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« Toxicologie Génétique : Essai de Trandocation
Héréditaire chez la Souris »

1. INTRODUCTION

e Connaissances reguises

— Nature de lasubstance atester solide, liquide, gaz ou vapeur

— ldentification chimique de la substance a tester

— Degré de pureté (impuretés) de la substance a tester

— Caractérigtiques de solubilité

— Point de fusion/d'ébullition

— pH (le cas échéant)

— Donnéesrelatives alatension de vapeur (s elles sont disponibles)

e Documents de référence

Il n'existe pas de normes internationa es a ce sujet.

2. METHODE

A. INTRODUCTION

L'essai de trandocation héréditaire chez la souris décéle des changement chromosomiques
structurels et numériques au niveau des cellules germinales de mammiféres tels quiils sont mis en
évidence dans |a descendance de premiére génération.

e Principe de la méthode

L es types de changements chromosomiques détectés sont des trand ocations réciproques e,
s la descendance femelle est incluse, la perte du chromosome X. Les porteurs de trand ocations et
lesfemelles XO présentent une fertilité réduite permettant la sélection d'une descendance F, en vue
d'une analyse cytogénétique.

Une stérilité totale est due a certains types de transocations (autosome X et type c/t). Les
trandocations sont observées cytogénétiquement dans les cellules méiotiques en diacinese-
métaphase | des individus males, qu'ils sagisse de males F, ou de fils de femelles F,. Lesfemelles
XO sont identifiées cytogénétiquement par la présence de 39 chromosomes seulement dans des
mitoses de la moelle osseuse.

Les utilisateurs de cette ligne directrice doivent consulter la préface
en particulier les paragraphes 3, 4, 7 et 8.
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B. DESCRIPTION DE LA METHODE D'ESSAI

e Préparations

Substance a étudier

Quand cela est possible, les substances a étudier sont dissoutes dans une solution saline
isotonique. S elles sont insolubles dans I'eau, elles sont dissoutes ou mises en sugpension dans des
véhicules appropriés. Le véhicule utilisé ne doit pas interférer avec la substance a éudier et ne pas
produire d'effet toxiques. On utilise des solutions fraichement préparées de la substance a éudier.

Animaux d'expérience
Pour faciliter I'édlevage et la vérification cytologique, ces études sont effectuées avec des
souris. Aucune souche spécifique de souris n'est requise. Toutefais, lataille moyenne d'une portée
de la souche utilisée devra étre supérieure & 8 et étre relativement constante. Des animaux ayant
atteint leur maturité sexuelle seront utilisss.

Nombre d'animaux

Le nombre d'animaux nécessaires dépend de la fréquence de trandocations spontanées
ainsg que du taux minimal d'induction requis pour un résultat positif.

L'essai consiste habituellement en une analyse de la descendance méle F,. L'essai nécessite
I'utilisation de beaucoup d'animaux, de I'ordre de 500 males F, par dose.

e Conditions expérimentales

Témoins

Des résultats de témoins adéquats provenant d'épreuves réalisées smultanément et de
témoins historiques doivent étre disponibles. Sil existe des résultats acceptables de témoins
positifs provenant d'expériences récemment effectuées dans le méme laboratoire, ces résultats
peuvent étre utilisés en lieu en place de témoins positifs smultanés.

Niveau de dose
Une seule dose est testée. |l sagit habituellement de la dose maximale associée a la

production deffets toxiques minimaux mais n'affectant pas le comportement reproducteur ou la
survie. Pour établir une relation dose/réponse, deux autres doses plus faibles sont nécessaires. Dans
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le cas de substances non toxiques on devrait administrer la substance a éudier a une dose unique

alant jusgqu'a 5 g/kg, ou ades doses de 1 g/kg/jour s un régime de traitements répétés est utilisé. S
ces traitements savérent impraticables on devrait utiliser les doses maximales tol érées.

