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Avis de I’Anses

a nses . ; Saisine n° 2014-SA-0110

Le directeur général
Maisons-Alfort, le 7 octobre 2015

AVIS du 4 mai 2015 révisé en juillet 2015
de I’Agence nationale de sécurité sanitaire de I’alimentation,
de I'environnement et du travail

relatif a la validation de VTR élaborées par la compagnie pétrochimique de Berre dans le
cadre d’une évaluation quantitative des risques sanitaires liée a une pollution de la nappe
souterraine sur la commune de Berre I'Etang

L’Anses met en ceuvre une expertise scientifique indépendante et pluraliste.

L’Anses contribue principalement a assurer la sécurité sanitaire dans les domaines de I'environnement, du travail et de
I'alimentation et a évaluer les risques sanitaires qu’ils peuvent comporter.

Elle contribue également a assurer d'une part la protection de la santé et du bien-étre des animaux et de la santé des
végétaux et d'autre part I'évaluation des propriétés nutritionnelles des aliments.

Elle fournit aux autorités compétentes toutes les informations sur ces risques ainsi que I'expertise et I'appui scientifique
technique nécessaires a I'élaboration des dispositions législatives et réglementaires et a la mise en ceuvre des mesures
de gestion du risque (article L.1313-1 du code de la santé publique).

Ses avis sont rendus publics.

L'’Anses a été saisie le 11 avril 2014 par Direction générale de la santé (DGS) afin d’évaluer la
construction de valeurs toxicologiques de référence (VTR) élaborées dans le cadre d'une
évaluation quantitative des risques sanitaires liée a une pollution de la nappe souterraine de la
commune de Berre I'Etang (13130).

1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE

En 2007, les riverains du quartier de la Molle de la commune de Berre I'Etang, ont adressé a la
Direction régionale de 'aménagement, de I'environnement et du logement (DREAL) Provence-
Alpes-Cote-d’Azur (PACA) une plainte pour nuisances olfactives liées aux eaux de leurs puits.
Aprés investigation, il existe une pollution généralisée de la nappe souterraine par des pesticides.
En outre, la nappe souterraine captée par les riverains est également polluée par des dérivés
d’hydrocarbures qui ont pu étre synthétisés dans l'unité de fabrication de solvants du pble
pétrochimique de Berre.

Dans le cadre de la cessation partielle de cette unité, 'Agence régionale de santé (ARS) et la
DREAL ont demandé a I'exploitant d’évaluer les risques sanitaires induits pour les riverains par la
présence de solvants dans les eaux souterraines. Cette évaluation intégre toutes les voies
d’exposition (inhalation de vapeurs en intérieur et en extérieur, ingestion des produits du jardin,
ingestion accidentelle d’eau souterraine). Or pour certaines substances, aucune VTR n'a été
identifiée. Pour pallier cette absence de valeur, un bureau d'études a été chargé d'élaborer des
VTR. Les substances concernées sont présentées dans le tableau ci-aprés.

Annule et remplace 'avis du 4 mai 2015, les modifications apportées sont résumées en annexe.

Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail,
14 rue Pierre et Marie Curie, 94701 Maisons-Alfort Cedex
Téléphone : + 33 (0)1 49 77 13 50 - Télécopie : + 33 (0)1 49 77 26 26 - www.anses.fr
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Substance N°CAS
Tert-butanol (TBA) 75-65-0
Diisobutylene (DIB) 25167-70-8

Diisopropyl éther (DIPE) 108-20-3
4-vinylcyclohexéne (4-VCH) 100-40-3
Sec-butyl Ether (s-BE) 6863-58-7
Acetate d'éthyle 141-78-9

La DGS a sollicité '’Anses pour :

1. produire un avis sur la validité de la construction de ces VTR et de leurs conditions
d'utilisations et, le cas échéant,

2. construire des VTR pour les composés pour lesquels la VTR élaborée par le bureau
d’études ne correspondrait pas a la méthodologie de I'Anses.

2. ORGANISATION DE L’EXPERTISE

L'expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise —
Prescriptions générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ».

L’expertise reléeve du domaine de compétences du comité(s) d'experts spécialisé(s) (CES)
« Caractérisation des dangers des substances et valeurs toxicologiques de référence » (appelé ci-
aprés « CES Substances »).

En réponse a la premiére question de cette saisine, une analyse de la cohérence entre la méthode
suivie par le bureau d’études et celle préconisée par I'Anses (Afsset, 2010) a été effectuée par
'Anses et des experts rapporteurs du CES « Substances ». Les travaux d'expertise ont été
présentés au CES tant sur les aspects méthodologiques que scientifiques les 15 mai, 12 juin et 10
juillet 2014. lls ont été adoptés par le CES « Substances » réuni le 10 juillet 2014.

En ce qui concerne la deuxieme question de la saisine, les travaux ont été présentés au CES tant
sur les aspects meéthodologiques que scientifiques les 19 septembre 2014, 11 décembre 2014, 8
janvier 2015 et 12 février 2015. lls ont été adoptés par le CES « Substances » a la séance du 12
février 2015.

L’Anses analyse les liens d'intéréts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au long
des travaux, afin d'éviter les risques de conflits d’'intéréts au regard des points traités dans le cadre
de I'expertise.

Les déclarations d'intéréts des experts sont rendues publiques via le site internet de I'Anses
(www.anses.fr).

3. ANALYSE ET CONCLUSIONS bu CES

m Analyse de la cohérence entre la méthode suivie par le bureau d’études et celle
préconisée par I’Anses

L'élaboration des VTR suit une approche tres structurée et exigeante qui implique des évaluations
collectives s’appuyant sur le jugement d’experts (Anses, 2010).

L'’Anses a publié des guides d'élaboration de VTR qui détaillent la méthode utilisée pour
I'élaboration de VTR et recommandée pour toute construction de nouvelle valeur :
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-« Valeurs toxicologiques de référence pour les substances reprotoxiques. Méthode de
construction de VTR fondées sur des effets toxiques pour la reproduction et le
développement » (Afsset, 2007),

-« Valeurs toxicologiques de référence pour les substances cancérogénes. Méthode de
construction de VTR fondées sur des effets cancérogeénes » (Anses, 2010).

Le CES a ainsi confronté la construction des VTR par le bureau d'études avec les méthodes
préconisées par I'Anses.

A la premiére question posée par la saisine, concernant la construction des VTR et leurs
conditions d'utilisations, le CES considere que la démarche suivie par le bureau d’études est
cohérente avec le référentiel gqu'il a choisi (ECETOC, 2010), tant dans la démarche générale que
dans l'application de la méthode, mais qu'elle conduit a des différences méthodologiques
importantes par rapport aux recommandations de I’Anses. En conséquence, I'ensemble des VTR
proposées n'a pas pu étre validé en I'état par I'Anses.

m Construction de VTR

Les VTR proposées par le bureau d’études n'ayant pas pu étre validées, 'Anses a mandaté le
CES « substances » pour proposer de nouvelles valeurs pour les substances d’intérét.

Une analyse des données disponibles a été menée pour chacune des substances et voie
d’exposition afin de préciser les études de qualité et d’évaluer les effets critiques et doses critiques
utilisables pour I'élaboration des VTR.

De maniére générale, I'analyse des données bibliographiques disponibles pour les substances
concernées a mis en évidence le peu d’études actuellement disponibles pour chacune d’entre
elles.

Pour certaines substances, lorsque les données le permettaient, il a été décidé de construire
plusieurs VTR (données bibliographiques disponibles pour des effets chroniques, effets
cancérogéenes et/ou reprotoxiques).

Le CES rappelle que, concernant les effets sur le développement, il est généralement admis
gu’une exposition unique peut suffire pour induire la survenue de I'effet si I'exposition survient lors
d'une phase critique du développement embryo-faetal. Ce type de VTR est applicable pour des

durées d'exposition courtes (quelgques heures a quelques jours). Par conséquent, la dose
d’exposition est directement celle a retenir sans ajustement concernant la durée de I'exposition.

Les VTR construites par le CES « Substances » sont synthétisées sous la forme du tableau
récapitulatif, intégrant :

- identification de la substance avec numéro CAS,

- type de VTR,

- voie d’exposition,

- choix de I'effet critique et de I'étude clé,

- les détails du calcul de la VTR (dose critique),

- les facteurs d’incertitudes appliqués,

- le résultat final, avec un niveau de confiance global qui est attribué a chaque VTR en prenant en
compte les criteres suivants en argumentant sur les forces et les faiblesses : nature et qualité des
données, choix de I'effet critique et mode d’'action, choix de I'étude clé, choix de la dose critique.
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Substance Voie

(CAS) Type de VTR St Effet critique retenu

Dose critique UF VTR

Mort de rats nouveau-nés peu apres

leur naissance 25

BMD1ovLoos = 173 mg.kg pc™j* VTR = 1,9 mg.kg pc™j*

) . . . UFa1p =
VTR reprotoxique Voie orale Rapport d’étude de Lyondell Chemical Ajustement allométrique §T5° Niveau de confiance :
Compagny (2004) : étude de Lo, - 41 UF. = '
reprotoxicité chez des rats Sprague BMD10%Ls03 rieo = 47,6 mg kg peJ 18 Moyen/Fort
Dawley exposés 9 semaines
75
_ 11 - 151
Tert-butanol (TBA) LOAEL = 180 mg.kg pc™.j UFap = VTR = 0,6 mg.kg pc™j
(CAS 75-65-0) Voie orale Ajustement allométrique UIZZ’:J— Niveau de confiance :
LOAEL wep = 46 mg.kg pc™.j° -
Toxicité rénale chez le rat femelle F344 HED g-xgpe 10 Moyen/Fort
. UF. =3
VTR chroniques Rapport d’étude du NTP (1995) : étude 75
de cancérogenicité Ajustement allométrique UFatp = VIR =2,1mg.m*
Voie LOAEL pep = 46 mg.kg pc™j* 55
respiratoire ) ) ) UE. = Niveau de confiance :
Extrapolation voie a voie 18 - Eaible
LOAEC =161 .m
HED = 252 MG UF =3
- 75
LOAEL =1 000 mgkg pC- g VTR = 0.8 mag .k C-l -1
NOAEL= 300 mo kg pej UPa = SmIKIPe

Voie orale I , 2,5 . .
Toxicité hépatique et rénale Ajustement allométrique UFy = Niveau de confiance :

Diisobutyléne

(augmentation du poids relatif du foie et
des reins)

NOAEL nep= 61 mg.kg pc™j™*

Moyen/Faible

(DIBE) VTR chroniques UF7s'5 3
(CAS 25167-70-8) Huntingdon Life Science (1997a) :
étude de toxicité répétée chez des rats Ajustement allométrique | UEx = VTR =3 mg.m>
Voie Sprague Dawley NOAEL nep= 61 mg.kg pc™.j’ 2%
respiratoire _ o UF'H - Niveau de confiance :
Extrapolation voie a voie 10 Faible
NOAEC nep = 213,5 mg.m™® UFe= 3
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Diisopropyl éther
(DIPE)
(CAS 108-20-3)

. 75
BMCsss Losw = 6052,7 mg.m™
UFa = = 2
. Ajustement allométrique h VIR =14,5mg.m
voie BMCis L = 6052,7 mg.m’ 2,5
respiratoire 5% -95% HEC™ £ Mg UFy = Niveau de confiance :
Toxicité hépatique Ajustement temporel . UF10_3 Moyen
BMCs Loso HeC aps = 1081,3 mg.m’ $=
VTR chroniques Dalbey et Feuston 1996 : étude 13 75
semaines chez des rats Sprague
Dawley Extrapolation voie a voie UF, = VTR = 4 mg kg pc'l j'l
. . 2,5
Voie orale BMDso, Loses HEDADI = 308,9 mg.m 8 UFy = Niveau de confiance -
10 Faible
UFS =3
BMCsos Losys = 716,7 mg.m™ o5
_ -3
. Ajustement allométrique _ VIR=7,2mg.m
Voie BMCss Lesw Hee= 716,7 mg.m' UFa =
respiratoire Augmentation du nombre de cotes 2,5_ Niveau de confiance :
: : . UFn = Moyen
rudimentaires Ajustement temporel 10
VTR sur le BMCsg Losw Hep apy = 176 mg.m™>
développement Dalbey et Feuston 1996 : étude 13
semaines chez des rats Sprague ) . ) 25 VIR = 2 K 1.1
Dawley Extrapolation voie a voie UFa = =<mg.Kg pc
Voie orale AT . i )
BMDsos Losss Hep aos = 50,3 mg.kg 2.5_ Niveau de confiance :
11 UFy = Faible
pc . 10
Aprés extrapolation linéaire a
Néoplasmes du systeme I'origine
lymphoréticulaire (femelle) . 3 .
A partir des données chez I’anllmlal . ERU = Lo
Belpoggi et al., 2002 : étude de BMDaowlosy = 114 mg.kg pc™.j 7,8.107 (ug.kg pc™.j7)
cancérogéneése chez le rat Sprague Ajustement temporel 13 uaka pet i1 )
Arone ; L ng.kg pc™.j1 pour un risque
VTR cancérogéne Voie orale Dawley BMDi10s6 Losos oy = 49 mg.kg.pc 1_J 1 de 10%
1,3 pg.kg pc™.j* pour un risque
Ajustement allométrique de 10°
BMD1ovLos aps Hep = 13 mg.kg p.c.™j* 0,13 pug.kg p(cj:'l.j'lpgur un risque
e 10°
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Voie respiratoire

