Este Paquete PDF combina varios archivos.

Adobe recomienda que se utilice Adobe Reader o Adobe Acrobat version 8 o posterior
para trabajar con los documentos del Paquete PDF. Si actualiza a la versién mas reciente,
disfrutara de las siguientes ventajas:

« Excelente visualizacion de archivos PDF
- Facilidad de impresién

- Rapidez en las busquedas

Si no dispone de la ultima version de Adobe Reader,

haga clic aqui para descargar la ultima version de Adobe Reader

Si ya dispone de Adobe Reader 8,
haga clic en un archivo del Paquete PDF para verlo.



http://www.adobe.com/es/products/acrobat/readstep2.html


Direccién General de Produccion Agricola y Ganadera
G E N E RA LI TAT Ciudad Administrativa 9 de Octubre

j% VA L E N C IA N A Calle de La Democracia, 77 - 46018 Valéncia

www.gva.es
Conselleria de Agricultura, ssyba@gva.es
Ganaderia y Pesca

PROCEDIMIENTO 2024-VSC-PEA-0104

Vista la solicitud realizada en fecha 18/04/24 con n° reg. entrada GVRTE/2024/1727883 por D/D?.
Jesus Lancis Saez, Vicerrector de Investigacion y transferencia, centro usuario ES120400001002,
para realizar el procedimiento:

“The impact of nanoplastics exposure on neural development and its possible effect on adult behavior.
PsyCoMed WP2 project.”

Teniendo en cuenta la documentacién aportada, segun se indica en el articulo 33, punto 5y 6,y
puesto que dicho procedimiento se halla sujeto a autorizacion en virtud de lo dispuesto en el articulo
31 del Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero.

Vista la propuesta/informe del jefe del servicio de Produccién y Sanidad Animal.
AUTORIZO:

La realizacidon de dicho procedimiento al que se le asigna el cédigo: 2024-VSC-PEA-0104 tipo 2, de
acuerdo con las caracteristicas descritas en la propia documentacioén para el nimero de animales,
especie y periodo de tiempo solicitado. Todo ello sin menoscabo de las autorizaciones pertinentes,
por otras Administraciones y entidades, y llevandose a cabo en las siguientes condiciones:

Usuario: Universitat Jaume | Castelld

Responsable del proyecto: Francisco Olucha Bordonau

Establecimiento: Servicio de Experimentacién Animal

Necesidad evaluacion restrospectiva: No

Condiciones especificas: No

La presente resolucién no pone fin a la via administrativa y contra la misma puede interponerse, en el
plazo de un mes a contar desde el dia siguiente al de su notificacién o publicacidn, recurso de alzada
ante el Secretario Autonémico de Agricultura y Desarrollo Rural, de conformidad con lo dispuesto en
los articulos 121 y 122 de la Ley 39/2015, de 10 de octubre, del Procedimiento Administrativo Comun
de las Administraciones Publicas.

Se debera informar a la autoridad competente que ha otorgado esta autorizacion la finalizacion del
proyecto en el plazo de un mes desde la misma mediante este procedimiento: ZZ - Solicitud general
de iniciacién y tramitacién TELEMATICA de procedimientos de la Conselleria de Agricultura,
Ganaderia y Pesca. (Tramite a utilizar EXCLUSIVAMENTE cuando no exista uno especifico en la
Sede electrénica de la Generalitat) - GVA.ES - Generalitat Valenciana

Valencia a, fecha de la firma electrénica
El director general de Produccion Agricola y Ganadera

Fi rmado por Sinon Martinez Ruiz, el
29/ 04/ 2024 20:14:53

Cargo: Director General de Produccién
Agricola y Ganadera
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Direccién General de Produccion Agricola y Ganadera
G E N E RA LI TAT Ciudad Administrativa 9 de Octubre

j% VA L E N C IA N A Calle de La Democracia, 77 - 46018 Valéncia

www.gva.es
Conselleria de Agricultura, ssyba@gva.es
Ganaderia y Pesca

PROCEDIMIENTO 2024-VSC-PEA-0105

Vista la solicitud realizada en fecha 18/04/24 con n° reg. entrada GVRTE/2024/1727617 por D/D?.
Jesus Lancis Saez, Vicerrector de Investigacion y transferencia, centro usuario ES120400001002,
para realizar el procedimiento:

“The protective effect of selenoprotein in a mouse model of autism spectrum disorders. PsyCoMed.
Mice selenoproteins”

Teniendo en cuenta la documentacién aportada, segun se indica en el articulo 33, punto 5y 6,y
puesto que dicho procedimiento se halla sujeto a autorizacion en virtud de lo dispuesto en el articulo
31 del Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero.

Vista la propuesta/informe del jefe del servicio de Produccién y Sanidad Animal.
AUTORIZO:

La realizacidon de dicho procedimiento al que se le asigna el cédigo: 2024-VSC-PEA-0105 tipo 2, de
acuerdo con las caracteristicas descritas en la propia documentacioén para el nimero de animales,
especie y periodo de tiempo solicitado. Todo ello sin menoscabo de las autorizaciones pertinentes,
por otras Administraciones y entidades, y llevandose a cabo en las siguientes condiciones:

Usuario: Universitat Jaume | Castelld

Responsable del proyecto: Francisco Olucha Bordonau

Establecimiento: Servicio de Experimentacién Animal

Necesidad evaluacion restrospectiva: No

Condiciones especificas: No

La presente resolucién no pone fin a la via administrativa y contra la misma puede interponerse, en el
plazo de un mes a contar desde el dia siguiente al de su notificacién o publicacidn, recurso de alzada
ante el Secretario Autonémico de Agricultura y Desarrollo Rural, de conformidad con lo dispuesto en
los articulos 121 y 122 de la Ley 39/2015, de 10 de octubre, del Procedimiento Administrativo Comun
de las Administraciones Publicas.

Se debera informar a la autoridad competente que ha otorgado esta autorizacion la finalizacion del
proyecto en el plazo de un mes desde la misma mediante este procedimiento: ZZ - Solicitud general
de iniciacién y tramitacién TELEMATICA de procedimientos de la Conselleria de Agricultura,
Ganaderia y Pesca. (Tramite a utilizar EXCLUSIVAMENTE cuando no exista uno especifico en la
Sede electrénica de la Generalitat) - GVA.ES - Generalitat Valenciana

Valencia a, fecha de la firma electrénica
El director general de Produccion Agricola y Ganadera

Fi rmado por Sinon Martinez Rui'z, el
29/ 04/ 2024 20: 14: 53

Cargo: Director General de Produccion
Agricola y Ganadera
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MARRAKECH | - FACULTE DES SCIENCES

Plue polill deals SEMLALIA - MARRAKECH
UNIVERSITE CADI AYYAD

Marrakech, 27/07/2024

Local Agreement

I, EL Hassan EL MOUDEN, Dean of the Faculty of Sciences Semlalia, Cadi Ayyad University,
certify that the animal testing and experiments undertaken by the team the Lab. of Pharmacology,
Neurobiology, Anthropobiology and Environment which is part of work packages 2, 3, and 4 as part of the
PsyCoMed project (Psychiatric disorders and comorbidities caused by pollution in the Mediterranean
area (PsyCoMed, financed by the European Union through the call Horizon-Marie Sklodowska Curie
Actions-2021staff exchanges HORIZON- project PsyCoMed, code 101086247) has received the
agreement of the committee of the Departement of Biology Research. This Agreement shows that the latter
testing is meeting the local legislation terms, implementing the European Council Directives: EU2010/63.

These experiments involve the following research work:

WHP2: Screening, behavioural testing, metabolomic and hormonal effects of pollutants with potential
psychiatric effects

Task 2.1: Screening of all pollutants in young and adult mice; selection of type and doses of compounds
displaying behavioral and/or inflammatory activity

Task 2.3: Assess reward alterations and addiction-related behavioral traits (conditioned place preference, 5-
choice serial reaction time), cognitive (Barnes maze, Morris water maze, novel object recognition, Y-maze,
passive avoidance), and social deficit (social isolation, aggression).

Task 2.4: Assess specific anxiety behaviors (open field, novelty-suppressed eating, elevated plus maze,
light/dark test, marble burying) and/or a depression-like phenotype (tail suspension, splash, forced
swimming, sucrose preference test).

Task 2.5: Assess behavioral traits related to pain (Von Frey, and cold plate tests for the sensory
component, conditioned place aversion for unpleasantness)

WP3: Characterization of pollutant-induced inflammatory processes.

Task 3.3: Analysis of inflammatory markers in control and psychiatric rodent models (ELISA on blood
samples, microscopy analysis on brain sections or whole-brain imaging)

WP4: Cellular and neuronal circuit bases of neuroinflammation-induced pathological conditions.

Task 4.1: Assessment of the impact of neuroinflammatory mediators on behavioural traits of neurological
disorders and comorbidities in mice.

Task 4.4: Neuron excitability, synaptic activity, and synaptic plasticity will be investigated with ex vivo and
in vivo electrophysiology recording techniques (patch-clamp on primary cultured neurons or brain slices for
areas of interest: hippocampus; spinal cord, amygdala, hypothalamic nuclei, and nucleus accumbens; micro-
electrode arrays will serve for in vivo recordings on freely moving rodents). Alterations of neuronal networks
driving observed phenotypes will be investigated in living animals with optogenetics (ChR2/ArchT) and
chemogenetics. )
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s & & Faculty of
L-Universita Medicine & Surgery

ta' Malta University of Malta

Msida MSD 2080, Malta

Tel: +356 2340 1879/1891/1167
umms@um.edu.mt

www.um.edu.mt/ms

Ref No: FRECMDS_1819 081
14 May 2020

Prof. Giuseppe Di Giovanni

Faculty of Medicine & Surgery
Physiology & Biochemistry Department
Biomedical Sciences Building
University of Malta

Msida

Dear Prof. Di Giovanni,

With reference to your application submitted to the Faculty Research Ethics Committee in
connection with your research entitled:

Neuropsychiatric Comorbidities in Absence Seizures

The Faculty Research Ethics Committee granted ethical approval for the above mentioned
application after receiving your amendments recommended by the Joint FREC Animal Research
Sectoral Subcommittee (JFARSS).

Yours sincerely,

\\‘

\
W \ S
VAR

Professor Pierre Mallia

Chairman

Faculty Research Ethics Committee
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MINISTERE
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SUPERIEUR
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Liderté

Epalieé
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Service de la performance, du financement et de la
contractualisation avec les organismes de recherche

Département des pratiques de recherche réglementées
Cellule Animaux utilisés a des Fins Scientifiques - AFiS

Affaire suivie par : V. Delassault et V. Gomez
Tél: 01555597 27 /77 58
Mél : autorisation-projet@recherche.gouv.fr

1, rue Descartes
75231 Paris SP 05

Direction générale
de la recherche et de lI'innovation

Paris, le 1¢" mars 2024

Autorisation de projet utilisant des animaux a des fins scientifiques

En application des dispositions du code rural et de la péche maritime, notamment ses articles R.214-87 a
R.214-126, le projet :
1. référenceé sous le numéro APAFIS #45285-2023100413393163 v7
2. ayant pour titre : Impact de I'exposition aux nanoparticules de plastiques et adjuvants phtalates
sur les troubles du comportement alimentaire et la perception sensorielle et nociception chez la
souris.
3. déposé par I'établissement utilisateur : INSTITUT de PHARMACOLOGIE MOLECULAIRE &
CELLULAIRE, numéro d'agrément E061525 , dont le responsable est Monsieur Florian LESAGE
4. et dont la responsabilité de la mise en ceuvre générale et de la conformité a l'autorisation est
assurée par : Monsieur Jacques NOEL,
est autorisé.

L'autorisation de projet est accordée, sous réserve de la validité de I'agrément de I'établissement, pour une
durée de 5 ans a compter de la présente notification.

Le projet précité a été évalué sur le plan éthique par le comité d'éthique en expérimentation animale n°028
et a regu un avis favorable.

Ce projet n'est pas soumis a l'obligation d'une appréciation rétrospective a l'issue de sa réalisation.
Ce projet comprend une dérogation relative aux conditions d’hébergement et d’entretien des animaux

(article R.214-95). Le responsable de sa mise en ceuvre doit solliciter un avis de la structure en charge du
bien-étre des animaux pour optimiser I’enrichissement de leur hébergement.

Pour la ministre et par délégation

le chef du département des pratiques
de recherche réglementées

f

Laurent PINON

Monsieur Florian LESAGE
INSTITUT de PHARMACOLOGIE MOLECULAIRE & CELLULAIRE
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Service de la performance, du financement et de la
contractualisation avec les organismes de recherche

Département des pratiques de recherche réglementées
Cellule Animaux utilisés a des Fins Scientifiques - AFiS

Affaire suivie par : V. Delassault et V. Gomez
Tél: 01555597 27 /77 58
Mél : autorisation-projet@recherche.gouv.fr

1, rue Descartes
75231 Paris SP 05

Direction générale
de la recherche et de lI'innovation

Paris, le 10 avril 2024

Autorisation de projet utilisant des animaux a des fins scientifiques

En application des dispositions du code rural et de la péche maritime, notamment ses articles R.214-87 a
R.214-126, le projet :
1. référenceé sous le numéro APAFIS #44682-2023070517123095 v7
2. ayant pour titre : Etude des mécanismes de sensibilisation nociceptive
3. déposé par I'établissement utilisateur : Animalerie Péle in Vivo-EXP, numéro d'agrément
A33063940, dont le responsable est Monsieur Dean LEWIS
4. et dont la responsabilité de la mise en ceuvre générale et de la conformité a l'autorisation est
assurée par : Monsieur Marc LANDRY,

est autorisé.

L'autorisation de projet est accordée, sous réserve de la validité de I'agrément de I'établissement, pour une
durée de 5 ans a compter de la présente notification.

Le projet précité a été évalué sur le plan éthique par le comité d'éthique en expérimentation animale n°050
et a recu un avis favorable.

Ce projet fera I’objet, a I'issue de sa réalisation, d’une appréciation rétrospective. |l vous appartiendra
de prendre contact directement avec le comité d’éthique.

Ce projet comprend une dérogation relative aux conditions d’hébergement et d’entretien des animaux
(article R.214-95).

Pour la ministre et par délégation
le chef du département des pratiques
de recherche réglementées

i

Laurent PINON

Monsieur Dean LEWIS
Animalerie Pdle in Vivo-EXP






1. Informations Générales

Numéro de version 7
1.1. Référence Dossier 2023100413393163
1.2. Titre du projet Impact de I'exposition aux nanoparticules de plastiques et

adjuvants phtalates sur les troubles du comportement
alimentaire et la perception sensorielle et nociception chez la

souris.
1.3. Durée du projet
Nombre d'années 5
1.4. Date prévue de début de projet
Des que le projet est autorisé Oui

3. Informations Administratives et Réglementaires

3.1. L'Etablissement Utilisateur

3.1.1. Agrément de I'Etablissement Utilisateur (EU) ou seront utilisés les animaux

Nom de I'Etablissement Utilisateur INSTITUT DE PHARMACOLOGIE MOLECULAIRE ET
CELLULAIRE
Numéro d'agrément E061525

3.1.2. Responsable(s) de la mise en ceuvre générale du projet dans 'EU et de sa conformité a
I'autorisation de projet

Nombre de responsables de la mise en oeuvre générale du 1
projet
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Coordonnées du responsable

Civilité Monsieur
Nom NOEL
Prénom Jacques

Adresse Postale

Nom du laboratoire INSTITUT DE PHARMACOLOGIE MOLECULAIRE ET
CELLULAIRE
Complément UMR 7275 Centre National de la Recherche Scientifique
Numéro 660
Voie Route des Lucioles
Code Postal 06560
Ville Valbonne
Pays France
Email noel@ipmc.cnrs.fr
Numéro de téléphone 0493953421

3.1.3. Responsable(s) du bien étre des animaux

Nombre de responsables du bien étre des animaux 2

Coordonnées du responsable

Civilité Madame
Nom BONNET
Prénom Emilie
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Adresse Postale

Nom du laboratoire

IPMC-UMR7275

Numéro 660
Voie ROUTE DES LUCIOLES
Code Postal 06560
Ville VALBONNE
Pays FRANCE
Email bonnet@ipmc.cnrs.fr
Numéro de téléphone 0493953427
Coordonnées du responsable
Civilité Monsieur
Nom POZzO DI BORGO
Prénom Pauline

Adresse Postale

Nom du laboratoire
Numeéro
Voie
Code Postal
Ville
Pays
Email

Numéro de téléphone

IPMC-UMR7275

660

ROUTE DES LUCIOLES
06560

VALBONNE

FRANCE
pozzo@ipmc.cnrs.fr
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0493953417
3.2. Le Personnel

Conception des procédures expérimentales et des projets Oui
Application de procédures expérimentales aux animaux Oui
Soins aux animaux Oui
Mise a mort des animaux Oui

3.3. Le Projet

3.3.1. Objectif du projet

Le projet est-il

Justifié d'un point de vue scientifique Oui

Quelle est I'instance qui a évalué I'intérét de ce projet ?

L'étude de I'impact de la pollution par les particules de mico et nanoplastiques et ses adjuvants plastifiants sur le
systéme nerveux et les fonctions cérébrales a été évaluée favorablement par I'Union Européenne, qui le finance
sur le programme Horizon Europe-MSCA-Staff Exchange-2022, projet PsyCoMed.

Le projet est également soutenu par I'académie 3 “Espace, Environnement, Risques et Résilience” d'Université
Céte d'Azur qui finance un stage en laboratoire pour un étudiant en Master.

Il a recu I'aval du comité scientifique de visite du Hcéres (Haut Conseil a I'évaluation de la recherche et de
I'enseignement supérieur) lors de I'évaluation des équipes de recherche de I'Institut de Pharmacologie Moléculaire
et Cellulaire, une Unité Mixte de Recherche 7275 du Centre National de la Recherche Scientifique et Université
Cote d'Azur.

