f’
DANS LES ITANIFS. <

SONT EN FHILLITE {‘rQﬂEf
LES BOURSES SonTH HAT,

]
i
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