Néoplasmes du systeme
lymphoréticulaire (femelle)

Belpoggi et al., 2002 : étude de
cancérogénése chez le rat Sprague
Dawley

Niveau de confiance :
Faible

A partir des données chez I'animal
BMD1owLose = 114 mg.kg pc™j*

Ajustement temporel
BMDlo% L95% ADJ = 49 mgkgpcljl

Ajustement allométrique
BMD10%Los0 ap3 Hep = 13 mg.kg pc™j*

Extrapolation voie a voie .
BMC10%Lo5% Aps HED = 45 mg.m”

Aprés extrapolation linéaire a
I'origine
ERU =2,2.10° (ug.m>*
45 ug.m* pour un risque de 10™
4.5 pug.mpour un risque de 107
0,45 pg.m pour un risque de
10°

Niveau de confiance :

4-vinylcyclohéxéne
(4-VCH)
(CAS 100-40-3)

Faible
LOAEC = 4500 mg.m™
_ -3 ]
Augmentation atrophie ovarienne NOAEC = 1125 mg.m 7 VIR =2,7mg.m?
Voie . -
. . . UFatp =25 . .
respiratoire Bevan et al. (1996) : étude 13 A|ustement_allometrlque_3 U?:TD_ 10 Niveau de confiance :
. . NOAEC nep = 1125 mg.m H—=
semaines chez la souris UFs = 3 Moyen/fort
VTR chronique Ajustement temporel
NOAEC hep apy =202 mg.m'3
Diminution du nombre de follicules 225
ovariens LOAEL = 500 mg.kg pc™j* UF. - 28 VTR = 0,32 mg kg.pc™tj*
. A= 4,
Voie orale Grizzle et al. (1994) : étude sur le Ajustement aIIométriqu_? ._1 UFy =10 Niveau de confiance :
développement sur deux générations LOAEL Hep =72 mg.kg pc™.j UFL.=3 Moyen/fort
chez des souris CD-1 UFs=3
Aprés extrapolation linéaire a
I'origine
Tumeurs de cellules de la granulosa A partir des données chez I'animal 13.10° ERLli T4
ovarienne et/ou carcinome ovariens BMDaosLos = 73 mg.kg pc i 3.107 (ug-kg pc™j7)
VTR cancérogéne a. )
. NTP (1996) publié par Collins et al., Ajustement temporel 7,5 1g-kg pc J'1 pour un risque
Voie orale . PEI — 11 de 10
1988 : Etude de cancérogénése chez la BMD109% Losew aps = 52 mg.kg.pc .| 0,75 pg.kg pc™j* pour un risque
souris B6C3F1 ' Y 4e 10°

Ajustement allométrigue -
BMD10%L95% aps HED = 7,5 mg.kg pc™.j

0,075 pg.kg pc™.j* pour un
risque de 10°®

Niveau de confiance :
Moyen/Fort
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Tumeurs de cellules de la granulosa

VTR cancérogéne \(0|e ) ovarienne et/ou carcinome ovariens
respiratoire

BMDi0s6Loso ap3 Hep = 7,5 mg.kg pcj?

Extrapolation voie & voie
NTP (1996) publié par Collins et al., BMC10%Los9% a0y HED = 26 Mg.m™
1988 : Etude de cancérogénese chez la
souris B6C3F1

Aprés extrapolation linéaire a
I'origine
ERU = 3,8.10° (ug.m?*
26 ug.m” pour un risque de 10™
2,6 png.mpour un risque de 107

0,26 pg.mpour un risque de
10°

Niveau de confiance :
Faible

Sec butyl éther
(CAS 6863-58-7)

Pas de VTR par manque de données

Acétate d'éthyle
(CAS 141-78-9)

NOAEC = 750 ppm 75
Effet sur la neurotoxicité (diminution de
Voie I'activité motrice femelle) Ajustement allométrique UFa1p =
VTR chronique respiratoire NOAEC nep = 750 ppm 2,5
Christoph et al. (2003) : étude 13 ) UFy =
semaines chez le rat Sprague Dawley Ajustement temporel 10
NOAEC Hep apy = 134 ppm UFs =3

VTR = 6,4 mg.m™

Niveau de confiance :
Moyen/fort

Légende :
BMD/C

BMDxLy
ERU
HED/C
LOAEL
LOAEC
NOAEL
NOAEC

UFa
U':A-TD
UFy
UF_
UFs
VTR

Benchmark dose/concentration

Limite inférieure de l'intervalle de confiance a y% de la benchmark dose associée a x%

Exces de Risque Unitaire

Human Equivalent Dose/Concentration

Lowest Observed Adverse Effect Level (= Dose minimale entrainant un effet néfaste observé)

Lowest Observed Adverse Effect Concentration (= Concentration minimale entrainant un effet néfaste observé)
No Observed Adverse Effect Level (= Dose maximale n’entrainant pas d’effet néfaste observé)

No Observed Adverse Effect Concentration (= Concentration maximale n’entrainant pas d'effet néfaste observé)
Uncertainty factor (= facteur d’incertitude)

Facteur d'incertitude inter-especes

Composante toxicodynamique du facteur d'incertitude inter-espéces

Facteur d'incertitude interindividuel

Facteur d'incertitude lié a I'utilisation d’'un LOAEL

Facteur d'incertitude lié a la transposition subchronique a chronique

Valeur Toxicologique de Référence
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4. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS DE L’ AGENCE

L’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail endosse
les conclusions et recommandations du CES « Caractérisation des dangers des substances et
valeurs toxicologiques de référence » qui porte sur 'examen de la construction des VTR et de
leurs conditions d’utilisations et sur la construction des VTR suivantes :

Substances
(CAS)

Type de VTR

Valeur de la VTR

Tert-butanol (TBA)
(CAS 75-65-0)

VTR reprotoxique (aigue) par voie orale

1,9 mg.kg pc™tj*

VTR chronique par voie orale

0,6 mg.kg pc'l.j'l

VTR chronique par voie respiratoire 2,1 mg.m”
Diisobutyléne (DIBE) VTR chronique par voie orale 0,8 mg.kg pc™tj*
(CAS 25167-70-8) VTR chronique par voie respiratoire 3 mg.m'3
VTR chronique par voie orale 4mg.kg pctj?t
VTR chronique par voie respiratoire 14,5 mg.m'3

Diisopropyl éther (DIPE)
(CAS 108-20-3)

VTR sur le développement (aigue) par voie orale

2mg.kg pcj?

VTR sur le développement (aigue) par voie
respiratoire

7,2 mg.m'3

VTR cancérogéne par voie orale

7,8.10° (ug.kg pc*jH*

VTR cancérogéne par voie respiratoire

2,2.10° (ug.m>*

4-vinylcyclohéxene
(4-VCH)
(CAS 100-40-3)

VTR chronique par voie orale

0,32 mg.kg pctj*!

VTR chronique par voie respiratoire

2,7 mg.m'3

VTR cancérogéne par voie orale

1,3.10” (ug.kg pcjH*

VTR cancérogéne par voie respiratoire

3,8.10° (ug.m3)*

Sec butyl éther (S-BE)
(CAS 6863-58-7)

absence de VTR (du fait du manque de données)

Acétate d’éthyle
(CAS 141-78-9)

VTR cancérogéne par voie respiratoire

6,4 mg.m>

L’Agence nationale de sécurité sanitaire de l'alimentation, de I'environnement et du travall
recommande la mise en ceuvre d’acquisition de données pour élaborer une VTR du sec-butyl

éther.

Marc MORTUREUX
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MOTS-CLES

VTR, valeur toxicologique de référence, Tert-butanol, Diisobutyléne, Diisopropyl éther, 4-
vinylcyclohéxene, Sec butyl éther, Acétate d'éthyle.
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ANNEXE

Modifications apportées a l'avis révisé :

1- Diisopropyl éther (DIPE) (CAS 108-20-3)
VTR cancérogéne par voie orale, ERU=7,8 10°® (ug.kg pc™*j*)™*

VTR cancérogéne par voie respiratoire, ERU=2,2 10° (ug.m™®)™*

2- 4-vinylcyclohéxeéene (4-VCH) (CAS 100-40-3)
VTR cancérogéne par voie orale, ERU=1,3 10® (ug.kg pc™jh™*

VTR cancérogéne par voie respiratoire, ERU=3,8 10° (ug.m?)*
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Saisine relative a la validation de VTR élaborées par la
compagnie petrochimique de Berre dans le cadre d’'une
évaluation quantitative des risques sanitaires liée a une

pollution de la nappe souterraine sur la commune de
Berre I'Etang

Saisine « VTR Berre I’étang »
N°2014-SA-0110

RAPPORT révisé en juillet 2015

d’expertise collective

Comité d’experts spécialisé « Caractérisation des dangers des substances et
valeurs toxicologiques de référence »

Février 2015

Annule et remplace le rapport de Février 2015, les modifications apportées sont résumées en annexe du rapport

Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail,
14 rue Pierre et Marie Curie, 94701 Maisons-Alfort Cedex
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Anses e rapport d’'expertise collective Saisine « VTR Berre I'étang » - n°2014-SA-0110

Mots clés

VTR, Tert-butanol, Diisobutyléne, Diisopropyl éther, 4-vinylcyclohexéne, Sec-butyl Ether, Acétate
d'éthyle
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Anses e rapport d’expertise collective Saisine « VTR Berre I'étang » - n°2014-SA-0110

Présentation des intervenants

PREAMBULE : Les experts externes, membres de comités d'experts spécialisés, de groupes de
travail ou désignés rapporteurs sont tous nommés a titre personnel, intuitu personae, et ne
représentent pas leur organisme d’appartenance.

RAPPORTEURS SUR LA PARTIE |

Mme Michéle BISSON — Responsable d’étude a I'INERIS — Pharmacien toxicologue, toxicologie
générale - VTR
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4-VCH 4-vinylcyclohexéne

4-VCD 4 vinyl-cyclohéxene diépoxyde

ARS Agence Régionale de Santé

ATSDR Agency for Toxic Substances and Disease Registry

BE Bureau d’études

BMD/C Benchmark dose/concentration

BMDxLy Limite inférieure de l'intervalle de confiance a y% de la benchmark concentration
associée a x%

BMR Benchmark response

BPL Bonnes Pratiques de Laboratoire

CES Comité d’experts spécialisés

CIRC Centre International de Recherche pour le Cancer (= IARC )

DIB Diisobutylene

DIPE Diisopropyl éther

DGS Direction générale de la santé

Dréal Direction régionale de 'aménagement, de I'environnement et du logement

ECHA European Chemicals Agency

GD Gestation Day (= jour de gestation)

HEC Human Equivalent Concentration (= concentration équivalente humaine)

PISSC Programme intenational sur la sécurité des substances chimiques (PISSC)

LOAEL Lowest Observed Adverse Effect Level (= Dose minimale entrainant un effet néfaste

observé)

LOAEC Lowest Observed Adverse Effect Concentration (= Concentration minimale
entrainant un effet néfaste observeé)

NOAEL No Observed Adverse Effect Level (= Dose maximale n’entrainant pas d’effet
néfaste observé)

NOAEC No Observed Adverse Effect Concentration (= Concentration maximale n’entrainant
pas d'effet néfaste observé)

NTP National Toxicology Program

OCDE Organisation de coopération et de développement économiques

PB/PK Pharmacocinétiqgue/Pharmacodynamique

RAC Commitee for risk assessment

RAR Risk Assessment Report

s-BE Sec-butyl Ether

TBA Tert-butanol

TSH Thydroid Stimulating Hormone

UF Uncertainty factor (= facteur d’'incertitude)

UFA Facteur d'incertitude inter-espéces

UFD Facteur d'incertitude au manque de données

UFH Facteur d’incertitude interindividuel

UFH-TK Composante toxicocinétique du facteur d’incertitude interindividuel

UFL Facteur d’'incertitude lié a I'utilisation d’'un LOAEL ou d’'une BMD

UFS Facteur d'incertitude lié a la transposition subchronique a chronique

US EPA United States Environmental Protection Agency

VTR Valeur Toxicologique de Référence
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1 Contexte, objet et modalités de traitement de la saisine

1.1 Contexte

En 2007, les riverains du quartier de la Molle de la commune de Berre I'Etang, ont adressé a la
Direction régionale de 'aménagement, de I'environnement et du logement (Dréal) Provence-Alpes-
Céte-d’Azur (Paca) une plainte pour nuisances olfactives liées aux eaux de leurs puits. Les
investigations ont mis en évidence une pollution généralisée de la nappe souterraine par des
pesticides. La nappe souterraine captée par les riverains est également polluée par des dérivés
d’hydrocarbures qui ont pu étre synthétisés dans l'unité de fabrication de solvants du pble
pétrochimique de Berre.