3.3.2. Description du projet

3.3.2.1. Objectifs du projet
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Les matieres plastiques sont omniprésentes dans notre environnement. Quand ils ne sont pas éliminés ou
recyclés correctement, les plastiques perdurent dans I'environnement pendant des années car ils ne sont pas
biodégradables. lls se décomposent alors en particules de micro et nanoplastiques (respectivement inférieures a
5 et 0,1 ym) qui sont des sources de pollution environnementale. Cette forme de pollution a atteint un niveau
record en Méditerranée ou la concentration de plastique y est quatre fois plus élevée que dans "I'lle de plastique"
du Pacifique Nord. La Méditerranée représente 1% des eaux marines du globe mais abrite 7% de tous les
microplastiques. Par ailleurs, les plastiques liberent des additifs plastifiants (bisphénol A, phtalates, etc.) dans
I'environnement dont les effets nocifs pour les animaux et les humains sont bien documentés. Les mesures
récentes réalisées pour Santé Public France montrent que ces polluants sont présents dans I'organisme de
'ensemble des adultes et des enfants, avec des niveaux d’'imprégnation plus élevés chez les enfants. Les
phtalates sont des perturbateurs endocriniens et métaboliques, et des reprotoxiques, pour lesquels des effets
néfastes sur I'asthme chez I'enfant, I'obésité juvénile et le diabéte de type 2, les TDAH, et chez I'adulte sur
I'endométriose, l'infertilité, ainsi que sur le développement neurologique ont été documentés. Les enquétes
épidémiologiques montrent une forte incidence de neuropathologies centrales, périphériques ou autonomes, chez
les professionnels exposées. Si le diagnostique est clair, les mécanismes neurobiologiques impliqués sont
inconnus. Il a été montré que les nanoplastiques traversent la barriere hématoencéphalique et provoquent un
stress oxydatif dans le systéme nerveux. Dans ce projet, nous souhaitons mettre en évidence que I'exposition
prolongée aux nano et microplastiques et adjuvants phtalates affecte les profils inflammatoires systémiques et
induit une neuroinflammation dans les régions du systéme nerveux central impliquées dans la réponse au stress,
I'anxiété et la prise alimentaire (hypothalamus, amygdale et hippocampe), et le systéme nerveux périphérique
impliqué dans la nociception et la réponse autonome (ganglion sensoriels de la corne dorsale de la moelle
épiniére et ganglions autonomes), et que cette réponse neuroinflammatoire impacte le comportement animal en
comparaison a des animaux sains non exposés.

3.3.2.2. Déroulé du projet
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Le projet se déroule en axe complémentaires qui visent a caractériser les effets de I'exposition chronique
prolongée a des nanoparticules de plastique et un adjuvant phtalate sur la prise de poids des souris, le
métabolisme, I'hnoméostasie glucidique, et sur des comportements neurophysiopathologiques (stress, anxiéte,
hyper/hyposensibilités neurosensorielles), et la réponse inflammatoire dans les organes périphériques impliqués
dans la bioaccumulation, I'élimination et le métabolisme de ces substances, et finalement la réponse
neuroinflammatoire dans les régions du cerveau impliquées dans les comportements physiopathologiques
observés précédement.

Nous souhaitons développer ce projet en 4 axes d'investigation complémentaire :

1 - Caractérisation de I'effet de I'exposition aux particules de nanoplastiques et adjuvant phtalate sur les organes
périphériques qui participent a I'accumulation et a I'élimination des polluants chez la souris, , la prise de poids et le
comportement alimentaire, sur le métabolisme des souris (Procédure 4, cages métaboliques) et 'hnomesostasie
glucidique chez la souris (Procédure 1, mesure de la prise de poids, répartition des masses tissulaires dans
I'organisme des souris exposées...).

2- Caractérisation de I'impact de I'exposition aux particules de nanoplastiques et adjuvant phtalate sur le
comportement psychophysiopathologique, neurosensoriel et autonome des souris, pour évaluer des changements
de niveau d'activité, de stress, la mémorisation, la réponse autonome, la perception sensorielle et la nociception
(Procédure 3 et 5, et test phénotyper de la Procédure 4).

3 - Caractérisation de I'effet de I'exposition aux particules de nanoplastiques et adjuvant phtalate sur le profil
neuroinflammatoire cellulaire et la réactivité gliale dans les régions du cerveau impliquées dans i) la réponse au
stress et la régulation de la prise alimentaire dans I'hypothalamus, ii) les régions du tractus neuro-sensoriel et
autonomes, iii) la moelle épiniére chez la souris (Procédure 2).

4 - Caractérisation de la réponse inflammatoire des souris exposées aux nanoparticules de plastiques et adjuvant
phtalate sur la réponse inflammatoire tissulaire des souris (Procédure 6). Il est envisagé que I'exposition a ces
subtances toxiques stimule une inflammation chronique de bas grade qui potentialise la réponse inflammatoire
locale cutanée.

3.3.2.3. Bénéfices attendus du projet

Cette étude présente un intérét translationnelle car il est clairement démontré que I'exposition aux plastiques
polluants environnementaux affecte la santé humaine. L'étude apportera des connaissances sur les mécanismes
neurobiologiques fondamentaux responsables des effets toxiques de la pollution environnementale d'origine
anthropique par les particules de nanoplastiques et des adjuvants plastifiants de phtalates sur la santé mentale et
les comorbidités neuronales. Les connaissances acquises sur les animaux seront applicables pour les études sur
la santé humaine et éclaireront les agences responsables de la définition des normes environnementales en santé
humaine.

3.3.2.4. Nuisances ou effets indésirables attendus sur les animaux
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Ce projet obéit a la rége des 3R. Toutefois, il est attendu que lors de I'exposition prolongée aux nanoparticules de
plastiques de polystyréne et phtalates, les animaux des groupes tests pourraient développer des troubles
métaboliques et du comportement (troubles du comportement alimentaire, perturbation du métabolisme
glucidique, stress et anxiété, hyperalgie nociceptives et inflammatoires, hyperalgies généralisées de type
fibromyalgie), en comparaison aux groupes témoins. Les effets indésirables sont évalués par des tests de
comportements qui visent a en observer I'apparition et mesurer l'intensité : - Stress-anxiété : exposition a des
situations anxiogénes, a savoir, déplacement dans un espace ouvert éclairé ou sur une surface surélevée. -
Hyperalgie nociceptives : mesure des seuils de sensibilité thermique et mécanique par I'exposition a des stimuli
thermiques chauds ou froids ou mécaniques jusqu’au seuil de réponse des animaux. - Hyperalgie inflammatoire :
la nuisance est une réaction inflammatoire cutanée (cedéme et chaleur) au niveau de la patte aprés injection de
carragénine. - Métabolisme glucidique : hypo- ou hyperglycémie transitoire provoquée par l'injection d’insuline ou
de glucose.

3.3.3. Précisez, le cas échéant, les méthodes de mise a mort prévues

- Dioxyde de carbone (CO2)
- Dislocation cervicale
- Perfusion intra-cardiaque

3.3.6. Stratégies de Remplacement, de Réduction et de Raffinement

3.3.6.1. Remplacement
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L'étude et la veille bibliographiques permanente de la littérature scientifique abondante sur le sujet nous
permettent de choisir les polluants dont les effets sont avérés sur les organismes pour la santé humaine et
animale. En paralléle, les études préliminaires sur des cultures cellulaires in vitro, menées dans un laboratoire du
consortium européen Horizon Europe-MSCA-Staff Exchange-2022 Psycomed (cité précédemment) et en
collaboration avec les équipes du projet PLASTICHEAL financé par I'union européen, sont réalisées pour définir le
choix et les quantités des matériaux plastiques et phtalates qui seront utilisées sur les animaux. L'étude de
I'impact des polluants micro-nanoplastiques et adjuvant phtalate sur la santé et le comportement (prise
alimentaire, proprioception et nociception), impliquant possiblement des effets pro-inflammatoires et de
perturbateurs endocriniens, affecte simultanément plusieurs organes (les organes périphériques : foie, tissus
adipeux, tube digestif, pancréas, tissus lymphoides, les glandes endocrines, la peau) et les systémes nerveux
centraux et périphériques responsables des comportements de prise alimentaire, proprioception, nociception et
réponses autonomes. De plus, I'effet des polluants dépend de leurs voies de pénétration dans I'organisme (per os
ou volatil). Il est par conséquent impossible aujourd'hui de pouvoir réaliser notre étude d'impact des polluants
autrement que dans un contexte in vivo global. Le développement des effets sur la santé psychique et
neurologique (stress-anxiété, prise alimentaire, proprioception, nociception et autonome) fait intervenir des
interactions systémiques entre plusieurs organes et processus physiologiques intégrés. Notre étude doit donc
nécessairement se faire sur 'animal entier car il n'est pas modélisable in vitro pour l'instant.

3.3.6.2. Réduction

Le nombre de souris a été réduit autant que possible, tout en étant suffisant pour I'obtention de résultats
statistiquement exploitables (basé sur nos expériences et un calcul statistique pour trouver un effet significatif).
Pour évaluer le nombre d'animaux utilisés, nous avons utilisé le programme GPower 3.1. Les résultats seront
analysés avec le logiciel GraphPad Prism. Nous adapterons les tests statistiques en fonction de la distribution des
observables, gu’elle soit normale ou non. En cas de distribution normale, nous utiliserons des tests paramétriques
(t-test pour comparer 2 échantillons, ANOVA pour comparer n échantillons). En cas de distribution non normale,
nous utiliserons des tests non-paramétriques (tests de Mann-Whitney ou de Kruskall Wallis), méme si ceux-ci sont
moins sensibles. Un nombre minimum d'animaux sera utilisé dans nos protocoles expérimentaux en respectant
strictement ces différents points: (i) Utilisation d’un groupe de souris contréles commun pour plusieurs séries
d'études chaque fois que cela est possible. (ii) multi-prélévements et création d’'une base d’échantillons (cerveau
et sang aprés sacrifice).

3.3.6.3. Raffinement
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Les animaux, en provenance d’élevages accrédités, seront hébergés dans une animalerie certifiée, dans des
cages sur portoirs, avec nourriture et boisson ad libitum, dans le respect des régles d’hébergement en vigueurs
(respect du nombre d’animaux par cage, condition de vie dans les cages...). Avant expérimentation, les souris
seront acclimatées pendant deux semaines durant lesquelles les expérimentateurs les habitueront a étre
manipulées, pour réduire toutes formes de stress au cours des expérimentations. Les souris sont suivies
quotidiennement. A partir du début de I'expérience, les animaux seront pesés 2 fois par semaine afin de suivre
leur prise de poids. Les expérimentateurs évalueront aussi I'état général des souris quotidiennement afin de
déterminer la présence ou non de signes de souffrances excessives (comportement d’isolement, attitude soumise,
dos vouteé, respiration difficile, extrémités pales, démarche anormale, diarrhée, vocalises, agressivité...). En cas
de souffrance, les animaux seront traités selon la sévérité du comportement observé et en cas ou les signes de
souffrance persisteraient, les animaux seront euthanasiés. Une fiche d'observation longitudinale et une grille
d'évaluation de I'état de nos souris ont été établies. Nous utiliserons des souris méles et femelles. Notre étude
présente un intérét translationnelle, étant donné que I'exposition aux plastiques polluants environnementaux
affecte les humains, il est donc nécessaire de mesurer les effets des molécules étudiées sur les deux sexes. Par
ailleurs, il est bien documenté que males et femelles peuvent avoir des différences notables dans la réponse
inflammatoire et leur sensibilité aux polluants environnementaux

3.4. Les Animaux

3.4.2. Espéces animales ou types d'animaux utilisés (le champ 3.4.1. est supprimé)

Souris (Mus musculus) [Al] Oui

3.4.3. Justifiez la pertinence des espéces animales choisies

La souris est une espéce trés utilisée dans les études précliniques et en recherche fondamentale pour analyser la
relation entre I'exposition a des substances potentiellement toxiques et les effets sur le métabolisme, les états
inflammatoires et le comportement des animaux. La proche similitude du patrimoine génétique de la souris avec
I'nomme nous permet dans la mesure du possible de tirer des conclusions extrapolables pour la santé humaine.

3.4.4. S’agit-il de spécimens d’espeéces menacées énumeérées Non
a 'annexe A du reglement (CE) n° 338/97 du Conseil du 9

décembre 1996 relatif a la protection des especes de faune et

de flore sauvages par le contrble de leur commerce ?

3.4.5. S’agit-il de spécimens de primates non humains ? Non
3.4.6. S’agit-il d’animaux capturés dans la nature ? Non
3.4.7. S’agit-il d'animaux d’especes domestiques, errants ou Non
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vivant a I'état sauvage ?

3.4.8. Catégorie des animaux utilisés dans le projet :

Animaux tenus en captivité (domestiques ou non Oui
domestiques)

3.4.9. Origine des animaux tenus en captivité :

Les animaux destinés a étre utilisés dans les procédures expérimentales sont-ils élevés a cette fin
et proviennent-ils d’'un établissement agréé (éleveurs, fournisseurs, utilisateurs) ?

Oui

Nombre d’établissements éleveur ou fournisseur 1
agréeés francais fournissant tout ou partie des animaux
du projet

Etablissement éleveur

Nom de I'établissement JANVIER

Adresse postale

Nom du laboratoire JANVIER
Voie CZ54105
Code Postal 53941
Ville LE GENEST SUR L'ILE - ST BERTHEVIN Cedex
Pays FRANCE
Animaux fournis C57BL6/J

Votre propre établissement utilisateur fournit-il tout ou partie Non
des animaux du projet ?

Un autre établissement utilisateur fournit-il tout ou partie des Non
animaux du projet ?
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Etablissements éleveur occasionnel non agréés fournissant tout ou partie des animaux du projet

Nombre d'établissements €leveur occasionnel non agreés
fournissant tout ou partie des animaux du projet

Etablissements éleveur ou fournisseur localisés dans des Etats membres autres que la France
fournissant tout ou partie des animaux du projet

Nombre d'établissements éleveur ou fournisseur localisés (
dans des Etats membres autres que la France
fournissant tout ou partie des animaux du projet

Etablissements éleveur ou fournisseur localisés dans des pays tiers fournissant tout ou partie des
animaux du projet

Nombre d'établissements éleveur ou fournisseur localisés (
dans des pays tiers fournissant tout ou partie des
animaux du projet

Les animaux sont-ils des animaux réutilisés d'un projet Non
précédent?

Animaux utilisés

3.4.10. Nombre estimé d'animaux utilisés dans le projet 3336

Justification de ce nombre pour chacune des espéeces animales utilisées
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Nous utilisons le programme GPower 3.1.

Les lots comptent 10 souris. Il y a 5 conditions (2 concentrations de nanoplatiques PS (20 et 200mg/kg) et
phtalate (200 mg et 2g/kg) et un groupe témoin) pour 3 périodes d'éxposition (8, 12 et 16 semaines). L'étude est
faite sur les deux sexes et en dupliquas. Les souris sont exposées dés la naissance, a travers le lait maternel,
pour des portée estimées a 5 souris. Total : 3336 souris.

La Procédure 6, de sévérité modérée, comprend 3 périodes d'expositions (8, 12 et 16 semaines), comptant
chacune 200 souris. Il faut ajouter les femelles gestantes pour produire les souris, soit 120 souris. Total : 720
souris.

Les procédures suivantes sont de sévérité légére (2616 souris).

Les Procédures 1 et 2 utilisent 690 souris chacune, a savoir 600 souris (tel que présenté ci-dessus) et 90 souris
utilisées pour les prélevements d'organes. Il faut ajouter les femelles gestantes pour produir les souris (276
souris). Total pour les procédures 1 + 2 : 1656 souris.

Les procédures 3 et 5 utilisent 200 souris chacune (10 souris par lot x 5 conditions d'exposition (2 concentrations
de PS x 2 concentrations de DEHP + 1 groupe témoin) x 2 réplicas x males et femelles). Pour réduire le nombre
de souris et assurer un suivi longitudinal des souris, celles-ci subissent les tests a 8, 12 et 16 semaines
d'exposition. Les femelles gestantes pour fournir les souris sont 80. Total pour les procédures 3 + 5 : 480 souris.
La Procédure 4 utilise 400 souris pour les tests de Phénotyper et d'actimétrie (200 souris par test). Pour réduire le
nombre d'animaux, les mesures sont réalisées en suivi longitudinal sur les 3 périodes (8, 12 et 16 semaines). Les
femelles gestantes qui produisent les souris sont 80. Total pour la procédure 4 : 480 souris.

3.4.11. Indiquez a quels stades de développement les animaux seront utilisés et le justifier

Nous commencerons les expériences sur des animaux a la naissance (PO post-natal). Les animaux sont sevrés a 4
semaines. L'étude se poursuit sur des groupes d'animaux pendant 8, 12 et 16 semaines aprés la naissance. Cette
période d’exposition correspond a la période de plus forte exposition aux nanoparticules de plastiques et aux
plastifiants phtalates pour les nourrissons, jeunes enfants et jeunes adultes rapportée chez ’hnumain.

3.4.12. Indiguer le sexe des animaux et le justifier

Nous utiliserons des souris males et femelles. Notre étude présente un intérét translationnelle, il est donc nécessaire
de mesurer les effets des molécules étudiées sur les deux sexes. En effet, il est bien documenté que les males et
les femelles peuvent avoir des différences notables quand a l'impact de I'exposition aux substances polluantes.

4. Procédures Expérimentales

4.2. Description des procédures

Nombre de procédures 6
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4.2.1. Procédure n°1

Nom de la procédure

Caractériser I'effet des nanoplastiques de polystyrene en combinaisons avec un additif plastifiant di-(2-
éthylhexyle) phtalate sur la prise de poids, I'noméostasie glucidique, et le profil inflammatoire systémique et dans
les régions du systéme nerveux impliquées dans le stress et la prise alimentaire, et le systeme neurosensoriel
chez la souris.

Proposition de classification de la proceédure selon le degré  Classe légere
de séverité

Description détaillée de la procédure expérimentale

Pertinence et justification de la procédure expérimentale
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Dans un premier temps, nous souhaitons caractériser la prise de poids (pesée + mesure masse grasse/masse
maigre) et 'hnoméostasie glucidique chez des souris en réponse a I'exposition chronique a différentes quantités
de nanoparticules de plastiques polystyrene en combinaison avec un composé phtalate par ingestion par
gavage pendant les 8, 12 et 16 premiéres semaines de vie des souris. Cette période d’exposition correspond a
la période de plus forte exposition des nourrissons, jeunes enfants et jeunes adultes rapportée chez 'lhumain.
Les nanoparticules de polystyrene (PS, diamétre <0,1 um) ont été choisies en raison de I'abondance du PS
dans I'environnement et de ses effets sur la production d'especes réactives de I'oxygéne (iROS) et les effets
proinflammatoires démontrés par de nombreuses études sur des modéles cellulaires et animaux murins. Le PS
est utilisé dans de nombreuses études sur la toxicité des particules de plastique. Le phtalate de haut poids
moléculaire di-(2-éthylhexyle)-phtalate (DEHP) a été choisi en raison de sa présence dans I'environnement et
de son impact avéré par les études sur les modéles animaux, notamment sur le systéme reproducteur male,
I'adipogénese, le neurodéveloppement, et son activité de perturbateurs endocriniens.