Voies d’administration
Les voies dadministration sont habituellement [l'intubation orae ou l'injection
intrapéritonéale. D'autres voies d'administration peuvent étre appropriées. Les données obtenues
seront d'autant plus utiles dans I'éval uation des risques que la voie d'administration aura été choisie
en fonction des conditions de I'exposition de I'homme.

e Exécution de |'essai

Traitement et accouplement

Deux programmes de traitement existent. L’administration unique de la substance d'essai
et la méhode la plus fréquemment utilisée. La substance a étudier peut également étre
administrée 7 jours sur 7 pendant 35 jours. Le nombre d'accouplements aprées traitement est
déterminé par le programme de traitement et sera tel que tous les stades des cellules germinaes
traitées soient impliqués. A I'issue de la période d'accouplement, les femelles sont placées dans des
cagesindividuelles. Lorsgu'elles ont mis bas, la date, lataille de la portée et |e sexe des jeunes sont
enregistrés. Toute la descendance méle est sevrée et toute la descendance femelle est écartée a
moins d'éreincluse dans |'expérience.

Recherche des hétérozygotes de trandocation
On peut utiliser une des deux méthodes suivantes :

— andyse de la fertilité de la descendance F, et vérification ultérieure d'éventuels porteurs de
trandocations par analyse cytogénétique.

— andyse cytogénétique de tous les males F, sans sélection préaable par véification de la
fécondité.

a) analyse de la fertilité

La réduction de fertilité d'un individu F, peut étre déerminée en observant la taille de la
portée et/ou en analysant |e contenu utérin des femelles qui lui sont accoupl ées.
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Il'y alieu de fixer les critéres de détermination de la fertilité normale et réduite de la souche
de souris utilisés.

Observation de la taille de la portée

Les méles F, a tester sont placés dans des cages individuelles avec des femelles provenant
soit de la méme expérience soit de la colonie. Les cages sont inspectées quotidiennement a partir
du 18™ jour qui suit I'accouplement. La taille de la portée et le sexe de la descendance F, sont
enregistrés au moment de la naissance et les jeunes sont ensuite éiminés. S la descendance
femelle F, est testée, les descendants F, provenant de petites portées sont conservés en vue dune
analyse ultérieure. Les femelles porteuses de trandocation font I'objet d'une vérification par
analyse cytogénétique d'une trandocation dans n'importe lequel de leurs descendants méles. Les
femelles XO sont identifiées par la modification du rapport des sexes dans leur descendance,
rapport qui passe de 1:1 a 1:2 mées/femelles. Dans une méthode séquentielle, les animaux F,
normaux ne font pas I'objet d'une autre vérification s la premiére portée F, atteint ou dépasse une
valeur normale prédéterminée, sinon une deuxiéme ou une troisieme portée F, sont observées. Les
animaux F, qui ne peuvent pas étre classés comme normalix apres que |'on ait observé jusquatrois
portées F, sont soit soumis a un nouveau contrdle par le biais d'une analyse du contenu utérin de
femelles qui leur sont accouplées soit directement soumis a une analyse cytogénétique.

Analyse du contenu utérin

La réduction de la taille des portées chez les porteurs de trandocation est due a la mort des
embryons, de sorte qu'un grand nombre dimplants morts indique la présence d'une trandocation
chez I'animal soumis au test. Chaque méle F, atester est accouplé a2 ou 3 femelles. On constate la
conception en examinant les femelles tous les matins &fin de déceler la présence de bouchons
vaginaux. Les femelles sont sacrifiées 14 a 16 jours plus tard et le nombre dimplants vivants et
morts présents dans leur utérus est enregistré.

b)  Analyse cytogénétique

L es préparations de testicules sont effectuées par la méthode de séchage al'air. Les porteurs
de trandocations sont identifiés par la présence de configurations multivalentes en diacinese
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métaphase | dans les spermatocytes primaires. L'observation d'au moins 2 cellules présentant une
association multivalente congtitue la preuve nécessaire que l'animal testé est porteur dune
trandocation.