Dans le cadre de la cessation partielle de cette unité, 'Agence régionale de santé (ARS) et la
Dréal ont demandé a I'exploitant d’évaluer les risques sanitaires induits pour les riverains par la
présence de solvants dans les eaux souterraines. Cette évaluation integre toutes les voies
d’exposition (inhalation de vapeurs dans l'air intérieur et extérieur, ingestion de produits du jardin,
ingestion accidentelle d’eau d’origine souterraine). Or pour certaines substances, aucune valeur
toxicologique de référence (VTR) n'a été identifiée. Pour pallier cette absence de valeur, le bureau
d’études (BE) mandaté par I'exploitant, a proposé pour ces substances des VTR gu'il a lui-méme
construites. Les substances concernées sont présentées dans le tableau ci-apres.

Tableau 1 : Identifications des substances d’intérét

Substance N°CAS
Tert-butanol (TBA) 75-65-0
Diisobutyléne (DIB) 25167-70-8

Diisopropyl éther (DIPE) 108-20-3
4-vinylcyclohexéne (4-VCH) 100-40-3
Sec-butyl Ether (s-BE) 6863-58-7
Acétate d'éthyle 141-78-9

1.2 Objet de la saisine

L’Anses a été saisie le 5 mai 2014 par la Direction générale de la santé (DGS) afin d’évaluer la
construction des valeurs toxicologiques de référence (VTR) élaborées par le bureau d’études (BE)
pour la compagnie pétrochimique de Berre. Ces valeurs de référence avaient été produites dans le
cadre d'une évaluation quantitative des risques sanitaires liée a une pollution de la nappe
souterraine sur la commune de Berre I'Etang.
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La DGS a sollicité I'Anses pour produire dans un délai de deux mois un avis sur la validité de la
construction de ces VTR et de leurs conditions d'utilisation, et, le cas échéant, pour construire
dans un délai de six mois des VTR pour les composés pour lesquels la VTR élaborée par le BE ne
correspondrait pas a la méthodologie de 'Anses (annexe 1).

Ce rapport comprend deux parties qui répondent aux deux questions posées par la DGS :
- Partie | — Evaluation de la construction des VTR du BE au regard de la méthode
préconisée par 'ANSES,
- Partie Il - Construction de valeurs toxicologiques de références par 'ANSES.

1.3 Modalités de traitement : moyens mis en ceuvre et organisation

L’Anses a confié au comité d’experts spécialisé CES « Caractérisation des dangers des
substances et valeurs toxicologiques de référence » (CES Substances) linstruction de cette
saisine.

Ces travaux sont ainsi issus d’un collectif d’experts aux compétences complémentaires.

L'expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise —
prescriptions générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ».

1.4 Prévention des risques de conflits d’intéréts.

L'Anses analyse les liens d'intéréts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au long
des travaux, afin d’éviter les risques de conflits d’'intéréts au regard des points traités dans le cadre
de I'expertise.

Les déclarations d'intéréts des experts sont rendues publiques via le site internet de I'Anses
(www.anses.fr).
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Partie | — Evaluation de la construction des VTR du BE au regard de la
méthode préconisée par I’ANSES

Ces travaux d’expertise concernant la partie | ont été présentés au CES « Substances » les 15 mai
et 12 juin 2014 et ont été approuvés lors de la séance du 10 juillet 2014.
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2 Description de la méthode pour l'analyse des VTR
construites par le BE

Méthode suivie pour I’analyse critique

Le CES « Substances » s'est attaché a évaluer les différences existantes entre la méthode suivie
par le BE et celle recommandée par I'Anses.

Une analyse de la construction des VTR établies par le BE a été réalisée substance par substance
et par voie d’exposition.

De plus, une recherche bibliographique a été réalisée pour chaque substance afin d’évaluer les
données disponibles et leur prise en compte par le BE.

Pour rappel, la méthode_recommandée par I’Anses pour I'élaboration _d’'une VTR lest la
suivante :

1. analyse de données disponibles,

2. choix de I'effet critique,

3. identification de I'hypothese de construction, a seuil ou sans seuil de dose, en fonction du
mode d’action de la substance,

4. choix d'une étude de bonne qualité scientifique permettant d'établir une relation dose-
réponse,

5. choix ou construction d’'une dose critique a partir des doses expérimentales et/ou des
données épidémiologiques; éventuellement, dans le cas d’'une dose critique obtenue sur
I'animal, ajustement de cette dose a I'Homme,

6. application de facteurs d’incertitude (UF) a la dose critique pour tenir compte des

incertitudes pour les VTR a seuil ou extrapolation linéaire a l'origine a partir de la dose
critiqgue pour les VTR sans seuil.

L’élaboration des VTR suit une approche trés structurée et exigeante qui implique des évaluations
collectives s’appuyant sur le jugement d’experts (Anses, 2010).

1 L’Anses a publié des guides d'élaboration de VTR qui détaillent la méthode utilisée par I'Agence et
recommandée pour toute construction de nouvelle valeur : « Valeurs toxicologiques de référence pour les
substances reprotoxiques. Méthode de construction de VTR fondées sur des effets toxiques pour la
reproduction et le développement » (Anses, 2007); « Valeurs toxicologiques de référence pour les
substances cancérogénes. Méthode de construction de VTR fondées sur des effets cancérogenes » (Anses,
2010).
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3 Commentaires généraux sur la construction des VTR
par le BE

La démarche du BE pour construire les VTR suit les recommandations du Centre d'écologie et de
toxicologie de l'industrie chimique européenne (ECETOC). Elle inclut :
1. une recherche bibliographique afin d'établir un profil toxicologique et d’identifier I'effet
critique,
2. la détermination d’une dose ou concentration critique,
3. l'application de facteurs d’incertitude.

La méthodologie utilisée est similaire a la méthode de construction des VTR recommandée par
'Anses (points 1 et 2), mais elle differe sur le choix des facteurs d’incertitude/ de sécurité (UF). En
effet, le BE a suivi les recommandations d'ECETOC (2010) pour les différents facteurs
d’incertitude et non celles proposées par I'Anses ou 'ECHA, notamment pour la prise en compte
des différences inter-espéces et interindividuelles (Tableau 2).
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Tableau 2 : Différences entre les facteurs d’incertitudes intra- et inter-espéces appliqués par le BE et

I’Anses
Facteurs
. . Facteurs d’incertitude d’incertitude Conclusions du
Points critiques S, )
utilisés par le BE proposés par CES
'Anses
Voie orale
composante Ajustement
UF, ou e L
toxicocinétique allométrique
différences inter- 4 (rat) 7 (souris) Non conforme aux
especes °_°mp°5a”_te 25 recommandations
toxicodynamique de I'Anses
UFy ou différences intra-espéces 5 10
Voie respiratoire
composante Ajustement
UFA ou . s e .
toxicocinétique dosimétrique
différences inter- _ Non conforme aux
espéces c.omposanj[e 4 (rat) 7 (souris) 1325 recommandations
toxicodynamique de I'Anses 2
UF4 ou différences intra-especes 5 10

UF : facteurs d’incertitude

De plus, concernant les effets sur le développement, il est généralement admis qu’une exposition
unique peut suffire pour induire la survenue de l'effet si I'exposition survient lors d’'une phase
critique du développement embryo-foetal. Par conséquent, la dose d’exposition est directement
celle a retenir sans ajustement concernant la durée de I'exposition.

Certaines références citées par le BE sont obsoletes, notamment pour les guides
méthodologiques. Ainsi, le document cité par le BE pour le choix des facteurs d'incertitude peut
étre remplacé par le document suivant: “Guidance on information requirements and chemical
safety assessment. Chapter R.8: Characterisation of dose [concentration]-response for human
health. European Chemicals Agency ” (ECHA, 2012).

Le CES a également noté des références bibliographiques non prises en compte par le BE pour la
construction de VTR pour certaines substances et propose de mettre a jour certaines références
citées et de compléter la bibliographie.

2 Méme si les UF utilisés par le bureau d’étude sont plus pénalisants que ceux recommandés par I'Anses.
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Enfin, en l'absence de donnée, le BE a suivi des approches alternatives (« Read-across », pour
établir ses VTR. Ces approches n‘ont pas été évaluées par I’Anses pour la construction de VTR.
Des compléments méthodologiques auraient été nécessaires pour justifier leur utilisation.

Le «read-across » ou Méthode des références croisées ou « read-across approach » est une

méthode qui permet de prédire la toxicité d’'une substance a partir des caractéristiques de
substances connues présentant des similitudes de structure ou d'action toxique.
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4 Commentaires spécifiqgues sur la construction des VTR

par le BE

Les VTR élaborées par le BE sont résumées dans les tableaux ci-dessous.

Tableau 3: VTR élaborées par le BE

. . VTR orale
VTR inhalation
Substances ) o Dose Journaliére Admissible
Concentration Admissible (CA)
(DJA)
Tert-butanol 0,54 ppm (1,64 mg.m™) 3,3mg.kg™j!

(TBA)

Facteur d’incertitude global = 1 080

Facteur d’incertitude global = 120

Diisobutyléne
(DIB)

0,18 ppm (0,83 mg.m™)
Facteur d’incertitude global = 4 320

8,3mg.kg™j!
Facteur d'incertitude global = 120

Diisopropyl éther
(DIPE)

0,24 ppm (0,99 mg.m™)
Facteur d'incertitude global = 360

12,5 mg.kg™tj*
Facteur d'incertitude global = 360

4-vinylcyclohexene
(4-VCH)

0,07 ppm (0,31 mg.m™)

Facteur d'incertitude globale = 630

1,2 mg.kgtj*
Facteur d'incertitude global =210

Sec-butyl Ether
(s-BE)

VTR du DIPE

14,8 mg.kgtj*
Facteur d’incertitude global = 120

Acétate d'éthyle

0,17 ppm (0,63 mg.m's)
Facteur d'incertitude global = 360
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4.1 Tert-Butanol (TBA), voie respiratoire

Tableau 4 : Tert Butanol (TBA) - VTR par inhalation élaborée par le BE

Effet critique et étude source Dose critique UF* VTR
Toxicité sur la reproduction et _ 1 080
le développement (altération LOAEC a 2000 ppm
de l'activité locomotrice chez (6,06 mg.L") UF, = 4 (rat)
les meres et diminution du - AT .
poids corporel des faetus) chez | Ajustement temporel UF=5 (POTUH“O” 1,64 mg.m™
des rats  Sprague-Dawley | LOAECp,; = 583 ppm (2 000 x _genera e? o (0,54 ppm)
gestantes exposées par | 7/24) UFs=6 (sgba|gue a
inhalation de GD1 a 19 chronique)
Ajustement allométrique UF. =3 (pa_r defaut)
US EPA (2013) LOAEC o) niec = 583 ppm (583 UFp=3
ppm x1*)

* facteurs d’incertitude (UF) pour les effets systémiques selon TECETOC (2010). UF, = facteur d'incertitude
inter-espéces, UFy = facteur d’incertitude interindividuelle, UFs = facteur d'incertitude pour la durée
d’exposition, UF_ = facteur d‘incertitude pour l'utilisation d'un LOAEL, UF, = facteur d‘incertitude pour le
manque de données

Analyse du CES

a- Choix de l'effet critigue
Le BE a choisi comme effet critique la toxicité sur la reproduction et le développement. L'effet

retenu est une altération de I'activité locomotrice chez les rates exposées ainsi qu’une diminution
du poids des feetus a la naissance. L'effet retenu est retrouvé dans d’autres études, notamment
celles du National Toxicology Program (NTP, 1997) et Nelson et al. (1989 et 1991).

b- Choix de I'étude clé
L’étude sélectionnée correspond a une étude de toxicité sur la reproduction et le développement

(citée dans Chem view de 'US EPA3). Le CES n'a pas été en mesure d'évaluer la qualité
scientifique de cette étude dont le rapport complet n’est pas accessible. Le CES note qu'il existe
pour ce composeé et pour cette voie des études de toxicité subchronique et chronique notamment
celles du NTP (NTP, 1997) et de Nelson et al. (1989, 1991).

c- Choix de la dose critigue
Une analyse des concentrations critigues (LOAEC, NOAEC) proposées dans le rapport de

'US EPA intitulé “Preliminary Materials for the IRIS Toxicological Review of tert-Butanol a permis
de comparer la dose critique choisie par le BE a I'ensemble des couples NOAEC / LOAEC

3 http://java.epa.gov/chemview#
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retrouvés dans la littérature4. Il ne semble pas y avoir d’études publiées montrant des effets sur la
reproduction et le développement pour des LOAEC inférieures a celle choisie par le BE.

d- Choix des facteurs d’incertitude
Les facteurs d'incertitude utilisés par le BE ne sont pas conformes a ceux recommandés par

I'’Anses.