Dans un 2eéme temps, sur des prélévements postmortem, nous caractériserons le profil inflammatoire
périphérique (plasma), tissulaire (sur les organes impliqués dans I'absorption des particules de plastique et le
métabolisme du phtalate : tube digestif, foie, tissus adipeux) et dans les régions du cerveau impliquées dans la
réponse au stress et le comportement alimentaire (hypothalamus, hippocampe et cortex), la proprioception et la
nociception (ganglions rachidiens, moelle épiniére) et le systeme nerveux autonome (ganglions autonomes)
chez les souris qui ont été exposées aux nanoparticules de PS et adjuvant DEHP en comparaison a des souris
témoins non exposées. Les études d'organes isolés seront réalisées sur des prélévements aprés perfusion
intracardiaque de formaldéhyde a 4 %, comme décrit ci-dessous.

Les polluants impactent les animaux des deux sexes par des mécanismes biologiques potentiellement
différents. Nous utiliserons donc des souris males et femelles pour cette étude.

Les expériences sont réalisées en cycle inversé 20h/8h pour respecter le cycle d’activité principalement
nocturne des souris pendant les expériences.

Les souris sont exposées aux nanoparticules de plastiques PS et phtalate DEHP a la naissance (P0), pendant
la période de lactation, et pendant 8, 12 et 16 semaines apres la naissance. Pendant la période de lactation, les
souris sont exposées a travers la mére. Le DEHP est présent dans le lait maternel. Les souris femelles
gestantes sont acclimatées a I'animalerie pendant deux semaines avant le début de I'expérience (PO0). Les
souris sont sevrées a 4 semaines. Elles sont alors séparées en groupes de 5 souris randomisées sur le poids
dans les cages réglementaires (5 souris de sexe identique par cage de 425x266x210 mm - 1130 cm?) avec eau
et nourriture a volonté. Le régime alimentaire est un régime Standard (SD)(Standard Rodent Diet A03; SAFE,
Augy, France). Les litieres sont changées toutes les semaines. Les souris sont visitées quotidiennement. L’état
général des souris est évalué suivant une grille d’évaluation présentée en Annexe 1.
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Exposition aux nanoparticules de plastique PS et phtalate DEHP :

Les nanoparticules de plastique PS et le phtalate DEHP sont ingérés par gavage une fois par semaine :
Nanoparticules de Polystyrene (diamétre <0,1 ym) aux quantités de 20 et 200 mg/kg et phtalate de di-(2-
éthylhexyle) (DEHP) aux concentrations de 0,2 et 2 g/kg (4 conditions combinées). Taille des aiguilles de
gavage 26G, 16 mm. Volume 100 ul de serum physiologique. Concentrations des solutions : nanoparticules de
PS a 5 mg et 50 mg dans 100 ul ; DEHP 0,5 et 5 mg dans 100 pl de sérum physiologique. Pendant la période
de lactation, 4 semaines, ce sont les meres qui sont gavées selon la méme procédure que décrite pour les
souris apres sevrage.

Cette manipulation n’est pas douloureuse car des aiguilles d’alimentation adaptées a I'age et la taille des souris
sont utilisées. Par ailleurs, il est important de considérer que la toxicité aigue du PS (DL50 évaluée supérieure 8
g/kg) et du DEHP (DL50 évaluée supérieure a 20 g/kg chez la souris) sont faibles.

Le groupe témoin est nourri par gavage avec une solution de sérum physiologique (50 pl/souris).

Prise de poids, prise alimentaire et hydrique :
Les animaux sont pesés en moyenne tous les 3 jours (2 fois par semaine). L’eau et la nourriture sont pesées
tous les 3 jours et changées toutes les semaines.

Régulation de 'homéostasie glucidique :

L’objectif de ces tests est d’évaluer la capacité d’'un animal a réguler sa glycémie, et de déceler le
développement d’'un diabéte de type 2. Aprés 8, 12 et 16 semaines d'exposition, un test de tolérance au
glucose (GTT) et un test de tolérance a l'insuline (ITT) sont réalisés (avec au minimum 48h d'écart entre les 2
tests). La nourriture est retirée pendant 16h (GTT, retrait de la nourriture a 20h) ou pendant 5h (ITT) avant le
début des expériences. Les souris sont marquées individuellement avec un feutre bleu sur la queue. Elles sont
laissées dans leurs cages de stabulation et sont habituées a 'ambiance de la salle d’expérimentation pendant 1
heure. La glycémie est mesurée a la queue, a I'aide d’'un glucometre a bandelettes, avant le début de
I'expérience puis chaque animal regoit une injection intra-péritonéale (aiguille 26G, 16 mm) proportionnelle a
son poids de solution de Glucose (GTT ; 1,5 g/kg) ou d’Insuline (ITT ; 0,5 unités/kg). Ensuite la glycémie est
mesurée a la queue aux temps 15min, 30min, 45min, 60min, 90min et 120min apres injection. A la fin de
chaque test métabolique, les animaux ont de nouveau acces ad libitum a la nourriture et sont replacés dans la
salle de stabulation habituelle.

Analyse de la masse grasse, osseuse et musculaire par Echo MRI (imagerie par résonance magnétique),
disponible a I''PMC :

La technique Echo MRI est une méthode non invasive utilisée pour mesurer la composition corporelle, y
compris les masses de tissus. A l'issue de 8, 12 et 16 semaines d’exposition, les souris sont anesthésiées par
inhalation d'isofluorane 2%. Lorsque les souris sont endormoes, elles sont positionnées individuellement dans
I'appareil Echo MRI pour la mesure, selon les procédures définies par le fabricant. Aprés la mesure, les souris
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sont placées dans une cage de réveil ou elles sont surveillées pour détecter tout signe de détresse ou de
complication. Les souris sont ensuite remises dans leur cage de stabulation.

Sacrifice et préléevements :

A lissue de 8, 12 et 16 semaines d’exposition, les souris sont anesthésiées par inhalation d'isofluorane afin
d’effectuer une ponction rétro-orbitale du sang puis sacrifiées par dislocation cervicale et décapitation. Les
différents tissus et organes sont immédiatement prélevés. Des dosages d'expression génique par PCR ou
protéique par ELISA sont réalisés. Les PCR/ELISA permettent d’évaluer I'expression des marqueurs
inflammatoires (cytokines et chimiokines) dans les régions du cerveau et les tissus.

Pour certaines études post mortem, il nous est indispensable de réaliser une procédure sous anesthésie sans
réveil entrainant la mort de I'animal afin de perfuser les tissus avec du fixateur (formaldéhyde a 4% dans un
tampon phosphate 150 mM, pH 7,4) pour les organes a prélever pour analyse histologique. Pour assurer une
perfusion optimale du fixateur compatible avec nos techniques de marquage, celle-ci doit étre réalisée sous
anesthésie. Cette méthode entraine de facto la mort de I'animal au cours de la procédure. Les animaux seront
profondément anesthésiés avec un mélange de kétamine (100mg/kg) - xylasine (20mg/ml) (aiguille 26G, 16
mm, 100 ul). La kétamine a une action antalgique. Avant toute intervention, la profondeur de I'anesthésie sera
mesurée par I'absence de réaction de I'animal au pincement de la membrane interdigitale. L'opération consiste
en une ouverture de la cage thoracique pour accéder au cceur afin d'y insérer une canule de perfusion (aiguille
18G rodée) dans le ventricule gauche. Le systéme vasculaire est "ouvert" par insertion de l'aiguille aux bords
rodés dans l'oreillette droite. Les souris sont ensuite perfusées avec du tampon phosphate (150 mM, jusqu'a
élimination du sang) puis avec une solution de formaldéhyde (4%) dans du tampon phosphate jusqu'a observer
la rigidité des tissus. La mort de I'animal survient au cours cette procédure.

Indiquez le nombre de lots et le nombre d'animaux par lot, et les justifier
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Groupes expérimentaux : Les expériences sont réalisées avec 2 concentrations de PS (20 et 200 mg/kg) et 2
concentrations de DEHP (0,2 et 2 g/kg). Un groupe témoin est inclus pour chaque période de test. Les
expériences sont réalisées sur les deux sexes. Les expériences sont réalisées en dupliquas. Tous les groupes
subiront I'ensemble des expériences décrites y compris les groupes témoins.

Une expérience sera réalisée sur des souris agées de 8 semaines (temps 0).

Pour évaluer le nombre d'animaux utilisés, nous avons utilisé le programme GPower 3.1 :

F-tests,

ANOVA 2 way : Fixed effects, special, main effects and interactions.

Effects size (medium) : 0.25

alpha en prob : 0.05

Power (1-beta en prob) : 0.8

Femelles gestantes : les jeunes souris (moins de 4 semaines) sont exposées a travers le lait maternel. Les
portées sont estimées en moyenne a 6 naissances, en équilibre males et femelles. Apres une perte de 20% des
souris aprés la naissance, 5 souris par portées seront disponibles pour la procédure. 138 femelles gestantes
sont nécessaires pour donner naissance aux 690 souris de cette procédure. Si les portées s’averent étre plus
nombreuses, nous réduirons le nombre de portées.

Temps d’exposition : calcul pour 8 semaines : n = 10 souris x 5 conditions (2 concentrations de PS x 2
concentrations de DEHP + 1 groupe témoin) x 2 réplicas pour les méles et pour les femelles (20 groupes) ; Nb
total = 200 . Ce calcul est répété pour les expositions de 12 et 16 semaines, soit un sous-total de 600 souris.
Pour les analyses des tissus en histologie apres la perfusion intracardiaque, nous évaluons les besoins de
I'étude a 3 animaux par condition expérimentale pour les males et les femelles, soit au maximum 90 souris (3
souris par condition x 5 conditions x 3 périodes étudiées (8, 12 et 16 semaines) = 45 males et 45 femelles).
Pour conserver un nombre suffisant d'échantillons pour les analyses (PCR, ELISA...), ces souris sont ajoutées
aux autres lots de souris.

N total= 828

Indiquez pour chaque espece les points limites adaptés, suffisamment prédictifs et précoces pour permettre de limiter la douleur a
son minimum, sans remettre en cause les résultats du projet :
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Des criteres d'apparence, comportement, fonctions physiologiques sont suivis selon la grille présentée en
Annexe 1. Les souris qui présentent un score d’évaluation supérieur a 10 seront sacrifiées par dislocation
cervicale.

Les femelles gestantes sont pesées a l'arrivée dans I'animalerie puis aprés 7 jours. Pendant la gestation et la
période de lactation, elles sont suivies selon la grille d’évaluation en Annexe 1. Les souris souffrant d’'une perte
de poids associée a des changements d’apparence ou de comportement seront écartées de I'étude et
sacrifiées par dislocation cervicale.

Pour la mise-bas, les souris présentant une dystocie, correspondant a un retard de mise bas de 2 jours sur la
date estimée et un changement de comportement ou une rétention foetale évidente a la palpation abdominale,
seront sacrifiées par dislocation cervicale sans délai.

Pendant la période de pré-sevrage, la mobilité, la prise de poids, 'ouverture des paupiéres, le pelage seront
suivis. Le reflexe de retournement est évalué au jour 7. Les souris incapables de se retourner a 10 j seront
sacrifiées par dislocation cervicale. Les souris sont pesées 1 fois par semaine. Les souris qui présentent une
différence >20% du poids par rapport au groupe témoins seront suivies pendant 96h et seront sacrifiées par
dislocation cervicale en absence de prise de poids. L’absence d’ouverture des paupiéres (normalement
attendue a 11j) a 15 jours est un point limite au dela duquel les souris seront sacrifiées. Les souris qui
présentent des plaies seront pesées et suivies pendant 96h, et seront sacrifiées en absence d’amélioration des
plaies et d’'une prise de poids.

Indiquez le cas échéant le prélevement, ainsi que la fréquence et le(s) volume(s) prélevés

Le prélevement rétro-orbitaire a l'aide d'une pipette en verre (diamétre capillaire 0,2 mm) est effectué sous
anesthésie avec un mélange Kétamine/Xylazine (0.75ml kétamine, 0.25ml xylazine, qsp 5ml NaCl 0.9%) ou par
isoflurane 2,5 % juste avant la mise a mort pour les prélevements de tissus. Le volume de sang prélevé est de
0,5 a 1 ml. Les souris sont immédiatement sacrifi€ées apres le prélévement.

Indiquez le cas échéant les méthodes pour réduire ou supprimer la douleur, la souffrance et I'angoisse (liste des meédications -
anesthesiques, analgésiques, anti-inflammatoires...en précisant les doses, voies, durées et fréquences d’administration), y
compris le raffinement des conditions d’hébergement, d’élevage et de soins :
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Les animaux seront réceptionnés a I'animalerie au moins deux semaines avant le début des expériences afin
de respecter un délai de repos et d’adaptation au lieu de résidence et au cycle inversé. Le délai d'acclimatation
au cycle inversé est de deux semaines pour nos expériences. Les souris sont pesées 2 fois par semaine et la
prise alimentaire et hydrique vérifiées. L’évolution du poids des souris est un indicateur de la bonne santé des
souris.

L’exposition au PS et DEHP ne devrait pas induire de souffrance, ou Iégére. En effet, la toxicité aigue de ces
composées est trés faible et les DL sont significativement supérieurs aux doses utilisées.

Cependant, si des animaux apparaissaient blessés, prostrés et moribonds, ou montrent une perte de poids
significative (>20% de poids corporel), ils seraient alors sacrifiés par dislocation cervicale.

Pour le bien-étre des animaux, afin de limiter le stress, les animaux sont habitués dés leur réception a étre
manipulés avec des prises alimentaires et des prises de poids 2 fois par semaine. Les animaux seront
hébergés a raison de 5 souris par cage. Toutes les cages sont enrichies avec 2 igloos, des tablettes de bois et
du coton.

Indiquez le cas échéant les dispositions prises en vue de réduire, d'éviter et d’atténuer toute forme de souffrance des animaux de
la naissance a la mort :

Les expérimentateurs évalueront I'état général des souris quotidiennement afin de déterminer la présence ou
non de signes de stress ou de souffrance (attitude soumise, dos voité, respiration difficile, extrémités pales,
démarche anormale, diarrhée, vocalises...). En cas de stress ou de souffrance, les animaux seront soignés
selon la sévérité de la douleur observée et en cas ou les signes de souffrance persisteraient au-dela de 72h, les
animaux souffrants seront sacrifiés par dislocation cervicale.

A la fin de chaque expérience, les animaux seront anesthésiés par isoflurane 2,5 % (sauf ceux destinés a la
perfusion intracardiaque) afin de réaliser un prélevement sanguin rétro-orbitaire puis sacrifiés par dislocation
cervicale afin de prélever les tissus.

Pour les animaux utilisés pour la perfusion intracardiaque, la procédure est réalisée sous anesthésie générale
(Kétamine 100mg/kg -Xylasine 20mg/ml) sans réveil. La kétamine a une action antalgique.

Devenir des animaux a la fin de cette procédure expérimentale

Mise a mort Oui

Précisez les animaux concernés
Tous les animaux seront sacrifiés a la fin de la procédure.

4.2.2. Procédure n°2

Nom de la procédure
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Caractériser I'effet des nanoparticules de plastique de polystyrene en combinaisons avec un additif plastifiant di-
(2-éthylhexyle) phtalate sur la production des espéces réactives d’oxygene, la réactivité des cellules gliales, la
neuroinflammation et la métabolomique dans le systéme nerveux chez la souris. Etude de la présence de
nanoparticules de plastique et de phtalate dans les tissus nerveux.

Proposition de classification de la procédure selon le degré  Classe légére
de sévérité

Description détaillée de la procédure expérimentale

Pertinence et justification de la procédure expérimentale
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Nous souhaitons caractériser les voies métaboliques impactées dans le cerveau par des études en
meétabolomique, et aussi la réactivité celllaire, gliale et neuronale, dans le systéme nerveux et le cerveau des
souris males et femelles exposées aux nanoparticules de PS et phtalate DEHP (quantités tels que décrit
précédemment dans la Procédure n°1) a la naissance (P0) et pendant 8, 12 et 16 semaines d’exposition. Les
nanoplastiques et les phtalates sont susceptibles d’induire la production des espéces réactives de I'oxygene
(ROS) dans différents organes, y compris dans le systéme nerveux, et ainsi d’initier une réponse
inflammatoire dans ces tissus. Les cellules gliales, astrocytes et microglie, réagissent trés fortement a ces
composes et participent a la réponse inflammatoire, ce qui perturbe le fonctionnement du cerveau. Toutefois,
les effets des nanoplastiques et phtalates sur le cerveau restent méconnus.

Les expériences sont réalisées en cycle inversé 20h/8h pour respecter le cycle d’activité principalement
nocturne des souris pendant les expériences.

Les souris sont exposées aux nanoparticules de plastiques PS et phtalates DEHP a la naissance (P0), pendant
la période de lactation, et pendant 8, 12 et 16 semaines apres la naissance. Pendant la période de lactation, les
souris sont exposées a travers la mére. Le DEHP est présent dans le lait maternel. Les souris femelles
gestantes sont acclimatées a I'animalerie pendant une semaine avant le début de I'expérience (P0). Les souris
sont sevrées a 4 semaines. Elles sont alors séparées en groupes de 5 souris randomisées sur le poids dans les
cages réglementaires (5 souris de sexe identique par cage de 425x266x210 mm - 1130 cm?) avec eau et
nourriture a volonté. Le régime alimentaire est un régime Standard (SD - Standard Rodent Diet A03; SAFE,
Augy, France). Les litieres sont changées toutes les semaines. Les souris sont visitées quotldlennement L'état
général des souris est évalué suivant une grille d’évaluation présentée en Annexe 1.