Si aucune sélection par analyse de fécondité n'a é&té effectuée, tous les méles F, sont soumis a
un examen cytogénétique. Un minimum de 25 diacineses méaphases| par mée doivent étre
analysées au microscope. L'examen des métaphases mitotiques, des spermatogonies ou de la
moelle osseuse est requise pour les méles F, ayant de petits testicules et présentant un arrét
méiotique avant la diacinése ou pour les femelles F, suspectées d'ére XO. La présence d'un
chromosome inhabituellement long et/ou court dans 10 cellules est la preuve d'une trandocation
particuliére entrainant la stérilité male (type c/t). Quelques trand ocations X -autosomes provoguant
la stéilité du mée peuvent uniquement ére identifiées par une analyse des bandes de
chromosomes mitctiques. La présence de 39 chromosomes dans 10 mitoses sur 10 est la preuve
dun état XO chez une femelle.

3. RESULTATS ET RAPPORT

e Traitement des résultats

Les résultats sont présentés sous forme de tableaux.

Lataille moyenne des portées et le rapport entre les sexes sont enregistrés a la nai ssance et
au sevrage pour chague période d'accouplement.

Lorsdel'évaluation de lafertilité des animaux de F,, lataille moyenne des portées issues de
tous les accouplements normaux ains que la taille individuelle des portées issues d'animaux F,
porteurs de trandocation sont présentées. En ce qui concerne I'analyse du contenu utérin, le
nombre moyen d'implants vivants et morts issus d'accouplements normaux et e nombre dimplants
vivants et morts pour chague accouplement de porteurs de trand ocation F, sont notés.

Lors de I'analyse cytogénétique de la diacinése- métaphase |, le nombre et les différents
types de configurations multivalentes et le nombre total de cellules sont relevés pour chaque
porteur de trand ocation.

Pour les individus stériles F,, le nombre total d'accouplements et |a durée de la période
d'accouplement sont indiqués. Le poids des testicules et les détails de I'analyse cytogénétique sont
indiqués.
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Pour les femelles XO, on indique la taille moyenne de la portée, le rapport entre les sexes
dansla descendance F, ains que les résultats de I'analyse cytogénétique. Si d'éventuels porteurs de
trandocation F, sont présélectionnés par des tests de fertilité, les tableaux mentionneront combien
parmi eux ont été confirmés comme étant des hétérozygotes de trandocation. Les résultats seront
évalués par des méthodes stati stiques adéquates.

e« Evaluation des résultats

Il existe plusieurs critéres permettant de déterminer un résultat positif. L'un d'entre eux
consiste en une augmentation statistiquement significative du nombre de trand ocations observées
pour au moins un des points de l'essai.

Un autre critére peut étre basé sur la déection d'une augmentation du nombre de
trand ocations observées de facon statistiquement significative et proportionnelle ala dose.

Une substance a éudier et considérée comme non mutagene dans ce systéme s ele
n'entraine ni une augmentation statistiquement significative et reproductible du nombre des
trandocations pour 1'un quelcongque des points de I'essal, ni une augmentation du nombre des
trandocations, d'une fagon statistiquement significative et proportionnelle ala dose.

e« Rapport

Lerapport d'essai devrait comporter lesinformations suivantes :

— souche de souris, &ge des animalix, poids des animaux traités,

— nombre d'animaux parents de chague sexe dans les groupes traités et témoins,

— témoins simultanés et données historiques, le cas échéant,

— conditions d'essai, description détaillée du traitement, doses, solvants,

— programme d'accouplement,

— nombre et sexe des jeunes par femelle, nombre et sexe des jeunes devés en vue d'une analyse
detrandocation,

— moment et critéres de I'analyse de trandocation,

— nombre et description détaillée des porteurs de trandocation, y compris données relatives a
I'élevage et au contenu utérin, s possible,
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méthodes cytogénétiques et détails de I'analyse microscopique, de préférence avec clichés,
évaluation statistique,

discussion des résultats,

interprétation des résultats.
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