Pour un effet critique portant sur la toxicité sur le développement, les experts rappellent que la
VTR construite est alors applicable sur une durée d’exposition court terme (de quelques heures a
une semaine). Selon les recommandations de I'Anses, aucun facteur d'incertitude pour la durée
d’exposition n'aurait d0 étre appliqué.

Le CES « substances » estime qu’il existe pour cette substance et cette voie d’exposition
une divergence méthodologique majeure qui ne lui permet pas de valider la VTR proposée
par le BE.

4.2 Tert-Butanol (TBA), voie orale

Tableau 5 : Tert Butanol (TBA) - VTR par voie orale élaborée par le BE

Effet critique et étude source Dose critique UF* VTR

120
Toxicité sur la reproduction et
le développement (importante _

mortalité périnatale 8 PND4 UF, =4 (rat)

aboutissant a une réduction de UF =5 (population

— -1 -1 s s
30% de la taille de la portée) LOAEL =1 000 mg.k_? ] genérale) | 33mgkgtjt
chez des rats exposés par voie | NOAEL =400 mg.kg ™ UFs = 2 (subchronique &
orale chronique)
UF dose—ré;}onse =3 (par
US EPA (2013) défaut)

UFconfiance étude = 1

* facteurs d'incertitude (UF) pour les effets systémiques selon TECETOC (2010). UF, = facteur d’incertitude
inter-especes, UFy = facteur d’incertitude interindividuelle, UFs = facteur d'incertitude pour la durée
d’exposition, UF_ = facteur d‘incertitude pour l'utilisation d'un LOAEL, UF, = facteur d‘incertitude pour le
mangue de donnée

Analyse du CES

a- Choix de l'effet critique
Comme pour la voie respiratoire, le BE a choisi comme effet critique la toxicité sur la reproduction
et le développement. L'effet retenu est une diminution de la taille de la portée ainsi qu'une
diminution du poids des foetus a la naissance. Cet effet est retrouvé dans d’autres études,
notamment celles du NTP (NTP, 1997).

4 US EPA (2013) Preliminary Materials for the IRIS Toxicological Review of tert-Butanol.
Disponible sur www.epa.gouv/iris
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Concernant la toxicité rénale induite par le TBAS, le CES rejoint I'avis du BE pour considérer que le
mode d’action est spécifique a I'animal et non transposable a 'Homme (Anses 2010).

b- Choix de I'étude clé
L'étude sélectionnée correspond a une étude de reproduction et de développement (étude sur 1

génération) citée dans Chem view (US EPAS). Les experts du CES n'ont pas été en mesure
d’évaluer la qualité scientifique de cette étude dont seul un résumé est accessible. Comme pour la
voie respiratoire, le CES note qu'il existe des études de toxicité subchronique, chronique et de
cancérogenése (NTP, 1995 et 1997).

c- Choix de la dose critique
Une analyse des doses critiques (LOAEL, NOAEL) proposées dans le rapport de 'US EPA intitulé

“Preliminary Materials for the IRIS Toxicological Review of tert-Butanol“’ a permis de comparer la
dose critique choisie par le BE a I'ensemble des couples NOAEL / LOAEL retrouvés dans la
littérature. Il ne semble pas y avoir d’étude montrant des effets sur la reproduction et le
développement pour des NOAEL inferieures a celle choisie par le BE.

d- Choix des facteurs d’incertitude
Les facteurs d'incertitude utilisés par le BE ne sont pas conformes a ceux recommandés par

I'’Anses.

Les experts rappellent que les VTR construites sur un effet critique portant sur la toxicité du
développement, ne sont applicables que sur une durée d’exposition aigué (de quelques heures a
une semaine). De plus, selon les recommandations de I'Anses, aucun facteur d’'incertitude pour la
durée d'exposition n'aurait dd étre appliqué.

Le CES « substances » estime qu’il existe pour cette substance et cette voie d’exposition
une divergence méthodologique majeure qui ne lui permet pas de valider la VTR proposée.

5 Prolifération cellulaire prolongée par la promotion de cellules initiées chez le rat male (cytotoxicité liée a
'accumulation de gouttelettes hyalines contenant I'alpha-2-globuline).

6 http://java.epa.gov/chemview#

7 US EPA (2013) Preliminary Materials for the IRIS Toxicological Review of tert-Butanol. Disponible sur
www.epa.gouv/iris
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4.3 Diisobutyléne (DIB), voie respiratoire

Tableau 6 : Diisobutylene (DIB) - VTR par inhalation élaborée par le BE

Effet critique et étude source Dose critiqgue UF** VTR
CLgo = 6 540 ppm 4320
Décés de rates Wistar | ,. UFA =4 (rat)
. . . . Ajustement temporel .
exposées 5 jours par inhalation — UF, = 5 (population
a un mélange d'oléfines C8 Clso apy = 779 ppm (6 540 X générale) 0,83 mg. m*®
4/24 x 5/7) L ’
UFs = 6 (subaigué¢ & | (0,18 ppm)
Bayer AG, 1972 (non publiée, _ . chronique)
citée dans ECHA, 2011) Ajustement allométrigue UF | = 6 (utilisation
Clso aps HeEc = 779 ppm (779 LCso)
*
ppm x1%) UFp= 6 (1 seule étude)

" environ 75% de 2,4,4-triméthyl-1-&ne, 15% de 2,4,4-triméthylpent-2-éne

** facteurs d'incertitude (UF) pour les effets systémiques selon 'ECETOC (2010). UF, = facteur d’incertitude
inter-especes, UFy = facteur d'incertitude interindividuelle, UFs = facteur d'incertitude pour la durée
d’exposition, UF_ = facteur d‘incertitude pour l'utilisation d'un LOAEL, UF, = facteur d‘incertitude pour le
manque de donnée

Analyse du CES
Choix de I'effet critigue

Le comité d’experts estime que l'effet critique (mort des animaux) et la dose critique (dose létale
50% ou concentration létale 50%) choisis ne peuvent pas étre utilisés pour établir une VTR (aigué
ou chronique). Le CES considére qu'une VTR dérivée a partir d'une CLsg n'est pas suffisamment
protectrice.

Le CES « substances » estime qu’il existe pour cette substance et cette voie d’exposition

une divergence méthodologique majeure qui ne lui permet pas de valider la VTR proposée®.

8 Concernant le choix de I'étude, de la dose critique et des facteurs de sécurité, le CES n’'a pas jugé utile de
faire des commentaires considérant que le choix de l'effet (mortalité) effectué invalidait la proposition de
VTR.
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4.4 Diisobutyléne (DIB), voie orale

Tableau 7 : Diisobutylene (DIB) - VTR par voie orale élaborée par le BE

Effet critique et étude source Dose critique UF** VTR

120
Toxicité sur la reproduction et

le développement chez des

. ; UFA =4 (rat)
rats CD exposés par voie orale UF. =5 lati
du pré-accouplement jusqu'au NOAEL = 1000 it H= S (POFIJU auon 83 gLt
jour 4 de lactation = mg.kg " genérale) > MQg.Kg ]

UFs = 2 (subchronique

Huntingdon Life  Sciences, a chromqui,a)
1997b UF_ = 3 (par défaut)

UFp= 1

" Aucun effet néfaste sur les capacités reproductrices, la viabilité péri- et post-natale et le rendement
reproducteur de la nouvelle génération

** facteurs d'incertitude (UF) pour les effets systémiques selon 'TECETOC (2010). UF, = facteur d’incertitude
inter-especes, UFy = facteur d'incertitude interindividuelle, UFs = facteur d'incertitude pour la durée
d’exposition, UF_ = facteur d‘incertitude pour l'utilisation d'un LOAEL, UF, = facteur d‘incertitude pour le
manque de donnée

Analyse du CES

a- Choix de l'effet critique
Le BE a choisi comme effet critique la toxicité sur la reproduction et le développement. Les auteurs
de cette étude indiquent que le DIB n’entrainerait aucun effet néfaste sur la reproduction et le
développement.

Le comité d’experts note que dans son Risk Assessment Report de I'Union européenne (RAR,
2008), I'Union européenne a considéré comme effet critique la toxicité hépatique en se basant sur
I'étude de Huntingdon Life Science (1997a).

b- Choix de I'étude clé
L’étude sélectionnée correspond a une étude de toxicité sur la reproduction et le développement

réalisée sur financement d’une firme industrielle et non publiée. Les experts du CES n’ont pas été
en mesure d’évaluer la qualité scientifique de cette étude car elle n'est pas disponible (Huntingdon
Life Science, 1997b). Le CES « substances » note qu’il n’existe que deux études pour ce
compose, toutes deux réalisées par Huntingdon Life Science (1997a, b).

c- Choix de la dose critique
Il n’est pas possible de réaliser de comparaison avec des doses critiques (LOAEL, NOAEL) pour

I'effet critique retenu par le BE. Cependant, le Comité d’experts note que 'ECHA avait choisi un
NOAEL de 300 mg.kg™.j* basé sur des effets hépatiques (RAR, 2008).
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d- Choix des facteurs d’incertitude
Les facteurs d'incertitude utilisés par le BE ne sont pas conformes a ceux recommandés par

I'’Anses.

Le CES « substances » n’a pas eu acces a I'étude clé utilisée. L’approche suivie par le BE
ne peut étre approuvée en I'état. Une analyse approfondie des données bibliographiques
sera réalisée dans un second temps, notamment I'analyse des deux études de Huntingdon
Life Science, 1997a, b, pour justifier le choix de I'effet et de I'étude.

4.5 Diisopropyl éther (DIPE), voie respiratoire

Tableau 8 : Diisopropyl éther (DIPE) - VTR par inhalation élaborée par le BE

Effet critique et étude source Dose critique UF* VTR
NOAEC =480 ppm 360

Augmentat!on du poids du foie Ajustement temporel UF4 = 4 (rat)

et des reins chez des rats _

Sprague-Dawley exposés 13 NOAECp; = 86 ppm (480 x UFy = 5 (populanon 0.99 mg.m'3

semaines par inhalation 6/24 x 5/7) génerale) (0,24 ppm)

UFs = 2 (subchronique

Dalbey et Fueston, 1996 Ajustement allométrique a chronique)
NOAECADJ HEC = 86 ppm UF L= 6 (par défaut)
(86 ppm x1%) UFp=3

* facteurs d’incertitude (UF) pour les effets systémiques selon TECETOC (2010). UF, = facteur d'incertitude
inter-espéces, UFy = facteur d’incertitude interindividuelle, UFs = facteur d'incertitude pour la durée
d’exposition, UF_ = facteur d‘incertitude pour l'utilisation d'un LOAEL, UFy = facteur d‘incertitude pour le
mangue de donnée

Analyse du CES

a- Choix de l'effet critique et de I'étude clé
Le BE a choisi comme effet critique la toxicité hépatique (augmentation du poids du foie) mis en

évidence dans une étude publiée de toxicité 90 jours (étude subchronique). Selon le BE, aucun
autre effet néfaste n'a pu étre identifié.

Le BE note que peu d'études toxicologiques existent sur le DIPE. Une étude de cancérogénicité
réalisée chez le rat (voie orale) n'a pas été prise en compte par le BE (Belpoggi et al., 2002).

b- Choix de la dose critique
Il n’est pas possible de réaliser de comparaison avec d’autres doses critiques (LOAEC, NOAEC)

car il n'existe pas d’autres études pour la voie respiratoire.

c- Choix des facteurs d'incertitude
Les facteurs d'incertitude utilisés par le BE ne sont pas conformes a ceux recommandés par

I'’Anses.