Exposition aux nanoparticules de plastique PS et phtalate DEHP :

Les nanoparticules de plastique PS et phtalate DEHP sont ingérés par gavage une fois par semaine :
Nanoparticules de Polystyrene (diametre <0,1 um) aux quantités de 20 et 200 mg/kg et phtalate de di-(2-
éthylhexyle) (DEHP) aux concentrations de 0,2 et 2 g/kg (4 conditions combinées). Taille des aiguilles de
gavage 18G. Volume 100 ul de serum physiologique. Concentrations des solutions : nanoparticules de PS a 5
mg et 50 mg dans 100 ul ; DEHP 0,5 et 5 mg dans 100 ul de sérum physiologique. Pendant la période de
lactation, 4 semaines, les méres qui sont gavées selon la méme procédure que décrite pour les souris apres
sevrage.

Cette manipulation n’est pas douloureuse car des aiguilles d’alimentation adaptées a I'age et la taille des souris
sont utilisées. Par ailleurs, il est important de considérer que la toxicité aigue du PS (DL50 évaluée supérieure 8
g/kg) et du DEHP (DL50 évaluée supérieure a 20 g/kg chez la souris) sont faibles.

Un lot de souris témoins est ajouté pour chaque étape de I'expérience. Le groupe témoin est nourri par gavage
avec du sérum physiologique (50 pl/souris).

A lissue de la procédure, les souris sont anesthésiées par inhalation d'isofluorane 2,5% ou avec un mélange
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Kétamine 100 mg/kg /Xylazine 10 mg/kg, 100 ul/10g de poids des souris, afin d’effectuer une ponction rétro-
orbitale du sang, puis sacrifiées par dislocation cervicale et décapitation. Les différents tissus et organes
(cerveaux et tissus nerveux, tissus périphériques) sont immédiatement prélevés pour des études de
métabolomique, la mesure de la réactivité cellulaire gliale, la mort neuronale (apoptose et nécrose), présence
de marqueurs inflammatoires et d'espéces réactives de I'oxygéne dans les tissus, présence de nanoparticules
de plastique et de phtalate et métabolites du phtalate dans les tissus.

Les étude en métabolomique utilisent des technologies OMICs et des méthodes statistiques avancées
(matrices de corrélations) pour identifier les principales voies métaboliques affectées par les nanoparticules de
plastique et le DEHP dans le cerveau et les ganglions sensoriels.

Pour des études post mortem de marquage histologique, il est nécessaire de réaliser une procédure sous
anesthésie sans réveil entrainant la mort de I'animal afin de perfuser les tissus par voie intracardiaque avec du
fixateur (formaldéhyde a 4% dans un tampon phosphate 150 mM, pH 7,4) pour les organes a prélever pour
analyse histologique. Pour assurer une perfusion optimale du fixateur compatible avec nos techniques de
marquage, celle-ci doit étre réalisée sous anesthésie. Cette méthode entraine de facto la mort de I'animal au
cours de la procédure. Les animaux seront profondément anesthésiés avec un mélange de kétamine
(100mg/kg) - xylasine (20mg/ml) (aiguille 26G, 16 mm, 100 ul). La kétamine a une action antalgique. Avant
toute intervention, la profondeur de I'anesthésie sera mesurée par I'absence de réaction de I'animal au
pincement de la membrane interdigitale. L'opération consiste en une ouverture de la cage thoracique pour
accéder au cceur afin d'y insérer une canule de perfusion (aiguille 18G rodée) dans le ventricule gauche. Le
systéme vasculaire est "ouvert" par insertion de l'aiguille aux bords rodés dans l'oreillette droite. Les souris sont
ensuite perfusées avec du tampon phosphate (150 mM, jusqu'a élimination du sang) puis avec une solution de
formaldéhyde (4%) dans du tampon phosphate jusqu'a observer la rigidité des tissus. La mort de I'animal
survient au cours cette procédure.

Indiquez le nombre de lots et le nombre d'animaux par lot, et les justifier
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Les expériences sont réalisées avec 2 concentrations de PS (20 et 200 mg/L) et 2 concentrations de DEHP (0,2
et 2 g/L). Un groupe témoin est inclus pour chaque période de test. Les expériences sont réalisées sur les deux
sexes. Les expériences sont réalisées en dupliquas.

Tous les groupes subiront I'ensemble des expériences décrites y compris les groupes témoins.

Pour évaluer le nombre d'animaux utilisés, nous avons utilisé le programme GPower 3.1 :
F-tests,

ANOVA 2 way : Fixed effects, special, main effects and interactions.

Effects size (medium) : 0.25

alpha en prob : 0.05

Power (1-beta en prob) : 0.8

Cette méthode utilise un minimum de 20 animaux par point d'échantillon, a savoir :

Temps d’exposition : calcul a 8 semaines : n = 10 souris x 5 conditions (2 concentrations de PS x 2
concentrations de DEHP + 1 groupe témoin) x 2 réplicas pour les méles et pour les femelles (20 groupes) ; Nb
total = 200 . Ce calcul est répété pour les expositions de 12 et 16 semaines, soit un sous-total de 600 souris.
Les jeunes souris (moins de 4 semaines) sont exposées a travers le lait maternel. Les méres sont exposées par
gavage. Les portées sont estimées en moyenne a 6 naissances, équilibre méles et femelles. Une perte de 20%
des souris est estimée aprés la naissance, 5 souris par portées seront donc disponibles pour la procédure. 138
femelles gestantes sont nécessaires pour produire 690 souris de cette procédure. Si les portées s’averent étre
plus nombreuses, nous réduirons le nombre de portées.

Analyses des tissus aprées la perfusion intracardiaque : 3 animaux par condition expérimentale pour les males et
les femelles, soit 90 souris (a savoir : 3 souris par condition expérimentale x 5 conditions x 3 périodes étudiées
(8, 12 et 16 semaines) = 45 souris méles et 45 souris femelles). A la différence des autres procédures, ces
souris ne sont pas prélevées sur les lots de souris testées par ailleurs, mais sont ajoutées aux lots de souris
nécessaires aux études de métabolomique.

N total : 828 souris.

Indiquez pour chaque espece les points limites adaptés, suffisamment prédictifs et précoces pour permettre de limiter la douleur a
son minimum, sans remettre en cause les résultats du projet :
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Des criteres d'apparence, comportement, fonctions physiologiques sont suivis selon la grille présentée en
Annexe 1. Les souris qui présentent un score d’évaluation supérieur a 10 seront sacrifiées par dislocation
cervicale.

Les femelles gestantes sont pesées a l'arrivée dans I'animalerie. Pendant la gestation et la période de lactation,
elles sont suivies selon la grille d’évaluation en Annexe 1. Les souris souffrant d’'une perte de poids associée a
des changements d’apparence ou de comportement seront écartées de I'étude et sacrifiées par dislocation
cervicale.

Pour la mise-bas, les souris présentant une dystocie, correspondant a un retard de mise bas de 2 jours sur la
date estimée et un changement de comportement ou une rétention foetale évidente a la palpation abdominale,
seront sacrifiées par dislocation cervicale sans délai.

Pendant la période de pré-sevrage, la mobilité, la prise de poids, 'ouverture des paupiéres, le pelage seront
suivis. Le reflexe de retournement est évalué au jour 7. Les souris incapables de se retourner a 10 j seront
sacrifiées par dislocation cervicale. Les souris sont pesées 1 fois par semaine. Les souris qui présentent une
différence >20% du poids par rapport au groupe témoins seront suivies pendant 96h et seront sacrifiées par
dislocation cervicale en absence de prise de poids. L’absence d’ouverture des paupiéres (normalement
attendue a 11j) a 15 jours est un point limite au dela duquel les souris seront sacrifiées. Les souris qui
présentent des plaies seront pesées et suivies pendant 96h, et seront sacrifiées en absence d’amélioration des
plaies et d’'une prise de poids.

Indiquez le cas échéant le prélevement, ainsi que la fréquence et le(s) volume(s) prélevés

Le prélevement rétro-orbitaire a l'aide d'une pipette en verre (diamétre capillaire 0,2 mm) est effectué sous
anesthésie générale a l'isoflurane 2,5 %. Le volume de sang prélevé est de 0,5 a 1 ml. Les souris sont
immédiatement sacrifiées apres le prélevement.

Indiquez le cas échéant les méthodes pour réduire ou supprimer la douleur, la souffrance et I'angoisse (liste des meédications -
anesthesiques, analgésiques, anti-inflammatoires...en précisant les doses, voies, durées et fréquences d’administration), y
compris le raffinement des conditions d’hébergement, d’élevage et de soins :
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Les animaux seront réceptionnés a I'animalerie au moins deux semaines avant le début des expériences afin
de respecter un délai de repos et d’adaptation au lieu de résidence et au cycle inversé. Le délai d'acclimatation
au cycle inversé est de deux semaines pour nos expériences. Les souris sont pesées 2 fois par semaine et la
prise alimentaire et hydrique vérifiées. L’évolution du poids des souris est un indicateur de la bonne santé des
souris.

L’exposition au PS et DEHP ne devrait pas induire de douleur, ou Iégére. En effet, la toxicité aigue de ces
composeées est trés faible et les DL sont trés supérieures aux doses utilisées. Cependant, si des animaux
apparaissaient blessés, suite a des bagarres, ou prostrés et moribonds, ils seraient alors sacrifiés par
dislocation cervicale.

Pour le bien-étre des animaux, afin de limiter le stress, les animaux sont habitués dés leur réception a étre
manipulés avec des prises alimentaires et des prises de poids 2 fois par semaine. Les animaux seront
hébergés a raison de 5 souris par cage. Toutes les cages sont enrichies avec 2 igloos, des tablettes de bois et
du coton.

Pour les animaux utilisés pour la perfusion intracardiaque, la procédure est réalisée sous anesthésie générale
(Kétamine 100mg/kg -Xylasine 20mg/ml) sans réveil. La kétamine a une action antalgique.

Indiquez le cas échéant les dispositions prises en vue de réduire, d’éviter et d’atténuer toute forme de souffrance des animaux de
la naissance a la mort :

Les expérimentateurs évalueront I'état général des souris quotidiennement afin de déterminer la présence ou
non de signes de stress ou de souffrance (attitude soumise, dos voute, respiration difficile, extrémités pales,
démarche anormale, diarrhée, vocalises...). En cas de stress ou de souffrance, les animaux seront soignés
selon la sévérité de la douleur observée et en cas ou les signes de souffrance persisteraient au-dela de 72h, les
animaux souffrants seront sacrifiés par dislocation cervicale.

A la fin de chaque expérience, les animaux seront anesthésiés par isoflurane 2,5 % afin de réaliser un
prélevement sanguin rétro-orbitaire puis sacrifiés par dislocation cervicale afin de prélever les tissus.

Pour les animaux utilisés pour la perfusion intracardiaque, la procédure est réalisée sous anesthésie générale
(Kétamine 100mg/kg -Xylasine 20mg/ml, 26 G 16 mm, 100 pl) sans réveil. La kétamine a une action antalgique.

Devenir des animaux a la fin de cette procédure expérimentale

Mise a mort Oui

Précisez les animaux concernés
Tous les animaux participants sont mis a mort au cours de cette procédure.

4.2.3. Procédure n°3

Nom de la procédure
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Evaluation phénotypique comportementale du stress, motricité chez des souris exposées a des particules de
nanoplastique de polystyrene en combinaisons avec un additif plastifiant di-(2-éthylhexyle) phtalate.

Proposition de classification de la proceédure selon le degré  Classe légere
de séverité

Description détaillée de la procédure expérimentale

Pertinence et justification de la procédure expérimentale
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Nous souhaitons réaliser des tests comportementaux pour évaluer le niveau de stress et d'anxiété chez des
souris males et femelles en réponse a I'exposition a différentes quantités de nanoparticules de PS et DEHP
(tels que décrit précédemment pour les Procédure 1 et 2) a partir de la naissance (P0O) apres 8, 12 et 16
semaines d’exposition. Les souris sont exposées aux nanoparticules de plastiques PS et phtalates DEHP a la
naissance (P0), pendant la période de lactation, et pendant 8, 12 et 16 semaines aprés la naissance. Pendant
la période de lactation, les souris sont exposées a travers la mére. Le DEHP est présent dans le lait maternel.
Les souris femelles gestantes sont acclimatées a I'animalerie pendant deux semaines avant le début de
I'expérience (P0). Les souris sont sevrées a 4 semaines. Elles sont alors séparées en groupes de 5 souris
randomisées sur le poids dans les cages réglementaires (5 souris de sexe identique par cage de 425x266x210
mm - 1130 cm?) avec eau et nourriture a volonté. Le régime alimentaire est un régime Standard (SD - Standard
Rodent Diet A03; SAFE, Augy, France). La consommation d'eau et de nourriture est mesurée deux fois par
semaine. Les souris sont pesées individuellement deux fois par semaine. Les expériences sont réalisées en
cycle inversé 20h/8h pour respecter le cycle d’activité principalement nocturne des souris pendant les tests
comportementaux. Les litiéres sont changées toutes les semaines. Les souris sont visitées quotidiennement.
L’état général des souris est évalué suivant une grille d’évaluation présentée en Annexe 1.

Exposition aux nanoparticules de plastique PS et phtalate DEHP :

Les nanoparticules de plastique PS et phtalate DEHP sont ingérés par gavage une fois par semaine :
Nanoparticules de Polystyrene (diametre <0,1 ym) aux quantités de 20 et 200 mg/kg et phtalate de di-(2-
éthylhexyle) (DEHP) aux concentrations de 0,2 et 2 g/kg (4 conditions combinées). Taille des aiguilles de
gavage 18G. Volume 100 ul de serum physiologique. Concentrations des solutions : nanoparticules de PS a 5
mg et 50 mg dans 100 ul ; DEHP 0,5 et 5 mg dans 100 ul de sérum physiologique. Pendant la période de
lactation, 4 semaines, ce sont les méres qui sont gavées selon la méme procédure que décrite pour les souris
apres sevrage.

Cette manipulation n’est pas douloureuse car des aiguilles d’alimentation adaptées a I'age et la taille des souris
sont utilisées. Par ailleurs, il est important de considérer que la toxicité aigue du PS (DL50 évaluée supérieure 8
g/kg) et du DEHP (DL50 évaluée supérieure a 20 g/kg chez la souris) sont faibles.

Le groupe témoin est nourri avec du sérum physiologique (50 pl/souris).

Le but de |la procédure est de comparer le comportement des souris exposées de maniére chronique a
différentes quantités de nanoparticules de plastique PS et de phtalate DEHP dans des tests de stress, motricité,
de mémoire spatiale, de perception sensorielle et de nociception.

Nous avons retenu 3 tests de référence pour I'évaluation du stress et de I'anxiété chez la souris.

Les tests de stress et anxiété durent 10 minutes, sont réalisés dans des enceintes en perspex opaques, filmés
par le dessus, avec comme condition de stress l'intensité lumineuse, lumiére blanche indirecte de 300 Lux
maximum, et les espaces ouverts vs fermés de ces enceintes. Les animaux sont laissés libres de leurs
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mouvements alors que 'activité exploratoire des animaux est utilisée comme indice de leurs conditions
psychologiques. Ces tests ne sont pas douloureux pour les souris.

- Open field (sévérité l1égere) : Ce test est réalisé dans une enceinte carrée (40 x 40 x 33 cm) ouverte et
éclairée par le dessus. L'animal est déposé au centre de I'enceinte et laissé libre de ses déplacements qui sont
suivis avec une caméra placée au dessus de I'enceinte. Les paramétres mesurés sont alors la distance
parcourue et le temps passé en périphérie (dans une zone délimitée a 5cm des bords de I'enceinte) et au
centre (le reste de la surface). Durée du test 20 minutes. Ce test n’est pas douloureux pour les souris.

- Zero maze (sévérité légére) : enceinte circulaire (diamétre 1m) surélevée (80 cm au dessus du sol), composée
en alternance de deux segments ouverts sans protection et de deux segments protégés par des parois (hauteur
33 cm). La souris est déposée téte face a un segment fermé. Les paramétres mesurés sont le temps passé
dans les segments fermés vs ouverts et le nombre d'entrées dans ces deux segments. Ce test n’est pas
douloureux pour les souris. Durée du test 20 minutes. Ce test n’est pas douloureux pour les souris.

- Dark-light zone (sévérité lIégere) : enceinte rectangulaire dont la moitié est un espace fermé a l'aide d'un
couvercle opaque (zone obscure) et I'autre moitié est un espace ouvert sur le dessus et éclairé (zone claire).
Les deux compartiments sont reliés par une ouverture laissant passer la souris a sa guise. La souris libre de
ses mouvements se déplace entre les deux zones obscure et claire. La souris est déposée au début de
I'expérience dans I'enceinte fermée et les parameétres mesurés sont le temps passé en zone claire vs obscure
et le nombre d'entrées dans la zone claire. Durée du test 30 minutes. Ce test n’est pas douloureux pour les
souris.

A l'issue de la procédure, les souris sont anesthésiées par inhalation d'isofluorane afin d’effectuer une ponction
rétro-orbitale du sang puis sacrifiées par dislocation cervicale et décapitation. Les différents tissus et organes
sont immédiatement prélevés pour analyse et dosages de marqueurs biologiques.

Pour certaines études post mortem, il nous est indispensable de réaliser une procédure sous anesthésie sans
réveil entrainant la mort de I'animal afin de perfuser les tissus avec du fixateur (formaldéhyde a 4% dans un
tampon phosphate 150 mM, pH 7,4) pour les organes a prélever pour analyse histologique. Pour assurer une
perfusion optimale du fixateur compatible avec nos techniques de marquage, celle-ci doit étre réalisée sous
anesthésie. Cette méthode entraine de facto la mort de I'animal au cours de la procédure. Les animaux seront
profondément anesthésiés avec un mélange de kétamine (100mg/kg) - xylasine (20mg/ml) (aiguille 26G, 16
mm, 100 pl). La kétamine a une action antalgique. Avant toute intervention, la profondeur de I'anesthésie sera
mesurée par l'absence de réaction de I'animal au pincement de la membrane interdigitale. L'opération consiste
en une ouverture de la cage thoracique pour accéder au cceur afin d'y insérer une canule de perfusion (aiguille
18G rodée) dans le ventricule gauche. Le systéme vasculaire est "ouvert" par insertion de l'aiguille aux bords
rodés dans l'oreillette droite. Les souris sont ensuite perfusées avec du tampon phosphate (150 mM, jusqu'a
élimination du sang) puis avec une solution de formaldéhyde (4%) dans du tampon phosphate jusqu'a observer
la rigidité des tissus. La mort de I'animal survient au cours cette procédure.
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Indiquez le nombre de lots et le nombre d'animaux par lot, et les justifier

Groupes expérimentaux :

Les expériences sont réalisées avec 2 concentrations de PS (20 et 200 mg/L) et 2 concentrations de DEHP (0,2
et 2 g/L). Un groupe témoin est inclus pour chaque groupe de tests. Les expériences sont réalisées sur les
deux sexes. Les expériences sont réalisées en dupliquas.