Le CES « substances » estime qu’une analyse de I'’étude de cancérogénése par voie orale
est nécessaire pour justifier le choix de I'effet et de I'étude.
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4.6 Diisopropyl éther (DIPE), voie orale

Tableau 9: VTR par voie orale pour le DIPE élaborée par le BE

Effet critique et étude source Dose critique UF* VTR
360
Décés de rats Sprague- U_FA =4 (ra) ,
Dawley exposés par gavage 1.1 UFn = 5 (!oopula'uon 41
DLso =4 500 mg.kg ™ .j générale) 12 mg.kg™ .
UFs = 6 (subaigue a

Kimura et al., 1971 .
chronique)

UF | = 3 (par défaut)
UFp= 1 (bonne)

* facteurs d'incertitude (UF) pour les effets systémiques selon TECETOC (2010). UF, = facteur d’incertitude
inter-espéces, UFy = facteur d’incertitude interindividuelle, UFs = facteur d'incertitude pour la durée
d’exposition, UF_ = facteur d‘incertitude pour l'utilisation d’'un LOAEL, UF, = facteur d‘incertitude pour le
manque de donnée

Analyse du CES

a- Choix de l'effet critique
Le comité d’experts estime que l'effet critique (mort des animaux) et la dose critique (dose |étale
50%) choisis ne peuvent pas étre utilisés pour établir une VTR (aigué comme chronique). Le CES
considére qu’'une VTR dérivée a partir d’'une DLs, n'est pas suffisamment protectrice.

Le CES « substances » estime qu'il existe pour cette substance et cette voie d'exposition
une divergence méthodologique majeure qui ne lui permet pas d'approuver la VTR
proposée®.

Une analyse approfondie de I'étude de cancérogénicité 10(voie orale) est nécessaire pour
justifier le choix de I'effet et de I’étude.

9 Concernant le choix de I'étude, de la dose critique et des facteurs de sécurité, le CES n’a pas jugé utile de
faire des commentaires considérant que le choix de l'effet (mortalité) effectué invalidait la proposition de
VTR.

10 yne étude de cancérogénicité réalisée chez le rat (voie orale) n'a pas été prise en compte (Belpoggi et al.,
2002).
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4.7 4-vinylcyclohexene (4VCH), voie respiratoire

Tableau 10 : 4-vinylcyclohexéne (4VCH) - VTR par inhalation élaborée par le BE

Effet critique et étude source Dose critique UF* VTR
630
NOAEC = 250 ppm
Etat léthargique des animaux UF, = 7 (souris)
et atrophie ovarienne chez des | Ajustement temporel UF, = 5 (population
souris B6C3F1 exposées par | NOAECap; = 45 ppm (250 x générale) 031 ma.m?
inhalation pendant 13 | 6/24 x 5/7) UFs = 2 (subchronique (6 07 pprr?j

semaines

Ajustement allométrique

a chronique)
UF_ = 3 (utilisation

Bevan et al., 1996 NOAECao; wmec = 45 ppm NOAEC)
(45 ppm x1%) UFp= 3 (étude par
défaut)

* facteurs d'incertitude (UF) pour les effets systémiques selon TECETOC (2010). UF, = facteur d'incertitude
inter-espéces, UFy = facteur d’incertitude interindividuelle, UFs = facteur d'incertitude pour la durée
d’exposition, UF_ = facteur d‘incertitude pour l'utilisation d’'un LOAEL, UF, = facteur d‘incertitude pour le
manque de donnée

Analyse du CES

a- Choix de l'effet critique
Le BE a choisi comme effet critique la toxicité sur la fonction ovarienne. Ce choix a été réalisé car

c’est la seule étude toxicologique disponible sur le 4VCH par voie respiratoire.

Le 4VCH est classé comme étant un cancérogene possible pour 'Homme (2B) par le Centre
international de recherche sur le cancer (IARC, 1997).

Le CES estime que ce choix de l'effet critique aurait di étre plus argumenté notamment en
étudiant les éventuels effets cancérogenes et le mécanisme a seuil ou sans seuil, a retenir. Le
CES note que le Committee for Risk Assessment (RAC) propose une classification cancérogéene
211 (RAC, 2012).

b- Choix de I'étude clé
L’étude sélectionnée correspond a une étude publiée de toxicité sur 90 jours.

Le CES « substances » note qu'il existe pour ce composé plusieurs études de reprotoxicité et de
cancérogenese (citées par I'lARC, 1997).

c- Choix de la dose critique
Il n'est pas possible de réaliser de comparaison avec d’autres doses critiques (LOAEC, NOAEC).

d- Choix des facteurs d’incertitude
Les UF utilisés par le BE ne sont pas conformes a ceux recommandés par I'’Anses.

11 Substances et préparations pour lesquelles il existe une forte présomption que I'exposition de I'Homme a
de telles substances et préparations peut provoquer un cancer ou en augmenter la fréquence.
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Pour le CES « substances », 'approche suivie par le BE ne permet pas d’approuver en |'état
la VTR élaborée.

Une analyse approfondie des études identifiées, en particulier sur les effets reprotoxiques
et cancérogenes est nécessaire pour justifier le choix de l'effet et de I'étude. Des
constructions de VTR cancérogene et reprotoxique pourraient étre envisageées.

4.8 4-vinylcyclohexene (4VCH), voie orale

Tableau 11 : 4-vinylcyclohexéne (4VCH) - VTR par voie orale élaborée par le BE

Effet critique et étude source Dose critiqgue UF* VTR

210

Toxicité sur la fonction de

reproduction chez des souris UF, =7 (souris)

CD-1 gestantes exposées par 1.1 UFy = 5 (popula'uon 1.1
voie orale NOAEL = 250 mg.kg™.j générale) 1,2 mg.kg ]
UFs = 2 (subchronique a
chronique)

Grizzle et al. 1994 ; .
UF | = 3 (par défaut)

UFp = 1 (bonne)

* facteurs d'incertitude (UF) pour les effets systémiques selon TECETOC (2010). UF, = facteur d'incertitude
inter-espéces, UFy = facteur d’incertitude interindividuelle, UFs = facteur d'incertitude pour la durée
d’exposition, UF_ = facteur d‘incertitude pour l'utilisation d’'un LOAEL, UF, = facteur d‘incertitude pour le
manque de donnée

Analyse du CES

a- Choix de l'effet critique
Le BE a choisi comme effet critique la toxicité sur la fonction de reproduction et le développement

(étude du NTP).

Le 4VCH est classé comme étant un cancérogene possible pour 'Homme (2B) par le Centre
international de recherche sur le cancer (IARC, 1997).

Le CES estime que ce choix de I'effet critique aurait d0 étre plus argumenté notamment en ce qui
concerne la prise en compte éventuelle des effets cancérogenes et le type d'effet, a seuil et/ou
sans seuil. Le CES note que les dernieres conclusions du RAC sont une classification en
cancérogéne 2 (2012).

b- Choix de I'étude clé
L’étude sélectionnée correspond a une étude sur la reproduction du NTP (publiée par Grizzle et al.

1994).

Le CES note qu'il existe pour ce composé des études de reprotoxicité (NTP, 1996) et de
cancérogénese (citées par 'lARC 1997).

c- Choix de la dose critigue
Il n'est pas possible de réaliser de comparaison avec d’autres doses critiques (LOAEL, NOAEL).
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d- Choix des facteurs d’incertitude
Les facteurs d'incertitude utilisés par le BE ne sont pas conformes a ceux recommandés par
'Anses.

Pour le comité d’experts, I'approche suivie par le BE ne permet pas d’approuver en |'état la
VTR élaborée.

Une analyse approfondie des études identifiées (notamment sur les effets cancérogénes et
reprotoxiques du 4VCH) est nécessaire pour justifier le choix de I'effet critique et de I’étude.
Des constructions de VTR cancérogéne et reprotoxique pourraient étre envisageées.

4.9 Sec-butyl Ether (s-BE)

Tableau 12 : Sec-butyl ether (s-BE) - VTR par voie orale élaborée par le BE

Effet critique et étude source Dose critique UF* VTR

120

Toxicité sur la fertilité chez des UF,A = 4 (rats)

rats exposés par inhalation au UFy = 5 (population

butanol. ANé

NOAEC =1 771 mg.kg™j* gsgerf"z) 14,8 mg.kgj?

s=

Cox et al. 1975; Gallo et al (subchronique a

1977 (étude 2 générations) chronique)

UF | = 3 (par défaut)
UFp=1 (bonne)

* facteurs d'incertitude (UF) pour les effets systémiques selon TECETOC (2010). UF, = facteur d'incertitude
inter-especes, UFy = facteur d'incertitude interindividuelle, UFs = facteur d'incertitude pour la durée

d’exposition, UF_ = facteur d‘incertitude pour l'utilisation d'un LOAEL, UF, = facteur d‘incertitude pour le
mangue de donnée

Analyse du CES

Pour la voie orale, le BE a choisi comme effet critique la toxicité sur la fertilité en se basant sur une
étude sur le butanol (par « read-across »12).

Pour la voie respiratoire, I'effet critique est celui du DIPE. Le BE a estimé que les deux substances
étaient tres proches d’un point de vue structural.

Le CES confirme gu'il n’existe pas d’étude toxicologique pour ce compose.

12 Méthode des références croisées ou « read-across approach ». Prédiction a partir des données relatives
a une ou des substances de référence appartenant au méme groupe, ou a la méme "catégorie" de
substances par interpolation vers d'autres substances du groupe.
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Le CES «substances » estime que I'approche par «read-across » suivie par le BE ne
permet pas de valider en I'état la VTR élaborée. L'utilisation de cette approche dans la

construction de VTR nécessite une

méthodologiques pour justifier son utilisation.

réflexion plus générale et des compléments

4.10 Acétate d'éthyle, voie respiratoire

Tableau 13 : Acétate d’éthyl - VTR par inhalation pour I'acétate d'éthyle élaborée par le BE

Effet critique et étude source Dose critique UF* VTR
360
NOAEC = 350 ppm
Neurotoxicité - Troubles | .. | UFa = 4 (rats)
comportementaux chez des Justement tempore UFy, =5 (population
rats exposés 99-100 jours par | NOAECaps = 63 ppm (250 x générale) 0,63 mg.m?
inhalation 6/24 x 5I7) UFs = 2 (subchronique | (917 ppm)

Christoph et al., 2003 ;

Ajustement allométrique

a chronique)
UF_ = 3 (utilisation

NOAECsp; Hec = 63 ppm NOAEC)
(63 ppm x1%) UFp= 3 (étude par
défaut)

*facteurs d'incertitude (UF) pour les effets systémiques selon 'TECETOC (2010). UF, = facteur d’incertitude
inter-espéces, UFy = facteur d’incertitude interindividuelle, UFs = facteur d'incertitude pour la durée
d’exposition, UF_ = facteur d‘incertitude pour l'utilisation d’'un LOAEL, UF, = facteur d‘incertitude pour le
manque de donnée

Analyse du CES

a- Choix de l'effet critique
Le BE a choisi comme effet critique la neurotoxicité. L’effet retenu est ici une altération de I'activité

motrice chez les rats exposés.

b- Choix de I'étude
L'étude sélectionnée correspond a une étude de toxicité 90 jours (étude subchronique).

c- Choix de la dose critiqgue
Il n’est pas possible de réaliser de comparaison avec d’autres doses critiques (LOAEC, NOAEC)

car il n'existe pas d’autre étude pour la voie respiratoire.

d- Choix des facteurs d’incertitude
Les facteurs d'incertitude utilisés par le BE ne sont pas conformes a ceux recommandés par

I'’Anses.

La démarche suivie par le BE aboutit & une VTR valide mais trés conservatrice dont le CES
ne recommande pas l'utilisation. Le CES propose de construire une nouvelle VTR.
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5 Conclusions du CES sur la construction des VTR par le
bureau d’études

Le CES souligne l'effort du BE pour réduire I'incertitude de I'Evaluation quantitative des risques
sanitaires (EQRS) en construisant des VTR pour les six substances chimigques qui n’en

possédaient pas. Le CES reconnait aussi la difficulté a construire des VTR lorsque peu de
données toxicologiques sont disponibles.

Analyse de la méthode :

- L'évaluation des risques portait sur des substances pour lesquelles aucune VTR n’était
disponible. Dans un souci de réduction de l'incertitude de 'EQRS, le BE a calculé des VTR
pour 6 substances jugées préoccupantes.

- La méthode appliquée par le BE pour €laborer des VTR pour les substances n’en disposant
pas est une méthode publiée, mais différente de celle recommandée par 'Anses. En effet
les recommandations méthodologiques d’ECETOC different de celles de [I'Anses
notamment pour la détermination des facteurs d’incertitude.

- Dlautres approches non validées ont été proposées par le BE lorsque les données
toxicologiques des substances sont pauvres ou insuffisantes (utilisation de DLs, ou de la
méthode de « read-across »).

- Pour un effet critique portant sur la toxicité sur le développement, la VTR construite est
alors applicable sur une durée d'exposition court terme (de quelques heures a une
semaine). Selon les recommandations de I’Anses, aucun facteur d’'incertitude pour la durée
d’exposition n'aurait du étre appliqué.

Analyse des valeurs proposées

L’analyse des VTR proposées par le BE pour chacune des substances pour les voies d’exposition
orale et respiratoire a permis de classer les valeurs en deux catégories en fonction de la qualité de
la valeur, de son utilisation dans la présente EQRS et de la possibilité de développer une VTR
selon les criteres recommandés par I'Anses :

1- Les substances et les voies d’expositions pour lesquelles le choix de la démarche est en
cohérence avec le référentiel ECETOC mais ne correspond pas aux méthodes préconisées par
'Anses. Le CES ne peut retenir les VTR proposées. Les substances concernées sont les
suivantes (tableau 14) :
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Tableau 14 : substances et les voies d’expositions pour lesquelles le choix de la démarche est en
cohérence avec le référentiel ECETOC

Substance

Voie
d’exposition

Points critiques

Avis du CES

Tert-butanol

Respiratoire

Effet critique et choix des
facteurs d'incertitude, durée
d’'application de la VTR

Condition d’application non
conforme

Tert-butanol

Orale

Effet critique et choix des
facteurs d'incertitude, durée
d’'application de la VTR

Condition d’application non
conforme

Acétate d'éthyle

Respiratoire

Choix des facteurs
d'incertitude

Approche conservatrice

Diisobutyléne

Respiratoire

Effet critique (mort des

Effet non protecteur : non

Sec-butyl Ether

respiratoire

animaux) pertinent pour le calcul d'une VTR
N , Effet critique (mort des Effet non protecteur : non
Diisopropyl éther Orale , i
animaux) pertinent pour le calcul d'une VTR
Orale et Approche par read across a Approche non évaluée par

partir d’'une autre substance

I'’Anses

2- Les substances et les voies d’exposition pour lesquelles le CES a identifié des données non
prises en compte par le BE. Une analyse plus compléete des données est nécessaire. |l n’est pas
possible d’approuver en I'état les VTR.

Une recherche bibliographique complémentaire, ainsi qu’une analyse des études identifiées, sont
nécessaires pour justifier le choix de I'effet et de I'étude. Les substances concernées sont (tableau

15):

Tableau 15 : substances et les voies d’exposition pour lesquelles une analyse plus compléte des

données est nécessaire

Substance

voie d’exposition

Points critiques

Avis du CES

Diisobutyléne

Orale

Etude non publiée

Pas d’acces a I'étude

Diisopropyl éther

Respiratoire

Effet critique et dose
critique (a expliciter)

Nécessité de I'analyse de
I'étude de cancérogénicité

4-vinylcyclohexéne

Orale
et

Respiratoire

Effet critique et dose
critique (a expliciter)

Choix de I'effet critique :

cancérogéne classé 2B par le

CIRC
reprotoxique
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6 Conclusions de I'expertise collective partie |

A la premiére question posée par la saisine, a savoir I'examen de la construction des VTR et de
leurs conditions d'utilisations, le comité d’experts considére qu'a lissue de cette analyse, la
démarche suivie par le BE est cohérente avec le référentiel qu’il a choisi (ECETOC, 2010) tant
dans la démarche générale que dans l'application de la méthode. Cependant, cette démarche
comporte des différences méthodologiques importantes par rapport aux recommandations de
'Anses. En conséquence, les VTR élaborées par le BE soumises a I'expertise de I'Anses ne
peuvent pas étre validées en I'état.

Le CES propose la construction de VTR pour I'ensemble des composés en s’appuyant sur les
guides d’élaboration des VTR publiés par I'Anses. Les données disponibles pour le sec-butyl éther,
le diisobutylene (voie respiratoire) et le diisopropyl éther (voie orale) étant limitées, la possibilité de
construction de VTR pour ces substances est incertaine.
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Partie Il - Construction de valeurs toxicologiques de références par
I’ANSES
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1 Construction de VTR par ’ANSES

Comme rappelé au 82 de la partie 1, I'élaboration des VTR suit une approche tres structurée et
exigeante qui implique des évaluations collectives s’appuyant sur le jugement d’experts (Anses,
2010).

Cette méthode a débuté par une recherche bibliographique.Afin de réaliser ces constructions de
VTR, les monographies ou rapports suivants ont été dans un premier temps consultés : ECHA, US
EPA, ATSDR, IARC, ... Les renseignements apportés par ces monographies ont été complétés
par d’autres rapports concernant les substances et par des articles complémentaires en réalisant
une recherche sur les différents moteurs de recherche : Pubmed, Toxnet.

Une analyse des données disponibles a été menée pour chacune des substances et voie
d’exposition afin de préciser les études de qualité et d’évaluer les effets critiques et doses critiques
utilisables pour I'élaboration de VTR.

De maniéere générale, I'analyse des données bibliographiques disponibles pour les substances
concernées a mis en évidence qu'il existe actuellement peu d’études pour chacune d’entre elles et
gu’il s’agit donc d’exploiter au mieux les données disponibles. Dans ces conditions, la construction
de VTR est un exercice difficile.

Lorsque les données ont été évaluées comme insufisantes, il n'a pas été possible de construire de
VTR. Lorsque des données étaient disponibles, seules celles dont la qualité et la pertinence ont
été jugées satisfaisantes ont été retenues pour la construction de VTR. Dans ces conditions,
seules les VTR jugées possibles ont été construites.
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2 VTR du Tert-Butanol

2.1 VTR pour lavoie orale

2.1.1 Choix de I'effet critique et de I'étude clé

2.1.1.1 Etudes subchronigues

Le NTP a réalisé des études de toxicité subchroniques (13 semaines) chez le rat Fisher et la
souris B6C3F1 (voie orale) (NTP, 1995) qui suivent les principes de bonnes pratiques de
laboratoire (BPL).

Des rats Fisher (10 animaux par doses et par sexe) ont été exposeés via I'eau de boisson au TBA
pendant 13 semaines (7 jours par semaine) aux doses de 0, 230, 490, 840, 1520 et
3610 mg.kg pc™.j* pour les males et 0, 290, 590, 850, 1560 et 3620 mg.kg pc™.j* pour les
femelles.

Les auteurs ont observé une toxicité rénale chez les males et les femelles (augmentation du poids
absolu et relatif des reins) a toutes les doses. Chez les méles, 'examen histopathologique a révelé
gue cette toxicité était liée a [Il'accumulation de gouttelettes hyalines contenant
l'alpha-2 microglobuline. L’alpha-2 microglobuline est une protéine de faible poids moléculaire qui
est sécrétée exclusivement chez le rat male adulte. La toxicité rénale induite par ce mécanisme est
spécifique a I'animal et non transposable a 'THomme (Borghoff et al., 2001). Chez le rat femelle, on
ne peut pas écarter une toxicité rénale puisque cette augmentation statistiquement significative du
poids relatif des reins est associée a une néphropathie (définie par le NTP comme une
augmentation de la régénération de I'épithélium tubulaire) & partir de 850 mg.kg pc?j?

(correspondant a un LOAEL).

Une toxicité hépatique chez les méles et les femelles (augmentation statistiquement significative
du poids relatif du foie) a été observée respectivement & partir de 490 et 590 mg.kg pc™.j*

Les auteurs ont également observé une hyperplasie de I'épithélium de la vessie chez les méles a
la dose de 3 610 mg.kg pc™j*

Le NTP n’a pas observé de toxicité sur les fonctions reproductrices males (poids des testicules,
motilité spermatique, morphologie des spermatozoides, ...) et femelles (durée du cycle cestral).

Des souris B6C3F1 (10 animaux par dose et par sexe) ont été exposées via I'eau de boisson au
TBA pendant 13 semaines (7 jours par semaine) aux doses de 0, 350, 640, 1590, 1940 et
8 210 mg.kg pc™.j* pour les males et 0, 500, 820, 1 660, 6 430 et 11 620 mg.kg pc™.j* pour les
femelles.

Les auteurs ont observé une toxicité rénale (augmentation du poids absolu et relatif des reins) a
partir de 3 940 et 11 620 mg.kg pc™.j* chez les méles et les femelles.
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Une toxicité hépatique chez les méles et les femelles (augmentation statistiquement significative
du poids relatif du foie) a été observée respectivement & partir de 3 940 et 11 660 mg.kg pc™.j™.

Le NTP n’a pas observé de toxicité sur les fonctions reproductrices méales (poids des testicules,
motilité spermatique, morphologie des spermatozoides,...) mais a noté une augmentation
significative de la durée du cycle cestral chez les femelles a la dose de 11 620 mg.kg pc™.j™.

2.1.1.2 Etudes chronigues et de cancérogénese

Le NTP a réalisé une étude de cancérogénese chez le rat Fisher et la souris B6C3F1 (voie orale)
(NTP 1995) qui suit les principes de bonnes pratiques de laboratoire (BPL).

Des rats Fisher (60 animaux par dose et par sexe) ont été exposés via I'eau de boisson au TBA
pendant 104 semaines (7 jours par semaine) aux doses de 0, 90, 200 et 420 mg.kg pc™.j* pour les
males et 0, 180, 330 et 650 mg.kg pc™.j* pour les femelles.

Les auteurs ont observé une toxicité rénale (augmentation statistiquement significative du poids
absolu et/ou relatif du poids des reins) a toutes les doses pour les femelles (LOAEL =
180 mg.kg pc™.j™) et & partir de 200 mg.kg pc™.j* chez les males.

Parmi les autres effets significatifs observés sur les reins chez les rats femelles, les auteurs ont
décrit une inflammation, une hyperplasie des tubules rénaux, une hyperplasie de I'épithélium ainsi
gu’une augmentation dose dépendante de la sévérité de la néphropathie (Tableau 16).

La mesure de la sévérité de la néphropathie comprenait I'observation de I'épaississement du
tubule et des membranes glomérulaires, des foyers basophiles de I'épithélium tubulaire, agrégats
de cellules inflammatoires mononuclées dans des zones de fibroses interstitielles et sclérose
glomérulaire.

Tableau 16 : Effets observés sur le rein chez les rats femelles F344 exposées au TBA pendant deux
ans (NTP, 1995)

Pourcentage
d’augmentation H lasi H lasi
Dose poids relatif du . yperpiasie YPETPIASI® | ggyerité de la
K 11y | rein (par rapport Inflammation des tubules de ey
(mg.kg pc™.") aupgrougg rénaux I’épithélium phrop
témain)
0 0 2/50 0/50 0/50 1,6
180 14* 3/50 0/50 0/50 1,9*
330 21* 13/50** 0/50 3/50 2,3*
650 42* 17/50** 1/50 17/50* 2,9*

*p<0,05 (Mann Whitney U test)

**p<0,01

% le NTP a calculé une moyenne de la sévérité des lésions (le score était repartit de la maniére suivante chez les
animaux affectés: 1 = minime; 2 = léger; 3 = modéré; 4 = prononcé
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Chez les males, une augmentation significative des carcinomes et adénomes tubulaires a été
décrite (4/50, 13/5013, 18/50 et 12/50). L'accumulation de gouttelettes hyalines contenant
l'alpha-2 microglobuline au niveau des tubules rénaux a conduit a une cytotoxicité. Une
prolifération cellulaire prolongée aurait lieu par compensation, puis par la promotion de cellules
initiées aboutirait a I'apparition de tumeurs dans les tubules rénaux (Borghoff et al., 2001, Dill et
al., 2003, Swenberg & Lehman-McKeeman, 1999). L'alpha-2 microglobuline est une protéine de
faible poids moléculaire qui est sécrétée exclusivement chez le rat méale adulte. Le CES considere
gue cet effet qui est retrouvé chez le rat méle exclusivement n’est pas transposable a I'Homme.

Les souris B6C3F1 (60animaux par dose et par sexe) ont été exposées via I'eau de boisson au
TBA pendant 104 semaines (7 jours par semaine) aux doses de 0, 540, 1080, 1590, et
2770 mg.kg pc™.j* pour les males et 0, 510, 1020 et 2110 mg.kg pc™.j* pour les femelles.