Pour évaluer le nombre d'animaux utilisés, nous avons utilisé le programme GPower 3.1 :
F-tests,

ANOVA 2 way : Fixed effects, special, main effects and interactions.

Effects size (medium) : 0.25

alpha en prob : 0.05

Power (1-beta en prob) : 0.8

Pour réduire le nombre d’animaux utilisés, étant donné la sévérité légére des tests de comportements utilisés
et pour suivre I'évolution longitudinale des effets de I'exposition aux particules de nanoplastique PS et phtalate,
les tests seront réalisés a 8, 12 et 16 semaines d’exposition aux nanoplastiques de PS et phtalates sur les
animaux.

Les jeunes souris (moins de 4 semaines) seront exposées a travers le lait maternel. Les méres sont exposées
par gavage. Les portées sont estimées en moyenne a 6 naissances, equilibrées entre males et femelles. Une
perte de 20% des souris est estimée aprés la naissance, 5 souris par portées seront donc disponibles pour la
procédure. 40 femelles gestantes seront nécessaires pour produire 200 souris de cette procédure (calcul
présenté ci-dessous). Si les portées s’averent étre plus nombreuses, nous réduirons le nombre de portées.
Chaque groupe de tests inclus : n = 10 souris x 5 conditions (2 concentrations de PS x 2 concentrations de
DEHP + 1 groupe témoin) x 2 réplicas x méles et femelles (= 20 groupes) ; Nb de souris par groupe = 200

N total = 240

Pour les analyses des tissus apres la perfusion intracardiaque, nous évaluons les besoins de I'étude a 3
animaux par condition expérimentale pour les males et les femelles. Nous pourrons utiliser au maximum 30
souris (Comme présenté ci-dessus : 3 souris par condition x 5 conditions = 15 souris males et 15 souris
femelles).

Indiquez pour chaque espece les points limites adaptés, suffisamment prédictifs et précoces pour permettre de limiter la douleur a
son minimum, sans remettre en cause les résultats du projet :
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Des critéres d’évaluation sont présentés en Annexe 1. Les souris dont le score est supérieur a 10 sont
sacrifiées par dislocation cervicale. Les femelles gestantes sont pesées a l'arrivée dans I'animalerie. Pendant la
gestation et la période de lactation, elles sont suivies selon la grille en Annexe 1. Les souris qui perdent du
poids et présente des changements d’apparence ou de comportement sont sacrifiées.

Pour la mise-bas, les souris présentant une dystocie, correspondant a un retard de mise bas de 2 jours sur la
date estimée et un changement de comportement ou une rétention foetale évidente a la palpation abdominale,
sont sacrifiées par dislocation cervicale.

Pendant la période de pré-sevrage, le reflexe de retournement est évalué au jour 7. Les souris incapables de se
retourner a 10 j sont sacrifiées par dislocation cervicale. Les souris sont pesées 1 fois par semaine. Les souris
dont le poids est 20% inférieur au groupe témoins sont suivies pendant 96h et sacrifiées par dislocation
cervicale en absence de prise de poids. En absence d’ouverture des paupiéres (attendue a 11j) a 15 jours, les
souris sont sacrifiées. Les souris qui présentent des plaies sont pesées et suivies pendant 96h et sacrifiées en
absence d’amélioration des plaies et d’'une prise de poids.

Les animaux sont surveillés pendant le test de comportement qui est interrompu si un comportement
inapproprié ou dangereux est observé (échappement, automutilation). L'état général est évalué 24h et 48h
apres le test (isolé, inactif, pelage sale, blessures). La souris est isolée et nourrie sous forme de gel si son état
est dégradé. Sans amélioration aprés 24h, elle est sacrifiée. En cas de blessures, la souris est isolée et nous
appliquerons de la Vétédine jusqu'a guérison. Sans amélioration apres une semaine, elle est sacrifiée. Si
plusieurs animaux sont blessés, I'animal agresseur est isolé et les blessures soignées a la Vétidine.

Indiquez le cas échéant le prélevement, ainsi que la fréquence et le(s) volume(s) prélevés

Le prélevement rétro-orbitaire a I'aide d'une pipette en verre (diamétre capillaire 0,2 mm) est effectué sous
anesthésie avec un mélange Kétamine/Xylazine (0.75ml kétamine, 0.25ml xylazine, qsp 5ml NaCl 0.9%) ou par
isoflurane 2,5 % juste avant la mise a mort pour les prélevements de tissus. Le volume de sang prélevé est de
0,5 a 1 ml. Les souris sont immédiatement sacrifiées aprés le prélévement.

Indiquez le cas échéant les méthodes pour réduire ou supprimer la douleur, la souffrance et I'angoisse (liste des médications -
anesthésiques, analgésiques, anti-inflammatoires...en précisant les doses, voies, durées et frequences d’administration), y
compris le raffinement des conditions d’hébergement, d’élevage et de soins :
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Les animaux seront réceptionnés a I'animalerie au moins deux semaines avant le début des expériences afin
de respecter un délai de repos et d’adaptation au lieu de résidence et au cycle inversé. Le délai d'acclimatation
au cycle inversé est de deux semaines pour nos expériences. Les souris sont pesées 2 fois par semaine et la
prise alimentaire et hydrique vérifiées. L’évolution du poids des souris est un indicateur de la bonne santé des
souris.

L’exposition au PS et DEHP ne devrait pas induire de douleur, ou Iégére. En effet, la toxicité aigue de ces
composeées est trés faible et les DL sont trés supérieures aux doses utilisées. Cependant, si des animaux
apparaissaient blessés, suite a des bagarres, ou prostrés et moribonds, ils seraient alors sacrifiés par
dislocation cervicale.

Pour le bien-étre des animaux, afin de limiter le stress, les animaux sont habitués dés leur réception a étre
manipulés avec des prises alimentaires et des prises de poids 2 fois par semaine. Les animaux seront
hébergés a raison de 5 souris par cage. Toutes les cages sont enrichies avec 2 igloos, des tablettes de bois et
du coton.

Indiquez le cas échéant les dispositions prises en vue de réduire, d'éviter et d’atténuer toute forme de souffrance des animaux de
la naissance a la mort :

Les expérimentateurs évalueront I'état général des souris quotidiennement afin de déterminer la présence ou
non de signes de stress ou de souffrance (attitude soumise, dos voité, respiration difficile, extrémités pales,
démarche anormale, diarrhée, vocalises...). En cas de stress ou de souffrance, les animaux seront soignés
selon la sévérité de la douleur observée et en cas ou les signes de souffrance persisteraient au-dela de 72h, les
animaux souffrants seront sacrifiés par dislocation cervicale.

A la fin de chaque expérience, les animaux seront anesthésiés par isoflurane 2,5 % afin de réaliser un
prélévement sanguin rétro-orbitaire puis sacrifiés par dislocation cervicale afin de prélever les tissus.

Pour les animaux utilisés pour la perfusion intracardiaque, la procédure est réalisée sous anesthésie générale
(Kétamine 100mg/kg -Xylasine 20mg/ml, 26 G 16 mm, 100 pl) sans réveil. La kétamine a une action antalgique.

Devenir des animaux a la fin de cette procédure expérimentale

Mise & mort Oui

Précisez les animaux concernés
Tous les animaux sont mis a mort a la fin de cette procédure.

4.2.4. Procédure n°4

Nom de la procédure

Etude phénotypique comportementale d’activités générales et métaboliques chez des souris exposées a des
particules de nanoplastique de polystyrene en combinaisons avec un additif plastifiant di-(2-éthylhexyle) phtalate.

Page 31






Proposition de classification de la procédure selon le degré  Classe légére
de sévérité

Description détaillée de la procédure expérimentale

Pertinence et justification de la procédure expérimentale
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Nous souhaitons réaliser des tests comportementaux pour évaluer I'activité générale et métabolique chez des
souris males et femelles en réponse a I'exposition a différentes quantités de nanoparticules de PS et DEHP
(tels que décrit précédemment pour les Procédure 1 et 2) a partir de la naissance (P0O) apres 8, 12 et 16
semaines d’exposition. Les souris sont exposées aux nanoparticules de plastiques PS et phtalates DEHP a la
naissance (P0), pendant la période de lactation, et pendant 8, 12 et 16 semaines aprés la naissance. Pendant
la période de lactation, les souris sont exposées a travers la mére. Le DEHP est présent dans le lait maternel.
Les souris femelles gestantes sont acclimatées a I'animalerie pendant deux semaines avant le début de
I'expérience (P0). Les souris sont sevrées a 4 semaines. Elles sont alors séparées en groupes de 5 souris
randomisées sur le poids dans les cages réglementaires (5 souris de sexe identique par cage de 425x266x210
mm - 1130 cm?) avec eau et nourriture a volonté. Le régime alimentaire est un régime Standard (SD - Standard
Rodent Diet A03; SAFE, Augy, France). La consommation d'eau et de nourriture est mesurée deux fois par
semaine. Les souris sont pesées individuellement deux fois par semaine. Les expériences sont réalisées en
cycle inversé 20h/8h pour respecter le cycle d’activité principalement nocturne des souris pendant les tests
comportementaux. Les litiéres sont changées toutes les semaines. Les souris sont visitées quotidiennement.
L’état général des souris est évalué suivant une grille d’évaluation présentée en Annexe 1.

Exposition aux nanoparticules de plastique PS et phtalate DEHP :

Les nanoparticules de plastique PS et phtalate DEHP sont ingérés par gavage une fois par semaine :
Nanoparticules de Polystyrene (diametre <0,1 ym) aux quantités de 20 et 200 mg/kg et phtalate de di-(2-
éthylhexyle) (DEHP) aux concentrations de 0,2 et 2 g/kg (4 conditions combinées). Taille des aiguilles de
gavage 18G. Volume 100 ul de serum physiologique. Concentrations des solutions : nanoparticules de PS a 5
mg et 50 mg dans 100 ul ; DEHP 0,5 et 5 mg dans 100 ul de sérum physiologique. Pendant la période de
lactation, 4 semaines, ce sont les méres qui sont gavées selon la méme procédure que décrite pour les souris
apres sevrage.

Cette manipulation n’est pas douloureuse car des aiguilles d’alimentation adaptées a I'age et la taille des souris
sont utilisées. Par ailleurs, il est important de considérer que la toxicité aigue du PS (DL50 évaluée supérieure 8
g/kg) et du DEHP (DL50 évaluée supérieure a 20 g/kg chez la souris) sont faibles.

Le groupe témoin est nourri avec du sérum physiologique (50 pl/souris).

Le but de |la procédure est de comparer le comportement des souris exposées de maniére chronique a
différentes quantités de nanoparticules de plastique PS et de phtalate DEHP dans des tests de motricité et
d’activité générale (test Phenotyper) et de mesure de I'activité métabolique.

Nous avons retenu deux tests de référence

- Actimétrie (sévérité Iégere). Chaque animal est placé individuellement dans une cage équipée d’'une
mangeoire et d’'un biberon. 16 souris pourront étre suivies a la fois (dans 2 armoires de 8 cages métaboliques).
L’isolement des animaux n’est donc pas total puisque les contacts olfactifs et auditifs sont maintenus. Pendant
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72 heures, des faisceaux infrarouges permettent de mesurer les activités et déplacements horizontaux et
verticaux des animaux. Les cycles jours/nuits dans les armoires sont inversés comme dans nos salles de
stabulation (12h/12h, jour a 20h). Les animaux sont visités tous les jours pour vérifier le bon déroulement de
I'expérience, la présence d’eau et de nourriture et le bon état des souris. Les quantités de nourriture et d’eau
consommeés par chaque animal sont mesurées individuellement et rapportées aux poids et mesure de I'activité
des souris.

A la fin de cette expérience, les animaux seront anesthésiés par isoflurane 2,5 % afin de réaliser un
prélevement sanguin rétro-orbitaire puis sacrifiés par dislocation cervicale afin de prélever les tissus

pour des études de profils inflammatoires, par PCR et ELISA, et analyses histologiques.

- Phenotyper (sévérité légere) Le Phenotyper est un systéme de mesures quantitatives du comportement des
souris laissées libres de leurs mouvements dans un environnement contrélé formé de cages en plexyglas
opaques (30 x 30x 30 cm). Les animaux sont isolés pendant 48h dans chaque boxe (10 boxes sont disponibles
au laboratoire pour des mesures en paralléle). L'isolement des animaux n’est donc pas total puisque les
contacts olfactifs et auditifs sont maintenus. lls ont accés a la nourriture et I'eau a volonté. Tous les boxes
d’observation sont enrichis avec 2 igloos, des tablettes de bois et du coton identiques aux cages de stabulation.
Les cycles jours/nuits dans les boxes sont inversés comme dans nos salles de stabulation (12h/12h, jour a
20h). Les animaux sont visités tous les jours pour vérifier le bon déroulement de I'expérience, la présence d’eau
et de nourriture et le bon état général des souris. Les avantages du test en cage Phenotyper sont une
manipulation minimale, un enregistrement a long terme et des analyses automatisées utiles pour les tests
comportementaux et toxicologiques. Les parametres locomoteurs détectés et analysés automatiquement
lorsque les animaux sont dans la cage comprennent : la vitesse, la distance parcourue, le comportement
exploratoire, le comportement d’enfouissement, la toilette, la fréquence des visites et le temps passé a explorer
une zone particuliére (igloos). Le Phenotyper est un outil utile pour le phénotypage de modéles d'animaux
exposés a des composés chimiques (PS et DEHP) pour leurs effets sur le comportement global.

A lissue de la procédure, les souris sont anesthésiées par inhalation d'isofluorane afin d’effectuer une ponction
rétro-orbitale du sang puis sacrifiées par dislocation cervicale et décapitation. Les différents tissus et organes
seront immeédiatement prélevés pour analyse et dosages de marqueurs biologiques (PCR, ELISA...).

Pour certaines études post mortem, il nous est indispensable de réaliser une procédure sous anesthésie sans
réveil entrainant la mort de I'animal afin de perfuser les tissus avec du fixateur (formaldéhyde a 4% dans un
tampon phosphate 150 mM, pH 7,4) pour les organes a prélever pour analyse histologique. Pour assurer une
perfusion optimale du fixateur compatible avec nos techniques de marquage, celle-ci doit étre réalisée sous
anesthésie. Cette méthode entraine de facto la mort de I'animal au cours de la procédure. Les animaux seront
profondément anesthésiés avec un mélange de kétamine (100mg/kg) - xylasine (20mg/ml) (aiguille 26G, 16
mm, 100 ul). La kétamine a une action antalgique. Avant toute intervention, la profondeur de I'anesthésie sera
mesurée par I'absence de réaction de I'animal au pincement de la membrane interdigitale. L'opération consiste
en une ouverture de la cage thoracique pour accéder au cceur afin d'y insérer une canule de perfusion (aiguille
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18G rodée) dans le ventricule gauche. Le systéme vasculaire est "ouvert" par insertion de l'aiguille aux bords
rodés dans l'oreillette droite. Les souris sont ensuite perfusées avec du tampon phosphate (150 mM, jusqu'a
élimination du sang) puis avec une solution de formaldéhyde (4%) dans du tampon phosphate jusqu'a observer
la rigidité des tissus. La mort de I'animal survient au cours cette procédure.

Indiquez le nombre de lots et le nombre d'animaux par lot, et les justifier

Groupes expérimentaux :

Les expériences sont réalisées avec 2 concentrations de PS (20 et 200 mg/L) et 2 concentrations de DEHP (0,2
et 2 g/L). Un groupe témoin est inclus pour chaque groupe de tests. Les expériences sont réalisées sur les
deux sexes. Les expériences sont réalisées en dupliquas.

Pour évaluer le nombre d'animaux utilisés, nous avons utilisé le programme GPower 3.1 :
F-tests,

ANOVA 2 way : Fixed effects, special, main effects and interactions.

Effects size (medium) : 0.25

alpha en prob : 0.05

Power (1-beta en prob) : 0.8

Pour réduire le nombre d’animaux utilisés, étant donné la sévérité légére des tests, un suivit longitudinale de
I'exposition aux nanoparticules de PS et phtalate est réalisé a 8, 12 et 16 semaines d’exposition sur les groupes
d’animaux. L’actimétrie et le phenotyper sont réalisés sur plusieurs jours et doivent s’appliquer a des groupes
sépare.

Chaque groupe de tests inclus : n = 10 souris x 5 conditions (2 concentrations de PS x 2 concentrations de
DEHP + 1 groupe témoin) x 2 réplicas x méales et femelles (= 20 groupes) ; Nb de souris par groupe = 200 par
test.

Les jeunes souris (moins de 4 semaines) seront exposées a travers le lait maternel. Les méres sont exposées
par gavage. Les portées sont estimées en moyenne a 6 naissances, équilibrées entre males et femelles. Une
perte de 20% des souris est estimée aprés la naissance, 5 souris par portées seront donc disponibles pour la
procédure. 80 femelles seront nécessaires pour produire 400 souris de la procédure. Si les portées s’avérent
étre plus nombreuses, nous réduirons le nombre de portées.

N total = 480

Pour les analyses des tissus aprés la perfusion intracardiaque, nous évaluons les besoins de I'étude a 3
animaux par condition expérimentale pour les males et les femelles. Nous pourrons utiliser au maximum 60
souris (3 souris par condition x 5 conditions x 2 cohortes de souris (1 pour chaque test) = 30 males et 30
femelles).

Indiquez pour chaque espéce les points limites adaptés, suffisamment prédictifs et précoces pour permettre de limiter la douleur a
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son minimum, sans remettre en cause les résultats du projet :

Des criteres d'apparence, comportement, fonctions physiologiques sont suivis selon la grille présentée en
Annexe 1. Les souris qui présentent un score d’évaluation supérieur a 10 seront sacrifiées par dislocation
cervicale.

Les femelles gestantes sont pesées a l'arrivée dans I'animalerie. Pendant la gestation et la période de lactation,
elles sont suivies selon la grille d’évaluation en Annexe 1. Les souris souffrant d’'une perte de poids associée a
des changements d’apparence ou de comportement seront écartées de I'étude et sacrifiées par dislocation
cervicale.

Pour la mise-bas, les souris présentant une dystocie, correspondant a un retard de mise bas de 2 jours sur la
date estimée et un changement de comportement ou une rétention foetale évidente a la palpation abdominale,
seront sacrifiées par dislocation cervicale sans délai.

Pendant la période de pré-sevrage, la mobilité, la prise de poids, 'ouverture des paupiéres, le pelage seront
suivis. Le reflexe de retournement est évalué au jour 7. Les souris incapables de se retourner a 10 j seront
sacrifiées par dislocation cervicale. Les souris sont pesées 1 fois par semaine. Les souris qui présentent une
différence >20% du poids par rapport au groupe témoins seront suivies pendant 96h et seront sacrifiées par
dislocation cervicale en absence de prise de poids. L’absence d’ouverture des paupiéres (normalement
attendue a 11j) a 15 jours est un point limite au dela duquel les souris seront sacrifiées. Les souris qui
présentent des plaies seront pesées et suivies pendant 96h, et seront sacrifiées en absence d’amélioration des
plaies et d’'une prise de poids.

P1. Pour le test d’ITT, une seringue contenant du glucose est toujours a disposition et chaque souris dont la
glycémie devient inférieure a 30 microg/dl est injectée en intrapéritonéal avec 200 microl de glucose a 0,15 g/ml
et sera sortie du test.

Les tests GTT et EchoMRI ne présentent pas de risque de provoquer des douleurs particuliéres, autre que
I'injection de glucose (GTT) et anesthésique (EchoMRI).

Indiquez le cas échéant le prélevement, ainsi que la fréquence et le(s) volume(s) prélevés

Le prélevement rétro-orbitaire a I'aide d'une pipette en verre (diamétre capillaire 0,2 mm) est effectué sous
anesthésie avec un mélange Kétamine/Xylazine (0.75ml kétamine, 0.25ml xylazine, qsp 5ml NaCl 0.9%) ou par
isoflurane 2,5 % juste avant la mise a mort pour les prélevements de tissus. Le volume de sang prélevé est de
0,5 a 1 ml. Les souris sont immédiatement sacrifiées aprés le prélévement.

Indiquez le cas échéant les méthodes pour réduire ou supprimer la douleur, la souffrance et I'angoisse (liste des médications -
anesthésiques, analgésiques, anti-inflammatoires...en précisant les doses, voies, durées et fréequences d’administration), y
compris le raffinement des conditions d’hébergement, d’élevage et de soins :
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Les animaux seront réceptionnés a I'animalerie au moins deux semaines avant le début des expériences afin
de respecter un délai de repos et d’adaptation au lieu de résidence et au cycle inversé. Le délai d'acclimatation
au cycle inversé est de deux semaines pour nos expériences. Les souris sont pesées 2 fois par semaine et la
prise alimentaire et hydrique vérifiées. L’évolution du poids des souris est un indicateur de la bonne santé des
souris.

L’exposition au PS et DEHP ne devrait pas induire de douleur, ou Iégére. En effet, la toxicité aigue de ces
composeées est trés faible et les DL sont trés supérieures aux doses utilisées. Cependant, si des animaux
apparaissaient blessés, suite a des bagarres, ou prostrés et moribonds, ils seraient alors sacrifiés par
dislocation cervicale.

Pour le bien-étre des animaux, afin de limiter le stress, les animaux sont habitués dés leur réception a étre
manipulés avec des prises alimentaires et des prises de poids 2 fois par semaine. Les animaux seront
hébergés a raison de 5 souris par cage. Toutes les cages sont enrichies avec 2 igloos, des tablettes de bois et
du coton.

Dans le cadre de I'objectif de Raffinement, la longue expérience de notre groupe dans les études des
mécanismes neurobiologiques de la douleur chez I'animal nous permet de proposer des tests
comportementaux complémentaires mettant en jeu différentes modalités douloureuses cutanées (thermique,
chimique ou mécanique, aigle ou inflammatoire) avec une sévérité modérée. Dans le cadre de la prise en
compte de leur souffrance, les animaux seront habitués aux tests préalablement afin de réduire leur stress.
Nous ne pouvons néanmoins pas envisager 'emploi d’analgésique ou d’anesthésique dans nos tests de
douleur modérée qui ont pour objet d’étudier la douleur. Dans ce sens tout animal qui présenterait des signes
de paralysie, de douleur excessive permanente (vocalisations, convulsions), de comportement anormal
(prostration, apathie..) ou d‘une pathologie quelconque (plaie...) serait mis a mort sur le champ.

Indiquez le cas échéant les dispositions prises en vue de réduire, d'éviter et d’atténuer toute forme de souffrance des animaux de
la naissance a la mort :

Les expérimentateurs évalueront I'état général des souris quotidiennement, y compris pendant les expériences
d'Actimétrie et de Phenotyper, afin de déterminer la présence ou non de signes de stress ou de souffrance
(attitude soumise, dos vouté, respiration difficile, extrémités pales, démarche anormale, diarrhée, vocalises...).
En cas de stress ou de souffrance, les animaux seront soignés selon la sévérité de la douleur observée et en
cas ou les signes de souffrance persisteraient au-dela de 72h, les animaux souffrants seront sacrifiés par
dislocation cervicale.

A la fin de chaque expérience, les animaux seront anesthésiés par isoflurane 2,5 % afin de réaliser un
prélevement sanguin rétro-orbitaire puis sacrifiés par dislocation cervicale afin de prélever les tissus.

Pour les animaux utilisés pour la perfusion intracardiaque, la procédure est réalisée sous anesthésie générale
(Kétamine 100mg/kg -Xylasine 20mg/ml, 26 G 16 mm, 100 pl) sans réveil. La kétamine a une action antalgique.
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Devenir des animaux a la fin de cette procédure expérimentale

Mise a mort Oui

Précisez les animaux concernés
Tous les animaux sont mis a mort a la fin de cette procédure.

4.2.5. Procédure n°5

Nom de la procédure

Etude phénotypique comportementale d'évaluation des seuils de sensibilité sensorielle et la nociception cutanéee
chez des souris exposées a des particules de nanoplastique de polystyrene en combinaisons avec un additif
plastifiant di-(2-éthylhexyle) phtalate.

Proposmon de classification de la procédure selon le degré Classe légére
de sévérité

Description détaillée de la procédure expérimentale

Pertinence et justification de la procédure expérimentale
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Nous souhaitons réaliser des tests comportementaux chez des souris males et femelles en réponse a
I'exposition a différentes quantités de nanoparticules de PS et DEHP (tels que décrit précédemment pour les
Procédure 1 et 2) a partir de la naissance (P0O) apres 8, 12 et 16 semaines d’exposition. Les souris sont
exposées aux nanoparticules de plastiques PS et phtalates DEHP a la naissance (P0), pendant la période de
lactation, et pendant 8, 12 et 16 semaines aprés la naissance. Pendant la période de lactation, les souris sont
exposées a travers la mére. Le DEHP est présent dans le lait maternel. Les souris femelles gestantes sont
acclimatées a I'animalerie pendant deux semaines avant le début de I'expérience (P0). Les souris sont sevrées
a 4 semaines. Elles sont alors séparées en groupes de 5 souris randomisées sur le poids dans les cages
réglementaires (5 souris de sexe identique par cage de 425x266x210 mm - 1130 cm?) avec eau et nourriture a
volonté. Le régime alimentaire est un régime Standard (SD - Standard Rodent Diet A03; SAFE, Augy, France).
La consommation d'eau et de nourriture est mesurée deux fois par semaine. Les souris sont pesées
individuellement deux fois par semaine. Les expériences sont réalisées en cycle inversé 20h/8h pour respecter
le cycle d’activité principalement nocturne des souris pendant les tests comportementaux. Les litieres sont
changées toutes les semaines. Les souris sont visitées quotidiennement. L’état général des souris est évalué
suivant une grille d’évaluation présentée en Annexe 1.

Exposition aux nanoparticules de plastique PS et phtalate DEHP :

Les nanoparticules de plastique PS et phtalate DEHP sont ingérés par gavage une fois par semaine :
Nanoparticules de Polystyrene (diametre <0,1 ym) aux quantités de 20 et 200 mg/kg et phtalate de di-(2-
éthylhexyle) (DEHP) aux concentrations de 0,2 et 2 g/kg (4 conditions combinées). Taille des aiguilles de
gavage 18G. Volume 100 ul de serum physiologique. Concentrations des solutions : nanoparticules de PS a 5
mg et 50 mg dans 100 ul ; DEHP 0,5 et 5 mg dans 100 ul de sérum physiologique. Pendant la période de
lactation, 4 semaines, ce sont les méres qui sont gavées selon la méme procédure que décrite pour les souris
apres sevrage.

Cette manipulation n’est pas douloureuse car des aiguilles d’alimentation adaptées a I'age et la taille des souris
sont utilisées. Par ailleurs, il est important de considérer que la toxicité aigue du PS (DL50 évaluée supérieure 8
g/kg) et du DEHP (DL50 évaluée supérieure a 20 g/kg chez la souris) sont faibles.

Le groupe témoin est nourri avec du sérum physiologique (50 pl/souris).

La sensibilité sensorielle et douloureuse des animaux sera testée pour diverses modalités (mécanique et
thermique). Des tests de références sont réalisés pour I'étude des seuils de sensibilité sensorielle et nociceptive
des souris. lls sont non invasifs et pourront étre enchainés avec deux jours d’intervalle minimum, avant
habituation, pour permettre aux souris de récupérer.

Test de von Frey electronique (sévérité légére) — évaluation du seuil de sensibilité nociceptive cutanée aigue
meécanique:
Les souris sont libres de leurs mouvements dans des boxes en plexiglass (10x10x20) avec un plancher
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grillagé. Les souris sont habituées a ce nouvel environnement pendant 30 minutes. La sensibilité mécanique
cutanée est mesurée sur la patte arriére grace a un appareil de von Frey dynamique (Aesthesiométre plantaire
dynamique, Ugo Basile) qui consiste a appliquer une rampe automatique de pression croissante sur la paume
de la patte arriere avec un filament flexible et a mesurer la pression (en grammes) induisant le retrait de la patte
par la souris. Ce retrait volontaire traduit un seuil de sensibilité mécanique désagréable a la douleur. Ces
mesures sont peu douloureuses puisqu’elles consistent en la mesure d’'un seuil avec possibilité
d’échappement. La reproductibilité des mesures, réalisées deux fois sur chacune des pattes arriéres, indique
clairement 'absence de blessure et de douleur soutenue. Les souris sont habituées a ce test la veille.

Test de von Frey filament manuel (sévérité légére) - évaluation du seuil de sensibilité nociceptive cutanée aigue
mécanique:

Les souris sont libres de leurs mouvements dans des boxes en plexiglass (10x10x20) avec un plancher
grillagé. La sensibilité mécanique cutanée est mesurée sur la paume de la patte arriére grace a un panel de
filaments flexibles de von Frey de résistances croissantes qui induisent le retrait de la patte par la souris. Le
retrait traduit ainsi une perception mécanique désagréable. Les mesures sont répétées 5 fois sur chacune des
pattes arrieres de maniéere a établir un score de sensibilité. Lorsqu’un filament de force donnée provoque des
réponses systématiques, les filaments de forces supérieurs ne sont pas utilisés. La valeur maximale de filament
utilisée est de 2 grammes. Ces mesures sont peu douloureuses puisqu’elles consistent en la mesure d’un seuil
avec possibilité d’échappement. Les souris sont habituées a ce test la veille.

Test de Tail-flick (sévérité légére) — seuil de douleur thermique cutanée aigue :

Il s’agit d’'un test standard d’évaluation de la sensibilité thermique aigue qui consiste en la mesure d’un seuil de
sensation désagréable de la douleur avec possibilité d’échappement. Chaque souris est saisie dans un linge
(obscurité), et sa queue est trempée dans de lI'eau a 46°C jusqu’a ce que par reflexe sensoriel, la souris retire
sa queue de I'eau (tail-flick). La latence (en secondes) de retrait de la queue constitue la valeur expérimentale
mesurée. Si la souris ne retire pas sa queue au bout de 30 secondes (valeur de cut-off), le test est interrompu.
Cette réponse est un reflexe spinal n'impliquant pas les centres supra-spinaux et n’est pas considérées comme
une douleur mais une mesure du seuil de sensibilité thermique des souris. Les souris sont habituées a ce test
la veille.

Dans le test du tail-flick, I‘animal échappe lui-méme a la douleur en retirant sa queue de I'eau chaude. La
latence de retrait traduit un seuil de sensibilité désagréable et non une douleur soutenue. De plus, ce test
prévoit une valeur de cut-off de 30 secondes. Ainsi, la queue de I‘animal n‘est jamais maintenue plus de 30
secondes dans l‘eau a 46°C. Cette exposition n‘entraine aucune brulure ni |ésion tissulaire, ce qui est demontré
par la mesure d‘un niveau de base stable et par I'obtention de mesures répétées et reproductibles.

Test de Hargreaves (sévérité légere) - seuil de douleur cutanée aigue thermique :
L’utilisation du test de Hargreaves présente I'intérét de ne pas imposer de contention a la souris contrairement

Page 40





au test du tail-flick. Techniquement, il présente aussi les avantages de pouvoir mesurer 12 souris
simultanément tout en comparant facilement la sensibilité de chaque patte arriere. Comme le test du tail-flick, le
test de Hargreaves permet de mesurer la sensibilité thermique cutanée. Les souris sont également habituées a
ce test deux jours avant 'expérience. Les souris sont libres de leurs mouvements dans des boxes en plexiglass
(10x10x20) avec un plancher vitré transparent. Aprés une acclimatation de 30 min, la sensibilité thermique
cutanée est mesurée sur la plante des pattes arriéres grace a un boitier électronique émettant un faisceau
lumineux infrarouge en direction de la patte qui induit une augmentation de température cutanée ponctuelle. La
latence de retrait de la patte est mesurée lorsque la souris éloigne sa patte du faisceau infrarouge. Cette
mesure est utilisée comme seuil de sensation désagréable a la chaleur. La stimulation est appliquée au
maximum 30 secondes (valeur de cut-off) et 4 mesures sont réalisées sur chaque patte arriére avant d’étre
moyennées. Les mesures sont peu douloureuses puisqu’elles consistent en la mesure d’un seuil avec
possibilité d’échappement. Cette exposition n‘entraine aucune brulure ni I€sion tissulaire, ce qui est demontré
par la mesure d‘un niveau de base stable et par I'obtention de mesures répétées et reproductibles.

A l'issue de la procédure, les souris sont anesthésiées par inhalation d'isofluorane afin d’effectuer une ponction
rétro-orbitale du sang puis sacrifiées par dislocation cervicale et décapitation. Les différents tissus et organes
seront immédiatement prélevés pour analyse et dosages de marqueurs biologiques (PCR, ELISA...).

Pour certaines études post mortem, il nous est indispensable de réaliser une procédure sous anesthésie sans
réveil entrainant la mort de I'animal afin de perfuser les tissus avec du fixateur (formaldéhyde a 4% dans un
tampon phosphate 150 mM, pH 7,4) pour les organes a prélever pour analyse histologique. Pour assurer une
perfusion optimale du fixateur compatible avec nos techniques de marquage, celle-ci doit étre réalisée sous
anesthésie. Cette méthode entraine de facto la mort de I'animal au cours de la procédure. Les animaux seront
profondément anesthésiés avec un mélange de kétamine (100mg/kg) - xylasine (20mg/ml) (aiguille 26G, 16
mm, 100 pl). La kétamine a une action antalgique. Avant toute intervention, la profondeur de I'anesthésie sera
mesurée par I'absence de réaction de I'animal au pincement de la membrane interdigitale. L'opération consiste
en une ouverture de la cage thoracique pour accéder au cceur afin d'y insérer une canule de perfusion (aiguille
18G rodée) dans le ventricule gauche. Le systéme vasculaire est "ouvert" par insertion de l'aiguille aux bords
rodés dans l'oreillette droite. Les souris sont ensuite perfusées avec du tampon phosphate (150 mM, jusqu'a
élimination du sang) puis avec une solution de formaldéhyde (4%) dans du tampon phosphate jusqu'a observer
la rigidité des tissus. La mort de I'animal survient au cours cette procédure.

Indiquez le nombre de lots et le nombre d'animaux par lot, et les justifier
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Groupes expérimentaux :

Les expériences sont réalisées avec 2 concentrations de PS (20 et 200 mg/L) et 2 concentrations de DEHP (0,2
et 2 g/L). Un groupe témoin est inclus pour chaque groupe de tests. Les expériences sont réalisées sur les
deux sexes. Les expériences sont réalisées en dupliquas.

Pour évaluer le nombre d'animaux utilisés, nous avons utilisé le programme GPower 3.1 :
F-tests,

ANOVA 2 way : Fixed effects, special, main effects and interactions.

Effects size (medium) : 0.25

alpha en prob : 0.05

Power (1-beta en prob) : 0.8

Pour réduire le nombre d’animaux utilisés, étant donné la sévérité légere des tests comportementaux utilisés,
qui évaluent les seuils de sensibilité des souris par le délai pour comportement d’échappement aux stimuli, et
pour suivre I'évolution longitudinale des effets de I'exposition aux particules de nanoplastique PS et phtalate, les
tests seront réalisés a 8, 12 et 16 semaines d’exposition aux nanoplastiques de PS et phtalates sur les mémes
groupes d’animaux.

Chaque groupe de tests inclus : n = 10 souris x 5 conditions (2 concentrations de PS x 2 concentrations de
DEHP + 1 groupe témoin) x 2 réplicas x méales et femelles (= 20 groupes) ; Nb de souris par groupe = 200

Les souris de moins de 4 semaines seront exposées a travers le lait maternel. Les méres sont exposées par
gavage. Les portées sont estimées en moyenne a 6 naissances, équilibrées entre méles et femelles. Une perte
de 20% des souris est estimée apres la naissance, 5 souris par portées seront donc disponibles pour la
procédure. 40 femelles gestantes seront nécessaires pour produire 200 souris de cette procédure. Si les
portées s’averent étre plus nombreuses, nous réduirons le nombre de portées.

N total = 240

Pour les analyses des tissus aprés la perfusion intracardiaque, nous évaluons les besoins de I'étude a 3
animaux par condition expérimentale pour les males et les femelles. Nous pourrons utiliser au maximum 30
souris (3 souris par condition x 5 conditions = 15 méles et 15 femelles).