Une augmentation significative d’animaux atteints d’hyperplasie des follicules thyroidiens a été
décrite chez les méales (5/60, 18/59*, 15/59*, et 18/57*) et chez les femelles (19/58, 28/60, 33/59%,
et 47/59*%). Chez les femelles, une augmentation du nombre d’adénomes et/ou de carcinomes des
follicules thyroidiens a été jugée significative a la dose de 2 110 mg.kg pc™.j* (2/58, 3/60, 2/59 et
9/59*). Selon I'IARC (1999), les rongeurs sont plus sensibles que I'Homme a linduction de
tumeurs de la thyroide en raison de déséquilibres hormonaux qui provoquent des niveaux de TSH
élevées. Comme pour le phénobarbital, le TBA provoquerait une induction enzymatique qui
affecterait le métabolisme des hormones thyroidiennes. Les niveaux circulants des hormones T3
et T4 diminueraient ce qui provoquerait par un mécanisme compensatoire I'augmentation de TSH
conduisant a une prolifération des follicules thyroidiens et éventuellement a la formation de tumeur
au niveau de la thyroide (OCDE, 2002 ; Mcgregor, 2010). Le CES considére que cet effet sur la
thyroide (hyperplasie des follicules thyroidiens et adénome et/ou carcinome des follicules
thyroidiens) qui est retrouvé chez la souris femelle, n’est pas transposable a 'Homme (OCDE,
2002).

2.1.1.3 Etudes de génotoxicité

Concernant la génotoxité, les différents tests génotoxiques in vivo et in vitro ont montré que le TBA
n'était pas génotoxique (NTP, 1995 ; US EPA, 2013 ; McGregor, 2010) (Tableau 17).

13 p<0,05
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Tableau 17 : Résumé des tests de génotoxicité sur le TBA (extrait de McGregor, 2010)

Table 7. Genetic toxicity results obtained with ferr-butanol.

3 _Results”
Without exogenous With exogenous

Test system mitabolic system metabollc system Dose” (LEDor HID)  Reference
Salrienclla tvphinririien = = 1,000 pig/plate Hiils AG [19789)
TALMED, TAQE, TAIS3T, TAIS3E
reverse mutation
Salmonclia typllrmirinem - - 7,800 pg/plate EGEG Mason ( 1981a)
TALDD, TASE, TALI53T, TALS3E
reverse mutation

Satmonclia fyphimurium “ " 1900 pg/plate EGE&G Mason (1981a)
TALS35 reverse mutation
Salmaoanclia r_'.'p.l'rfnmrfum ~ = 1 03 R0} pl.g.'p!:l-ld,- Y.a:iglrr etal. (1987)

TAM, TASE, TALS35, TAIS3T,
TAL538 reverse mutation

Salmaonelin r_-.',la.lrl'nmrl'um 3 4 750 p.p_-"pl.:lw Willizms-Hill =t al.
TALO2, reverse mutation [1999]

Salmaonella typleinuiriem - - 5,000 pg/ plate McGregor et al. (2005)
TALOR reverse mutations

Single cell gel electrophoresis [comet] assay, i NT 1 mM Tang et al. {1999)
human HL-60 leuksemia cells in vitro

Crrne mutatiorn, meolise I_\.‘I:I:IFI]:IL‘IJ!I:I. L5178Y * = 17,000 |1:||:g."l11] EGERG Mason | I.'!'Iﬂlh:l
cells, ik locus in vitro

Gene mutation, mouse mphoma LS178Y - - 5,004 gy mil MicGregor et al. [ 1988)
cells, ik locus In vitro

Sister-chromatid exchange, Chinese F 1 - 7 8040 mg/ml EGE&G Mason (1981c)
hamster ovary CHO cells in vitro

Sister-chromatid 1';u'!|:|.ngr. Chiniese = = 5,000 |1g."|1'|| NTP (1995)

hamster OWILTY CHO cells in vitro

Chromosomal aberrations, Chinese = = 5,000 pg/ml NTP({ 1995)

hameter ovary CHO cells in vitro

DA adducts, male Kunming mouse liver, 4 0.1 gl b 1 puo Yuan et al. (2007)
kidney and hung cells in viva

Micronucleus formation, male and female $0mg/ml drinking NTP (1995)

BECIF] mouse Fl!'lil'l!l.l,"r:ﬂ blood cells in vivo water for 173 weeks

L FHJhiIiTI.'; :|1f.'|_q.'|.1j\'|.~; MNT, ot vested,
FLED, lowest effective dose: HID, highest ineflective dose,
Fesule of ilu!:'!w:::h'n! tests in tw labsoratories,
= A lower |1|.|.rj|!:.' ";||:|:p]:: gave a xignii:ir.'mt FEApOnSE in thi absence of S99 mix at 7,800 ;lu-’ml..
““Considered an invalld technigue (see bext).

2.1.1.4 Etudes sur la reproduction et le développement

Le CES a analysé I'étude sélectionnée par le BE qui correspond a une étude de reproduction et
développement (étude sur 1 génération) non publiée de Lyondell Chemical Compagny (2004). Le
rapport d’étude a été transmis par I'US EPA a I'Anses. Cette étude a été réalisée par Huntingdon
Life Science en 2004 pour le compte de la société Lyondell Chemical Compagny. Il s'agit d'une
étude de reprotoxicité, qui se rapproche de la ligne directrice de 'OCDE (Essai n° 421: Essai de
dépistage de la toxicité pour la reproduction et le développement) qui suit les principes de bonnes
pratiques de laboratoire (BPL). Des rats Sprague Dawley (12 par sexe et par groupe de doses) ont
été exposés au TBA par gavage a 0, 64, 160, 400, et 1 000 mg.kg pc™.j* pendant 4 semaines
avant I'accouplement. L'exposition a duré au total 9 semaines couvrant ainsi la gestation et la
lactation pour les femelles.

Pour les animaux parents de la génération FO, des examens histologiques ont été réalisés sur les
ovaires, testicules, épididymes, foie et reins sur I'ensemble des animaux. Les autres organes ont
été prélevés et conservés. La fertilité et la gestation ont également été analysées. Pour les F1

I I .. . L E——
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(progéniture), les examens ont porté sur le nombre d'embryons implantés, de corps jaunes, le
nombre de petits vivants a la naissance et les pertes apres implantation, la croissance post-

natale, ...

Cette étude ne rapporte aucun effet sur I'accouplement ni sur la fertilité chez les FO. Seule une

léthargie transitoire a été observée chez les males a 1 000 mg.kg pc™j™.

Pour les F1, une diminution du poids a la naissance a été observée ainsi qu’'une augmentation
statistiquement significative de la mortalité péri-natale (LOAEL & 1 000 mg.kg pc™.j*) (Tableau 18).

Tableau 18 : Effets observés chez la génération F1 (extrait du rapport de Lyondell Chemical

Compagny, 2004)

Dose (mg.kg pc'l.j'l)
0 64 160 400 1000
Moyenne 15,2 13,8 13,5 14,1 10,2*
Nouveaux Ecart type 1,25 1,99 3,99 2,39 5,12
nés vivants Nombre de
par portées portées 11 11 12 12 11
observées
Poids des Moyenne 16,6 17,0 16,7 16,6 14,0
nouveaux Ecart type 1,13 1,53 2,39 1,95 2,08*
pg?%gagn Nombre de
gramme (au ogggr?/: . 11 11 12 12 10
jour 7)
*p<0,01

En conclusion, le CES a décidé de construire deux VTR pour la voie orale :

- une VTR basée sur les effets reprotoxiques. Le CES a considéré comme effet critique la
mort de rats Sprague Dawley nouveau-nés décrite dans le rapport d’étude de Lyondell
Chemical Compagny (2004). Cette VTR est applicable pour des durées d’exposition
courtes (quelques heures a quelques jours)
une VTR chronigue basée sur la toxicité rénale. Le CES a considéré la toxicité rénale
observée chez le rat femelle dans les études du NTP (subchronique et cancérogéne)
comme un effet critique pertinent.
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2.1.2 VTR basée sur les effets reprotoxiques

Le CES rappelle qu’une VTR pour un effet sur le systéme reproductif s’applique pour des
durées d’exposition d’une journée (Afsset, 2007).

2.1.2.1 Choix de la dose critigue

Dans le rapport d’étude de Lyondell Chemical Compagny (2004), le NOAEL identifié était de
400 mg.kg pctj*. Le LOAEL était de 1 000 mg.kg pc™.j” et était associé a une mortalité des rats
nouveaux-nés augmentée d’environ 30 % par rapport au groupe témoin.

2.1.2.2 Calcul de la dose critique

Les données expérimentales établies sur la diminution du nombre de nouveaux-nés vivants a la
naissance ont pu étre modélisées a l'aide des modéles mathématiques utilisés par le logiciel
Proast (Proast software version 38) élaboré par le RIVM afin d’établir une Benchmark dose (BMD)
(Erreur ! Source du renvoi introuvable.). S’agissant d’'une variable continue (mesure d'une
variable biologique), I'une des principales difficultés lors de la construction d’'une BMDL concerne
le choix de la BMR (Benchmark Response level), c'est-a-dire le choix de la modification maximale
tolérée comme étant physiologique (ou non néfaste) pour le parametre étudié (ici, nombre de
nouveaux-neés vivants a la naissance).

Selon les recommandations de 'US EPA (US EPA, 2000), la BMD et la BMDL peuvent étre
calculées a partir d’'une réponse correspondant & un changement dans les résultats d’'un écart-type
par rapport a la moyenne des témoins14. Pour le groupe témoin, la moyenne du nombre total de
nouveaux-nés vivants par portée a la naissance était de 15,2 et I'écart type de 1,25 ce qui
correspond a une diminution de nombre nouveaux-nés de 8% (arrondie a 10%). Ainsi, le CES
« Substances » a choisi de retenir comme BMR une diminution de 10 % du nombre nouveaux-nés
vivants a la naissance par rapport au groupe témoin.

14 La BMD calculée correspond souvent & un excés de risque, ou une diminution par rapport au groupe
témoin approximatif de 10 %.
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Figure 1 : Modélisation de la diminution du nombre de nouveaux nés vivants ala naissance en
fonction de la dose d’exposition de la mére

Lors de la détermination de la BMDL, plusieurs modéles mathématiques ont été testés. La
méthode d’ajustement du modéle aux données est le maximum de vraisemblance. Le niveau de
confiance associé a la BMDL est de 90% (one side).

Dans le cas du TBA, le modele s’ajustant le mieux aux données expérimentales est le modéle
exponentiel. Les valeurs des BMD (ou CED) et BMDL (ou CEDL) sont respectivement de 237 et
de 173,2 mg.kg™j*

2.1.2.3 Ajustement allométrique

Pour tenir compte de la variabilité inter-espéces, un ajustement allométrique a été réalisé et a
permis de calculer une dose équivalente humaine (HED = Human Equivalent Dose) a l'aide de
I'équation suivanteld :

. . 1/4
Poids animal j

Dose équivalente Homme = Dose animal x 8
Poids homme

Le poids moyen des rats (femelle) correspondant au poids des femelles en fin de gestation est de
400 g (cf. table 7 page 65 du rapport de Lyondell Chemical Compagny, 2004). Celui utilisé pour
’'Homme pour le calcul est de 70 kg.

15 Cette équation est issue des recommandations de I'US EPA (US EPA, 2006).

page 44 /103 Février 2015



Anses e rapport d’expertise collective Saisine « VTR Berre I'étang » - n°2014-SA-0110

Soit une dose critique BMD1goLg00 HeD = 47,6 mg.kg pc™.j*

2.1.2.4 Choix des facteurs d’incertitude

Le calcul de la VTR a partir de la BMDL pep a été effectué a l'aide des facteurs d’incertitude
suivants (Afsset, 2007) :

- Variabilité inter-especes (UF,): pour tenir compte de la variabilité inter-espéces, un
ajustement allométrique a été réalisé et a permis de calculer une concentration équivalente
humaine, & l'aide de I'équation précédemment citée. Pour tenir compte de la variabilité
toxicodynamique et des incertitudes résiduelles, un facteur d'incertitude supplémentaire a
été fixé a 2,5 selon les recommandations de PISSC (PISSC, 2005) et sur la base des
pratiques de I'Anses.

UFA—TD = 2,5

- Variabilité interindividuelle (UF,) : le facteur 10 est appliqué par défaut pour tenir compte de
la variabilité au sein de I'espece.
UFy =10
- Facteur d'incertitude lié a l'usage d’'une BMDjqy (UFg) : une valeur de 3 peut étre retenue
lorsqu'une BMDjgqLooo €St calculée pour un effet reprotoxique (Afsset 2007). Pour cette
VTR, la valeur de la BMD1gylgos (173 mg.kg pc'l.j'l) établie est inférieure a la valeur du
NOAEL (400 mg.kg pc™.j%). Le CES considére que la valeur de 1 est suffisante pour cet UF.

UFg =1

Tableau 19 : VTR basée sur les effets reprotoxiques pour la voie orale du tert-butanol

Effet critique Dose critique UF VTR

Mort de rats nouveau-nés
peu apreés leur naissance VTR = 1,90 mg.kg pctj?