Indiquez pour chaque espece les points limites adaptés, suffisamment prédictifs et précoces pour permettre de limiter la douleur a
son minimum, sans remettre en cause les résultats du projet :
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Des critéres d’évaluation sont présentés en Annexe 1. Les souris dont le score est supérieur a 10 sont
sacrifiées par dislocation cervicale. Les femelles gestantes sont pesées a l'arrivée dans I'animalerie. Pendant la
gestation et la période de lactation, elles sont suivies selon la grille en Annexe 1. Les souris qui perdent du
poids et présente des changements d’apparence ou de comportement sont sacrifiées.

Pour la mise-bas, les souris présentant une dystocie, correspondant a un retard de mise bas de 2 jours sur la
date estimée et un changement de comportement ou une rétention foetale évidente a la palpation abdominale,
sont sacrifiées par dislocation cervicale.

Pendant la période de pré-sevrage, le reflexe de retournement est évalué au jour 7. Les souris incapables de se
retourner a 10 j sont sacrifiées par dislocation cervicale. Les souris sont pesées 1 fois par semaine. Les souris
dont le poids est 20% inférieur au groupe témoins sont suivies pendant 96h et sacrifiées par dislocation
cervicale en absence de prise de poids. En absence d’ouverture des paupiéres (attendue a 11j) a 15 jours, les
souris sont sacrifiées. Les souris qui présentent des plaies sont pesées et suivies pendant 96h et sacrifiées en
absence d’amélioration des plaies et d’'une prise de poids.

Pendant les tests de comportement, les animaux sont libres de leurs mouvements et libres d’échapper a la
stimulation car la mesure est la latence de réponse de I'animale. Un cut-off de 30 sec est utilisé pour la mesure
de sensibilité thermique, assez court pour ne pas provoquer de brulures ou lésions des tissus, toutefois,
suffisamment long pour permettre la mesure significative de la sensibilité des animaux. Les animaux sont
surveillés pendant le test qui est interrompu par tout comportement jugé inapproprié ou dangereux pour I'animal
(tentative d’échappement, automutilation). Le seuil de sensibilité a la douleur étant le phénoméne que nous
mesurons, aucun analgésique ni anesthésique ne peut donc étre employé.

Indiquez le cas échéant le prélevement, ainsi que la fréquence et le(s) volume(s) prélevés

Le prélévement rétro-orbitaire a I'aide d'une pipette en verre (diamétre capillaire 0,2 mm) est effectué sous
anesthésie avec un mélange Kétamine/Xylazine (0.75ml kétamine, 0.25ml xylazine, gsp 5ml NaCl 0.9%) ou par
isoflurane 2,5 % juste avant la mise a mort pour les prélévements de tissus. Le volume de sang prélevé est de
0,5 a 1 ml. Les souris sont immédiatement sacrifiées apres le prélevement.

Indiquez le cas échéant les méthodes pour réduire ou supprimer la douleur, la souffrance et I'angoisse (liste des meédications -
anesthesiques, analgésiques, anti-inflammatoires...en précisant les doses, voies, durées et fréquences d’administration), y
compris le raffinement des conditions d’hébergement, d’élevage et de soins :
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Les animaux seront réceptionnés a I'animalerie au moins deux semaines avant le début des expériences afin
de respecter un délai de repos et d’adaptation au lieu de résidence et au cycle inversé. Le délai d'acclimatation
au cycle inversé est de deux semaines pour nos expériences. Les souris sont pesées 2 fois par semaine et la
prise alimentaire et hydrique vérifiées. L’évolution du poids des souris est un indicateur de la bonne santé des
souris.

L’exposition au PS et DEHP ne devrait pas induire de douleur, ou Iégére. En effet, la toxicité aigue de ces
composeées est trés faible et les DL sont trés supérieures aux doses utilisées. Cependant, si des animaux
apparaissaient blessés, suite a des bagarres, ou prostrés et moribonds, ils seraient alors sacrifiés par
dislocation cervicale.

Pour le bien-étre des animaux, afin de limiter le stress, les animaux sont habitués dés leur réception a étre
manipulés avec des prises alimentaires et des prises de poids 2 fois par semaine. Les animaux seront
hébergés a raison de 5 souris par cage. Toutes les cages sont enrichies avec 2 igloos, des tablettes de bois et
du coton.

Dans le cadre de I'objectif de Raffinement, la longue expérience de notre groupe dans les études des
mécanismes neurobiologiques de la douleur chez I'animal nous permet de proposer des tests
comportementaux complémentaires mettant en jeu différentes modalités douloureuses cutanées (thermique,
chimique ou mécanique, aigle ou inflammatoire) avec une sévérité modérée. Dans le cadre de la prise en
compte de leur souffrance, les animaux seront habitués aux tests préalablement afin de réduire leur stress.
Nous ne pouvons néanmoins pas envisager 'emploi d’analgésique ou d’anesthésique dans nos tests de
douleur modérée qui ont pour objet d’étudier la douleur. Dans ce sens tout animal qui présenterait des signes
de paralysie, de douleur excessive permanente (vocalisations, convulsions), de comportement anormal
(prostration, apathie..) ou d‘une pathologie quelconque (plaie...) serait mis a mort sur le champ.

Indiquez le cas échéant les dispositions prises en vue de réduire, d'éviter et d’atténuer toute forme de souffrance des animaux de
la naissance a la mort :

Les expérimentateurs évalueront I'état général des souris quotidiennement afin de déterminer la présence ou
non de signes de stress ou de souffrance (attitude soumise, dos voité, respiration difficile, extrémités pales,
démarche anormale, diarrhée, vocalises...). En cas de stress ou de souffrance, les animaux seront soignés
selon la sévérité de la douleur observée et en cas ou les signes de souffrance persisteraient au-dela de 72h, les
animaux souffrants seront sacrifiés par dislocation cervicale.

A la fin de chaque expérience, les animaux seront anesthésiés par isoflurane 2,5 % afin de réaliser un
prélévement sanguin rétro-orbitaire puis sacrifiés par dislocation cervicale afin de prélever les organes d'intérét.
Pour les animaux utilisés pour la perfusion intracardiaque, la procédure est réalisée sous anesthésie générale
(Kétamine 100mg/kg -Xylasine 20mg/ml, 26 G 16 mm, 100 pl) sans réveil. La kétamine a une action antalgique.

Devenir des animaux a la fin de cette procédure expérimentale

Mise & mort Oui
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Précisez les animaux concernés
Tous les animaux sont mis a mort a la fin de cette procédure.

4.2.6. Procédure n°6

Nom de la procédure

Etude phénotypique comportementale d'évaluation de la sensibilité sensorielle et la nociception cutanée chez des
souris exposées a des particules de nanoplastique de polystyrene en combinaisons avec un additif plastifiant di-
(2-éthylhexyle) phtalate en condition d’inflammation cutanée.

Proposition de classification de la procédure selon le degré Classe modérée
de sévérité

Description détaillée de la procédure expérimentale

Pertinence et justification de la procédure expérimentale
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Nous souhaitons réaliser des tests comportementaux pour évaluer I'impact de I'exposition a différentes
quantités de nanoparticules de PS et DEHP (tels que décrit précédemment pour les Procédure 1 et 2) a partir
de la naissance (P0) apres 8, 12 et 16 semaines d’exposition sur les seuils de sensibilités mécaniques et
thermiques cutanés en condition inflammatoire cutanée, chez des souris males et femelles. Les souris sont
exposées aux nanoparticules de plastiques PS et phtalates DEHP a la naissance (P0), pendant la période de
lactation, et pendant 8, 12 et 16 semaines aprés la naissance. Pendant la période de lactation, les souris sont
exposées a travers la mére. Le DEHP est présent dans le lait maternel. Les souris femelles gestantes sont
acclimatées a I'animalerie pendant deux semaines avant le début de I'expérience (P0). Les souris sont sevrées
a 4 semaines. Elles sont alors séparées en groupes de 5 souris randomisées sur le poids dans les cages
réglementaires (5 souris de sexe identique par cage de 425x266x210 mm - 1130 cm?) avec eau et nourriture a
volonté. Le régime alimentaire est un régime Standard (SD - Standard Rodent Diet A03; SAFE, Augy, France).
La consommation d'eau et de nourriture est mesurée deux fois par semaine. Les souris sont pesées
individuellement deux fois par semaine. Les expériences sont réalisées en cycle inversé 20h/8h pour respecter
le cycle d’activité principalement nocturne des souris pendant les tests comportementaux. Les litieres sont
changées toutes les semaines. Les souris sont visitées quotidiennement. L’état général des souris est évalué
suivant une grille d’évaluation présentée en Annexe 1.

Exposition aux nanoparticules de plastique PS et phtalate DEHP :

Les nanoparticules de plastique PS et phtalate DEHP sont ingérés par gavage une fois par semaine :
Nanoparticules de Polystyrene (diamétre <0,1 um) aux quantités de 20 et 200 mg/kg et phtalate de di-(2-
éthylhexyle) (DEHP) aux concentrations de 0,2 et 2 g/kg (4 conditions combinées). Taille des aiguilles de
gavage 18G. Volume 100 ul de serum physiologique. Concentrations des solutions : nanoparticules de PS a 5
mg et 50 mg dans 100 pl ; DEHP 0,5 et 5 mg dans 100 pl de sérum physiologique. Pendant la période de
lactation, 4 semaines, ce sont les meres qui sont gavées selon la méme procédure que décrite pour les souris
apres sevrage.

Cette manipulation n’est pas douloureuse car des aiguilles d’alimentation adaptées a I'adge et la taille des souris
sont utilisées. Par ailleurs, il est important de considérer que la toxicité aigue du PS (DL50 évaluée supérieure 8
g/kg) et du DEHP (DL50 évaluée supérieure a 20 g/kg chez la souris) sont faibles.

Le groupe témoin est nourri avec du sérum physiologique (50 ul/souris).

La sensibilité sensorielle et douloureuse des animaux sera testée pour diverses modalités (mécanique et
thermique). Des tests de références sont réalisés pour I'étude des seuils de sensibilité sensorielle et nociceptive
des souris. lls sont non invasifs et pourront étre enchainés avec deux jours d’intervalle minimum, avant
habituation, pour permettre aux souris de récupérer.

Hypersensibilité inflammatoire thermique carragénine (sévérité modeérée)
Aprés avoir réalisé les tests de sensibilité thermique et mécanique (Hargreaves et von Frey manuel), une
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injection intraplantaire sous-cutanée de carragénine (poudre diluée a 2% dans du sérum physiologique, 20pl,
26G 16 mm), est alors réalisée dans la patte arriere pour induire une inflammation locale. Deux heures apres,
elle se traduit classiquement chez les animaux par une sensibilité accrue a la chaleur qui est mesurée par une
diminution de la latence de retrait de la patte dans le test de Hargreaves (présenté ci-dessus), traduisant une
hypersensibilité (hyperalgésie inflammatoire). Il est a noter que I'animal ne manifeste alors aucune modification
de son comportement spontané (locomotion, toilette etc..) qui traduirait une douleur permanente intense. Une
inflammation de patte est visible (patte rouge et gonflée). Dans les tests de Hargreaves et de von Frey, I‘animal
échappe lui-méme a la douleur en retirant sa patte. La latence de retrait traduit un seuil de douleur et non une
douleur soutenue. De plus, ce test prévoit une valeur de cut-off de 30 secondes. Ainsi, la patte de I‘animal n‘est
jamais exposée plus de 30 secondes a la chaleur. Cette exposition n‘entraine aucune brulure ni |ésion
tissulaire, ce qui est demontré par la mesure d‘un niveau de base stable et par |I‘'obtention de mesures répétées
reproductibles.

A la fin de la procédure, les animaux seront anesthésiés par isoflurane 2,5 % afin de réaliser un prélévement
sanguin rétro-orbitaire puis sacrifiés par dislocation cervicale afin de prélever les tissus

pour des études de profils inflammatoires, par PCR et ELISA, et analyses histologiques.

Pour certaines études post mortem, il nous est indispensable de réaliser une procédure sous anesthésie sans
réveil entrainant la mort de I'animal afin de perfuser les tissus avec du fixateur (formaldéhyde a 4% dans un
tampon phosphate 150 mM, pH 7,4) pour les organes a prélever pour analyse histologique. Pour assurer une
perfusion optimale du fixateur compatible avec nos techniques de marquage, celle-ci doit étre réalisée sous
anesthésie. Cette méthode entraine de facto la mort de I'animal au cours de la procédure. Les animaux seront
profondément anesthésiés avec un mélange de kétamine (100mg/kg) - xylasine (20mg/ml) (aiguille 26G, 16
mm, 100 ul). La kétamine a une action antalgique. Avant toute intervention, la profondeur de I'anesthésie sera
mesurée par I'absence de réaction de I'animal au pincement de la membrane interdigitale. L'opération consiste
en une ouverture de la cage thoracique pour accéder au cceur afin d'y insérer une canule de perfusion (aiguille
18G rodée) dans le ventricule gauche. Le systéme vasculaire est "ouvert" par insertion de l'aiguille aux bords
rodés dans l'oreillette droite. Les souris sont ensuite perfusées avec du tampon phosphate (150 mM, jusqu'a
élimination du sang) puis avec une solution de formaldéhyde (4%) dans du tampon phosphate jusqu'a observer
la rigidité des tissus. La mort de I'animal survient au cours cette procédure.

Indiquez le nombre de lots et le nombre d'animaux par lot, et les justifier
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Groupes expérimentaux :

Les expériences sont réalisées avec 2 concentrations de PS (20 et 200 mg/L) et 2 concentrations de DEHP (0,2
et 2 g/L). Un groupe témoin est inclus pour chaque groupe de tests. Les expériences sont réalisées sur les
deux sexes. Les expériences sont réalisées en dupliquas. Les tests seront réalisés sur des groupes d’animaux
apres 8, 12 et 16 semaines d’exposition aux nanoplastiques de PS et phtalates sur les mémes groupes
d’animaux.

Pour évaluer le nombre d'animaux utilisés, nous avons utilisé le programme GPower 3.1 :
F-tests,

ANOVA 2 way : Fixed effects, special, main effects and interactions.

Effects size (medium) : 0.25

alpha en prob : 0.05

Power (1-beta en prob) : 0.8

Chaque groupe de tests inclus : n = 10 souris x 5 conditions (2 concentrations de PS x 2 concentrations de
DEHP + 1 groupe témoin) x 2 réplicas x méles et femelles (= 20 groupes) ; Nb de souris par groupe = 200. 3
périodes d’exposition sont retenues (8, 12 et 16 semaines)

Les jeunes souris (moins de 4 semaines) seront exposées a travers le lait maternel. Les méres sont exposées
par gavage. Les portées sont estimées en moyenne a 6 naissances, équilibrées entre méales et femelles. Une
perte de 20% des souris est estimée aprés la naissance, 5 souris par portées seront donc disponibles en
moyenne pour la procédure. 120 femelles gestantes seront nécessaires pour produire 200 souris de cette
procédure. Si les portées s’avérent étre plus nombreuses, nous réduirons le nombre de portées.

N total = 720

Pour les analyses des tissus aprés la perfusion intracardiaque, nous évaluons les besoins de I'étude a 3
animaux par condition expérimentale pour les méles et les femelles. Nous pourrons utiliser au maximum 90
souris (Comme présenté ci-dessus : 3 souris par condition x 5 conditions x 3 périodes étudiées a 8, 12 et 16
semaines = 45 souris males et 45 souris femelles).

Indiquez pour chaque espece les points limites adaptés, suffisamment prédictifs et précoces pour permettre de limiter la douleur a
son minimum, sans remettre en cause les résultats du projet :
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Des critéres d’évaluation sont présentés en Annexe 1. Les souris dont le score est supérieur a 10 sont
sacrifiées par dislocation cervicale. Les femelles gestantes sont pesées a l'arrivée dans I'animalerie puis apres
7 jours. Pendant la gestation et la période de lactation, elles sont suivies selon la grille en Annexe 1. Les souris
qui perdent du poids et présente des changements d’apparence ou de comportement sont sacrifiées.

Pour la mise-bas, les souris présentant un retard de mise bas de 2 jours et un changement de comportement
ou une rétention feetale évidente a la palpation abdominale, sont sacrifiées par dislocation cervicale.

Sur la période de pré-sevrage, le reflexe de retournement est évalué au jour 7. Les souris incapables de se
retourner a 10 j sont sacrifiées par dislocation cervicale. Les souris sont pesées 1 fois par semaine. Celles dont
le poids est 20% inférieur au groupe témoins sont suivies pendant 96h et sacrifiées par dislocation cervicale en
absence de prise de poids. Les souris sont sacrifiées en absence d’ouverture des paupiéres a 15 jours. Les
souris qui ont des plaies sont sacrifiées en absence d’amélioration des plaies et de prise de poids aprés 96h.
L’inflammation induite par la carragénine provoque une hyperalgésie de plusieurs heures, mais qui n’induit
aucune modification notable du comportement spontané (locomotion, toilette) qui traduirait une douleur
permanente intense. Les souris qui auraient un comportement d’automutilation sont sacrifiées immédiatement.
Dans les conditions témoins, les tests ne montrent aucune modification de la sensibilité a la douleur induite par
I'injection ou le stress de la contension. Le seuil de sensibilité a la douleur étant le parametre mesuré, aucun
analgésique ni anesthésique ne peut étre employeé.

Pour les tests de comportement, les animaux sont libres d’échapper a la stimulation. Pour la stimulation
thermique, un cut-off de 30 sec est utilisé pour ne pas endommager les tissus. Les animaux sont surveillés
pendant le test qui est interrompu pour un comportement inapproprié ou dangereux (tentative d’échappement,
automutilation).

Indiquez le cas échéant le prélevement, ainsi que la fréquence et le(s) volume(s) prélevés

Le prélevement rétro-orbitaire a l'aide d'une pipette en verre (diamétre capillaire 0,2 mm) est effectué sous
anesthésie avec un mélange Kétamine/Xylazine (0.75ml kétamine, 0.25ml xylazine, qsp 5ml NaCl 0.9%) ou par
isoflurane 2,5 % juste avant la mise a mort pour les prélevements de tissus. Le volume de sang prélevé est de
0,5 a 1 ml. Les souris sont immédiatement sacrifiées apres le prélévement.

Indiquez le cas échéant les méthodes pour réduire ou supprimer la douleur, la souffrance et I'angoisse (liste des meédications -
anesthesiques, analgésiques, anti-inflammatoires...en précisant les doses, voies, durées et fréquences d’administration), y
compris le raffinement des conditions d’hébergement, d’élevage et de soins :
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Les animaux seront réceptionnés a I'animalerie au moins deux semaines avant le début des expériences afin
de respecter un délai de repos et d’adaptation au lieu de résidence et au cycle inversé. Le délai d'acclimatation
au cycle inversé est de deux semaines pour nos expériences. Les souris sont pesées 2 fois par semaine et la
prise alimentaire et hydrique vérifiées. L’évolution du poids des souris est un indicateur de la bonne santé des
souris.

L’exposition au PS et DEHP ne devrait pas induire de douleur, ou Iégére. En effet, la toxicité aigue de ces
composeées est trés faible et les DL sont trés supérieures aux doses utilisées. Cependant, si des animaux
apparaissaient blessés, suite a des bagarres, ou prostrés et moribonds, ils seraient alors sacrifiés par
dislocation cervicale.

Pour le bien-étre des animaux, afin de limiter le stress, les animaux sont habitués dés leur réception a étre
manipulés avec des prises alimentaires et des prises de poids 2 fois par semaine. Les animaux seront
hébergés a raison de 5 souris par cage. Toutes les cages sont enrichies avec 2 igloos, des tablettes de bois et
du coton.

Dans le cadre de I'objectif de Raffinement, la longue expérience de notre groupe dans les études des
mécanismes neurobiologiques de la douleur chez I'animal nous permet de proposer des tests
comportementaux complémentaires mettant en jeu différentes modalités douloureuses cutanées (thermique,
chimique ou mécanique, aigle ou inflammatoire) avec une sévérité modérée. Dans le cadre de la prise en
compte de leur souffrance, les animaux seront habitués aux tests préalablement afin de réduire leur stress.
Nous ne pouvons néanmoins pas envisager 'emploi d’analgésique ou d’anesthésique dans nos tests de
douleur modérée qui ont pour objet d’étudier la douleur. Dans ce sens tout animal qui présenterait des signes
de paralysie, de douleur excessive permanente (vocalisations, convulsions), de comportement anormal
(prostration, apathie..) ou d‘une pathologie quelconque (plaie...) serait mis a mort sur le champ.

Indiquez le cas échéant les dispositions prises en vue de réduire, d'éviter et d’atténuer toute forme de souffrance des animaux de
la naissance a la mort :

Les expérimentateurs évalueront I'état général des souris quotidiennement afin de déterminer la présence ou
non de signes de stress ou de souffrance (attitude soumise, dos voité, respiration difficile, extrémités pales,
démarche anormale, diarrhée, vocalises...). En cas de stress ou de souffrance, les animaux seront soignés
selon la sévérité de la douleur observée et en cas ou les signes de souffrance persisteraient au-dela de 72h, les
animaux souffrants seront sacrifiés par dislocation cervicale.

A la fin de chaque expérience, les animaux seront anesthésiés par isoflurane 2,5 % afin de réaliser un
prélévement sanguin rétro-orbitaire puis sacrifiés par dislocation cervicale afin de prélever les tissus.

Pour les animaux utilisés pour la perfusion intracardiaque, la procédure est réalisée sous anesthésie générale
(Kétamine 100mg/kg -Xylasine 20mg/ml, 26 G 16 mm, 100 pl) sans réveil. La kétamine a une action antalgique.

Devenir des animaux a la fin de cette procédure expérimentale

Mise & mort Oui
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Précisez les animaux concernés
Tous les animaux sont mis a mort a la fin de cette procédure.

4.5. Dérogation a I'hébergement

De quelle procédure du projet s’agit-il ?
Procédure 4

Indiquez les raisons scientifiques a I'origine de la demande de dérogation, sa duree et, le cas echéant, les mesures compensatoires
mises en ceuvre :

Dans la Procédure 4, 2 lots différents de souris subissent un test d'Actimétrie et un test de Phenotyper de sévérité
légére.

Pour I'actimétrie, les animaux sont hébérgés dans des cages individuelles pendant 72h. Cet isolement permet de
mesurer l'activité individuelle (cycle jour et nuit) et la consommation individuelle d'eau et de nouriture de chaque
souris. Les souris ont nourriture et eau ad libitum. Elles conservent un contact visuel, auditif et olfactif avec leurs
partenaires. Les cages sont enrichies d'un igloo, de tablettes en bois et

de coton.

Le Phenotyper est un systéme de mesures quantitatives du comportement individuel des souris laissées libres de
leurs mouvements dans un environnement contrélé formé de cages en plexyglas opaques (30 x 30x 30 cm). Les
souris sont en hébergements individuels pendant 48h. Elles conservent un contact auditif et olfactif avec leurs
partenaires. Les boites sont enrichies d'un igloo opaque, de tablettes en bois et de coton.

Ces mesures doivent étre individuelles. Il n'est de fait pas possible actuellement de grouper les animaux pour
réaliser ces mesures avec les appareils diponibles a I'lPMC.

Les animaux sont visités tous les jours pour vérifier le bon déroulement de I'expérience, la présence d’eau et de
nourriture et le bon état des souris. Toute souris qui présenterait des signes de soufrances excessives, suivant la
grille d'évaluation de I'Annexe 1, sera écartée de I'étude et sacrifiée.

5. Résumé au format européen

5.1. Intitulé du projet [Repris automatiquement du champ 1.2] Impact de I'exposition aux nanoparticules de plastiques et
adjuvants phtalates sur les troubles du comportement
alimentaire et la perception sensorielle et nociception chez la
souris.

5.2. Durée du projet (en mois) [Repris automatiquement du 60
champ 1.3]
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5.3. Mots-clés

Mot-clé n°1 neurotoxicologie
Mot-clé n°2 neuroinflammation
Mot-clé n°3 nanoplastiques
Mot-clé n°4 phtalates

Mot-clé n°5 prise alimentaire

5.4. Finalités du projet. Sélectionner dans la liste proposée la ou les finalités du projet.

Finalités du projet

Finalité n°1 du projet PB3 Recherche fondamentale : Systéme nerveux [PB3]

Finalité n°2 du projet PB9 Recherche fondamentale : Organes sensoriels (peau,
yeux et oreilles) [PB9]

Finalité n°3 du projet PB10 Recherche fondamentale : Systéme
endocrinien/métabolisme [PB10]

5.5. Objectifs et bénéfices escomptés du projet

5.5.1. Décrire les objectifs du projet [Repris automatiquement du champ 3.3.2.1]
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Les matiéres plastiques sont omniprésentes dans notre environnement. Quand ils ne sont pas éliminés ou recyclés
correctement, les plastiques perdurent dans I'environnement pendant des années car ils ne sont pas
biodégradables. lls se décomposent alors en particules de micro et nanoplastiques (respectivement inférieures a 5
et 0,1 ym) qui sont des sources de pollution environnementale. Cette forme de pollution a atteint un niveau record
en Méditerranée ou la concentration de plastique y est quatre fois plus élevée que dans "l'lle de plastique" du
Pacifique Nord. La Méditerranée représente 1% des eaux marines du globe mais abrite 7% de tous les
microplastiques. Par ailleurs, les plastiques liberent des additifs plastifiants (bisphénol A, phtalates, etc.) dans
I'environnement dont les effets nocifs pour les animaux et les humains sont bien documentés. Les mesures récentes
réalisées pour Santé Public France montrent que ces polluants sont présents dans I'organisme de I'ensemble des
adultes et des enfants, avec des niveaux d’'imprégnation plus élevés chez les enfants. Les phtalates sont des
perturbateurs endocriniens et métaboliques, et des reprotoxiques, pour lesquels des effets néfastes sur I'asthme
chez I'enfant, I'obésité juvénile et le diabéte de type 2, les TDAH, et chez I'adulte sur I'endométriose, l'infertilité, ainsi
que sur le développement neurologique ont été documentés. Les enquétes épidémiologiques montrent une forte
incidence de neuropathologies centrales, périphériques ou autonomes, chez les professionnels exposées. Si le
diagnostique est clair, les mécanismes neurobiologiques impliqués sont inconnus. Il a été montré que les
nanoplastiques traversent la barriere hématoencéphalique et provoquent un stress oxydatif dans le systéme
nerveux. Dans ce projet, nous souhaitons mettre en évidence que I'exposition prolongée aux nano et
microplastiques et adjuvants phtalates affecte les profils inflammatoires systémiques et induit une neuroinflammation
dans les régions du systeme nerveux central impliquées dans la réponse au stress, 'anxiété et la prise alimentaire
(hypothalamus, amygdale et hippocampe), et le systéme nerveux périphérique impliqué dans la nociception et la
réponse autonome (ganglion sensoriels de la corne dorsale de la moelle épiniere et ganglions autonomes), et que
cette réponse neuroinflammatoire impacte le comportement animal en comparaison a des animaux sains non
eXposes.

5.5.2. Quels sont les bénéfices susceptibles de découler de ce projet ? [Repris automatiquement du champ 3.3.2.3]

Cette étude présente un intérét translationnelle car il est clairement démontré que I'exposition aux particules de
plastiques et aux adjuvants de phtalates, polluants environnementaux d'origine anthropique, affectent la santé
humaine. L'étude apportera des connaissances sur l'impact de ces polluants sur la santé mentale et les
comorbidités neuronales. Elle permettra de comprendre les mécanismes neurobiologiques fondamentaux
responsables des effets toxiques de ces polluants. A ce titre, les connaissances acquises sur les animaux seront
applicables pour les études sur la santé humaine et éclaireront les agences responsables de la définition des
normes environnementales et industrielles pour la santé humaine.

5.6. Nuisances prévues

5.6.1. A quels types d'interventions les animaux seront-ils soumis (par exemple, prélévements sur animaux vigiles, procédures
chirurgicales) ? Indiquer leur nombre et leur durée.
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Le métabolisme des souris est mesuré dans des cages métaboliques individuelles pendant 72heures. L’activité
spontanée des souris est mesurée dans des cages d'observation individuelles pendant 48heures. La mesure est
répétée pour 3 stades de développement apres la naissance. La répartition des masses grasses et maigres
tissulaires est mesurée sous anesthésie générale gazeuse, pendant 5 minutes. Pour les souris engagées dans
I'étude de l'anxiété, 3 tests sont réalisées d’une durée respective de 20, 20 et 30 minutes. Chaque souris subie ces
3 tests a 3 périodes de développement aprés la naissance. Pour I'étude de la sensibilité au toucher des souris, le
seuil de sensibilité mécanique cutanée est mesuré par 2 tests réalisés dans des boxes individuels en plexiglas
transparent d’'une durée totale approximative d’1h. Le seuil de la sensibilité cutanée a la température est mesuré par
des tests d’exposition a des stimulations thermiques chaudes ou froides. Les stimuli sont calibrés pour un délai
moyen de réponse de I'animal de 10 secondes. Le temps maximum d’exposition au stimulus de température est de
30 secondes. Pour certains tests, les souris subissent une période d'habituation de 4 jours. Les souris qui subissent
la perfusion intracardiaque sont sous anesthésie générale avec un anesthésique et un antalgique injectable. Elles
sont perfusées par la circulation générale avec le tampon de ringage et le fixateur pendant environs 30 min.

5.6.2. Quels sont les effets / ou effets indésirables prévus sur les animaux ? [Repris automatiguement du champ 3.3.2.4.]

Ce projet obéit a la rége des 3R. Toutefois, il est attendu que lors de I'exposition prolongée aux nanoparticules de
plastiques de polystyréne et phtalates, les animaux des groupes tests pourraient développer des troubles
métaboliques et du comportement (troubles du comportement alimentaire, perturbation du métabolisme glucidique,
stress et anxiété, hyperalgie nociceptives et inflammatoires, hyperalgies généralisées de type fibromyalgie), en
comparaison aux groupes témoins. Les effets indésirables sont évalués par des tests de comportements qui visent a
en observer I'apparition et en mesurer l'intensité : Stress-anxiété : exposition a des situations anxiogénes, a savoir,
déplacement dans un espace ouvert éclairé ou sur une surface surélevée. Hyperalgie nociceptives : mesure des
seuils de sensibilité thermique et mécanique par I'exposition a des stimuli thermiques chauds ou froids ou
mécaniques jusqu’au seuil de réponse des animaux. Hyperalgie inflammatoire : la nuisance est une réaction
inflammatoire cutanée (cedéme et chaleur) au niveau de la patte apres injection de carragénine. Métabolisme
glucidique : hypo- ou hyperglycémie transitoire provoquée par l'injection d’insuline ou de glucose.

5.7. Quelles especes est-il prévu d’utiliser? Quels sont le degré de gravité des procédures et le nombre
d’animaux prévus dans chaque catégorie de gravité (par espece) ?

Espéce et nombre estimé d'animaux par degré de gravité (selon les codes indiqués en 3.4.2)

Espece A1 Souris (Mus musculus) [A1]
Sans révell 0
Légere 2616
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Modérée 720
Sévere 0

5.8. Qu’adviendra-t-il des animaux maintenus en vie a la fin du projet ?

Espéece et nombre estimé d'animaux a réutiliser, a replacer dans leur habitat naturel ou dans un
systéme d’élevage ou a proposer a I'adoption (selon les codes indiqués en 3.4.2)

Espece A1 Souris (Mus musculus) [A1]
Réutilisés 0
Replacés 0
Adoptés 0

5.9. Justifier le sort prévu de tous les animaux a l'issue de chaque procédure

Les animaux seront mis a mort a l'issue de chaque procédure dans le but de réaliser des prélevements d'organes pour
analyses biologiques.

5.10. Application de la régle des «trois R»

1. Remplacement. [Repris automatiquement du champ 3.3.6.1]
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L'étude et la veille bibliographiques permanente de la littérature scientifique abondante sur le sujet nous permettent
de choisir les polluants dont les effets sont avérés sur les organismes pour la santé humaine et animale. En
paralléle, les études préliminaires sur des cultures cellulaires in vitro, menées dans un laboratoire du consortium
européen Horizon Europe-MSCA-Staff Exchange-2022 Psycomed (cité précédemment) et en collaboration avec les
équipes du projet PLASTICHEAL financé par I'union européen, sont réalisées pour définir le choix et les quantités
des matériaux plastiques et phtalates qui seront utilisées sur les animaux. L’étude de I'impact des polluants micro-
nanoplastiques et adjuvant phtalate sur la santé et le comportement (prise alimentaire, proprioception et
nociception), impliquant possiblement des effets pro-inflammatoires et de perturbateurs endocriniens, affecte
simultanément plusieurs organes (les organes périphériques : foie, tissus adipeux, tube digestif, pancréas, tissus
lymphoides, les glandes endocrines, la peau) et les systémes nerveux centraux et périphériques responsables des
comportements de prise alimentaire, proprioception, nociception et réponses autonomes. De plus, l'effet des
polluants dépend de leurs voies de pénétration dans l'organisme (per os ou volatil). Il est par conséquent impossible
aujourd'hui de pouvoir réaliser notre étude d'impact des polluants autrement que dans un contexte in vivo global. Le
développement des effets sur la santé psychique et neurologique (stress-anxiété, prise alimentaire, proprioception,
nociception et autonome) fait intervenir des interactions systémiques entre plusieurs organes et processus
physiologiques intégrés. Notre étude doit donc nécessairement se faire sur 'animal entier car il n'est pas
modélisable in vitro pour l'instant.

2. Réduction. [Repris automatiquement du champ 3.3.6.2]

Le nombre de souris a été réduit autant que possible, tout en étant suffisant pour I'obtention de résultats
statistiqguement exploitables (basé sur nos expériences et un calcul statistique pour trouver un effet significatif). Nous
adapterons les tests statistiques en fonction de la distribution des observables, qu’elle soit normale ou non. En cas
de distribution normale, nous utiliserons des tests paramétriques. En cas de distribution non normale, nous
utiliserons des tests non-paramétriques, méme si ceux-ci sont moins sensibles. Un nombre minimum d'animaux sera
utilisé dans nos procédures expérimentales en respectant strictement ces différents points: (i) Utilisation d’'un groupe
de souris contréles commun pour plusieurs séries d'études chaque fois que cela est possible. (ii) multi-prélevements
et création d’'une base d’échantillons (cerveau et sang apres sacrifice).

3. Raffinement. [Repris automatiquement du champ 3.3.6.3]
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Les animaux, en provenance d’élevages accrédités, seront hébergés dans une animalerie certifiée, dans des cages
sur portoirs, avec nourriture et boisson ad libitum, dans le respect des régles d’hébergement en vigueurs (respect du
nombre d’animaux par cage, condition de vie dans les cages...). Avant expérimentation, les souris seront
acclimatées pendant plus d’'une semaine durant lesquelles les expérimentateurs les habitueront a étre manipulées,
pour réduire toutes formes de stress au cours des expérimentations. Les souris sont suivies quotidiennement. A
partir du début de I'expérience, les animaux seront pesés 2 fois par semaine afin de suivre leur prise de poids. Les
expérimentateurs évalueront aussi I'état général des souris quotidiennement afin de déterminer la présence ou non
de signes de souffrances excessives (comportement d’isolement, attitude soumise, dos vouté, respiration difficile,
extrémités pales, démarche anormale, diarrhée, vocalises, agressivité...). En cas de souffrance, les animaux seront
traités selon la sévérité du comportement observé et en cas ou les signes de souffrance persisteraient, les animaux
seront euthanasiés. Une fiche d'observation longitudinale et une grille d'évaluation de I'état de nos souris ont été
établies. Nous utiliserons des souris males et femelles. Notre étude présente un intérét translationnelle, étant donné
que I'exposition aux plastiques polluants environnementaux affecte les humains, il est donc nécessaire de mesurer
les effets des molécules étudiées sur les deux sexes. Par ailleurs, il est bien documenté que males et femelles
peuvent avoir des différences notables dans la réponse inflammatoire et leur sensibilité aux polluants
environnementaux

5.11. Expliquer le choix des especes et les stades de développement y afférents. [Repris automatiquement des champs 3.4.3 et 3.4.11,
dans la limite des 2500 premiers caracteres]

La souris est une espéce tres utilisée dans les études précliniques et en recherche fondamentale pour analyser la
relation entre I'exposition a des substances potentiellement toxiques et les effets sur le métabolisme, les états
inflammatoires et le comportement des animaux. La proche similitude du patrimoine génétique de la souris avec
I'hnomme nous permet dans la mesure du possible de tirer des conclusions extrapolables pour la santé humaine, dans
une étude au potentiel translationnel important.
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