Rapport d’étude de

Lyondell Chemical BMDlO%LgO%_lz_i?S mg.kg 25
Compagny (2004) : étude pc
de reprotoxicité chez des UFat0 =25
rats Sprague Dawley Ajustement allométrique UFy =10 , _
, _ Niveau de confiance :
exposés 9 semaines (4 BMD109L90% Hep = UFg=1
; 1.1 Moyen/fort
semaines avant 47,6 mg.kg pc™.j

'accouplement, puis sur la
période couvrant ainsi la
gestation et la lactation
pour les femelles)
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Le niveau de confiance global moyen/fort a été attribué a cette VTR reprotoxique par voie orale en
se basant sur les critéres suivants :

- hnature et qualité des données : fort
L'analyse bibliographique a révélé qu'il existait un corpus de données sur le TBA,
notamment avec les études du NTP.

- choix de l'effet critique et mode d’action : moyen
Cet effet n'a été observé que dans une seule étude

- choix de I'étude clé : fort
L’étude est tres bien décrite et s’approche de la ligne directrice OCDE 421 (qui suit les
principes de bonnes pratiques de laboratoire)

- choix de la dose critique : moyen
Il n'a pas été possible de modéliser la relation dose réponse, et aucune BMD n’a pu étre

mis en évidence.

2.1.3 VTR chronique

2.1.3.1 Choix de la dose critigue

Dans I'étude du NTP (1995), le LOAEL identifié était de 180 mg.kg pc™.j*. Ce LOAEL était associé
a une augmentation de la sévérité de la néphropathie dose dépendante (Tableau 16).

Les données expérimentales fournies par le NTP ne suffisent pas pour établir une Benchmark
dose (BMD). S’agissant d’'une variable continue, le NTP ne précise pas I'écart type associé a la
moyenne de la sévérité de la néphropathie pour chaque groupe de doses.

La dose critique est donc le LOAEL de 180 mg.kg pc™.j*

2.1.3.2 Ajustement allométrique

Pour tenir compte de la variabilité inter-especes, un ajustement allométrique a été réalisé et a
permis de calculer une dose équivalente humaine (HED = Human Equivalent Dose) a l'aide de
I'équation suivantel6 :

. . 1/4
Poids animal j

Dose équivalente Homme = Dose animal x| ——
Poids homme

Le poids moyen des rats (femelle) pris est de 303 g correspondant au poids des femelles en fin
d’étude (cf. moyennes des poids de tous les animaux table 6 page 39 du NTP, 1995). Celui utilisé
pour 'Homme pour le calcul est de 70 kg.

Soit une dose critique LOAEL nep = 46 mg.kg pc™j™

16 Cette équation est issue des recommandations de 'US EPA (US EPA, 2006).

page 46/ 103 Février 2015



Anses e rapport d’expertise collective Saisine « VTR Berre I'étang » - n°2014-SA-0110

2.1.3.3 Choix des facteurs d'incertitude

Le calcul de la VTR a partir du LOAEL 4ep a été effectué a I'aide des facteurs d’'incertitude suivants
(Afsset, 2007) :

- Variabilité inter-especes (UF,): pour tenir compte de la variabilité inter-espéces, un
ajustement allométrique a été réalisé et a permis de calculer une concentration équivalente
humaine, & l'aide de I'équation précédemment citée. Pour tenir compte de la variabilité
toxicodynamique et des incertitudes résiduelles, un facteur d’'incertitude supplémentaire a
été fixé a 2,5 selon les recommandations de PISSC (PISSC, 2005) et sur la base des
pratiques de I'Anses.

UFA—TD = 2,5

- Variabilité interindividuelle (UFy) : le facteur 10 est appliqué par défaut pour tenir compte de
la variabilité au sein de I'espéece.

UFy =10

- UF_: ce facteur d'incertitude est appliqué lorsque la dose critique a été déterminée a partir
d'un LOAEL

UFL=3

Tableau 20 : VTR chronique pour la voie orale du tert-butanol

Effet critique Dose critique UF VTR
Toxicité rénale chez le rat | LOAEL = 180 mg.kg pc™.j 75 VTR = 600 pg.kg pc™j*
femelle F344 !
Rapport d’étude du NTP UFam =25
(1995) : etude de Ajustement allométrique UFy =10 Niveau de confiance :
cancérogeénicité LOAEL yep = 46 mg.kg pc UF =3 Moyen/fort
l-j_l

Le niveau de confiance global moyen/fort a été attribué a cette VTR reprotoxique par voie orale en
se basant sur les critéres suivants :

- nature et qualité des données : fort
L'analyse bibliographique a révélé qu’il existait un corpus de données sur le TBA,
notamment avec les études du NTP.

- choix de I'effet critique et mode d’action : moyen
Cet effet n'a été observé que dans une seule espéce (rat)

- choix de I'étude clé : fort
Il s’agit d'une étude de cancérogénicité du NTP détaillée (qui suit les principes de bonnes
pratiques de laboratoire)
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- choix de la dose critique : faible
Seul, un LOAEL a pu étre déterminé a partir de relation dose réponse.

2.2 VTR pour lavoie respiratoire

2.2.1 Choix de I'effet critique et de I'étude clé

2.2.1.1 Etudes subchronigues

Le NTP (1997) a reéalisé des études 13 semaines par inhalation chez des rats Fisher et des souris
B6C3F1. Dans ces études, des examens hématologiques et des analyses biochimiques ont été
pratiqués sur I'ensemble des animaux ainsi qu'un examen histopathologique complet sur différents
organes (foie, reins, ovaires, testicules,...). Une évaluation des fonctions reproductives méle et
femelle a également été réalisée.

Des rats Fisher (10 animaux par doses et par sexe) ont été exposés par inhalation au TBA
pendant 13 semaines (6 heures par jour, 5 jours par semaine) aux concentrations de 0, 134, 272,
542, 1 080 et 2 101 ppm.

Des souris B6C3F1 (10 animaux par doses et par sexe) ont été exposées par inhalation au TBA
pendant 13 semaines (6 heures par jour, 5 jours par semaine) aux concentrations de 0, 134, 272,
542,11 080 et 2 101 ppm.

Les auteurs n'ont observé aucune toxicité sur les fonctions reproductrices males (poids des
testicules, motilité spermatique, morphologie des spermatozoides,...) et femelles (durée du cycle
cestral) chez les souris comme chez les rats.

Les auteurs ont observé une toxicité rénale chez les rats méales. L’'examen histopathologique des
reins n'a été réalisé que sur le rat male révélant une néphropathie. L’'examen histopathologique
des reins (réalisé dans I'étude NTP voie orale, cf. supra) avait révélé que cette toxicité était lice a

laccumulation de gouttelettes hyalines contenant [l'alpha-2 microglobuline. L'alpha-2
microglobuline est une protéine de faible poids moléculaire qui est sécrétée exclusivement chez le
rat male adulte. La toxicité rénale induite par ce mécanisme est spécifique a I'animal et non
transposable a 'Homme.

Chez les méres, les auteurs ont décrit une diminution du poids corporel & 5 000 ppm, ainsi qu'une
diminution significative de I'activité locomotrice (démarche instable) & partir de 2 000 ppm.

2.2.1.2 Etudes sur la reproduction et le développement

Pour la construction de la VTR respiratoire, le bureau d’'études avait choisi comme étude clé la
toxicité sur la reproduction et le développement (Nelson et al., 1989). L’effet retenu était une
altération de I'activité locomotrice chez les rates exposées ainsi qu'une diminution du poids des
foetus a la naissance.

Dans I'étude de Nelson et al. (1989), des rates Sprague Dawley (15 a 20 par concentration) ont
été exposées a 0, 2 000, 3 500 et 5 000 ppm de TBA, 7 heures par jour pendant la gestation (du
jour 1 au jour 19). Les animaux ont été sacrifiés le jour 20.
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Chez les méres, des observations cliniques (consommation de nourriture, et d'eau, mesure du
poids corporel,...) ont été réalisés. Le nombre de corps jaunes, le nombre d'implantations, le
nombre et les pourcentages de foetus vivants, morts et de résorptions ont également été comptés.
Chez les méres, les auteurs ont décrit une diminution de poids corporel a 5 000 ppm, ainsi qu’une
diminution significative de I'activité locomotrice (démarche instable) & partir de 2 000 ppm.

Les auteurs ont observé une augmentation statistiquement significative des
variations/malformations squelettiques a partir de 2 000 ppm chez les faetus, mais pas chez les
portées.

Les auteurs ont également décrit une diminution significative du poids des fcetus a partir de
2 000 ppm (Tableau 21).

Tableau 21 : Résumé des effets sur le développement observés apres exposition au TBA (Nelson et

al., 1989)
Concentration (ppm)
0 2 000 3500 5 000
Poids des males 3,4+0,21 3,1+0,19* 3,0 +0,24* 2,3+0,34*
(mfoosgfn 0 femelles 3,2+ 0,23 2,9 +0,20* 2,8 + 0,20* 2,2 +0,34*
Nombre de foetus
atteints/Nombre 18/96 35/104* 53/103* 76/83*
de foetus observés
Malformations Nombre de
squelettiques portées
atteintes/Nombre 10/15 14/17 14/14 12/12
de portées
observées

*p<0,05 (moyenne + écart type)

Les auteurs n'ont pas identifié d’autre effet néfaste sur d’autres fonctions ni organes.

Selon les lignes directrices de 'OCDE (ligne directrice 414), le CES a considéré la portée comme
unité pour l'analyse des résultats et n'a pas retenu comme effet critique l'augmentation des
malformations squelettiques chez les foetus puisqu’elle n’était pas significative. Il faut noter
également que le poids de foetus n'a pas été catégorisé par portée et qu'il n’est donc pas possible
de retenir cet effet comme critique.

Dans l'analyse de I'étude de Nelson et al. (1989), le NTP (1997) ne considere pas ces effets
observés chez le feetus (malformations squelettiques et diminution du poids foetal) comme
significatif.

En conclusion, les études portant sur la voie respiratoire (Nelson et al., 1989 ; NTP, 1997) sont
une étude sur la reproduction et une étude subchronique (13 semaines). Le CES considére que
les effets mis en évidence dans ces deux études (altération de I'activité locomotrice chez le rat
femelle, toxicité rénale chez le rat méle) ne sont pas pertinents a retenir comme effet critique pour
I'élaboration d’'une VTR pour la voie respiratoire.
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La diminution significative de l'activité locomotrice (démarche instable) a partir de 2 000 ppm est
juste mentionnée par les auteurs sans étre décrite en détail (Nelson et al., 1989). D’autre part, cet
effet n’a pas été rapporté par le NTP (étude 13 semaines).

La toxicité rénale observée chez le rat male est spécifique a I'animal et non transposable a
’Homme (NTP, 1997).

2.2.2 VTR chronique

2.2.2.1 Choix de la dose critigue et calcul de la VTR

En I'absence d'étude chronique sur la voie respiratoire, et de I'absence d’effet critique retrouvé
dans les études subchroniques, une transposition voie a voie est proposée pour construire une
VTR chronique pour la voie respiratoire a partir de I'étude de cancérogénicité du NTP (1995), dont
le LOAEL identifié était de 180 mg.kg pc™.j*. Ce LOAEL était associé & une augmentation de la
séverité de la néphropathie dose dépendante chez le rat femelle (Tableau 16).

Ce calcul est basé sur une hypothése d'absorption de 100% pour la voie orale et la voie
respiratoire (pour I'Homme comme pour I'animal). La dose critique établie chez 'Homme est
convertie en concentration critique en utilisant un volume d’air respiré sur 24 heures de 20 m* pour
un poids moyen de 70 kg (ECHA, 2012).

VTR voie respiratorie = VTR orale X 70 kg/20 m3

Tableau 22 : VTR chronique pour la voie respiratoire du tert-butanol

Effet critique Dose critique UF VTR
Toxicité rénale chez le rat | LOAEL =180 mg kg pcty 75 VTR =2,1mg.m*
femelle F344
P . P UFA—TD = 2,5
Rapport d’étude du NTP | Ajustement allométrique UE. = 10
(1995) : étude de | LOAEL wep = 46 mg.kg pc U; __ 3 Niveau de confiance :
1:1 L —

cancérogeénicité j Faible

Le niveau de confiance d’'une VTR construite par extrapolation voie a voie basée sur I'nypothése
par défaut d'une absorption de 100% pour la voie orale et la voie respiratoire (pour I'Homme
comme pour I'animal) est considéré comme faible.

2.3 Conclusion pour le Tert-Butanol

Une VTR reprotoxique pour la voie orale a été élaborée au regard des effets observés chez
'animal (mortalité péri natale) d’apres le rapport d’étude de Lyondell Chemical Compagny (2004).
Dans l'analyse de I'étude de Nelson et al. (1989) (étude par inhalation), aucune mortalité peri
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natale n'a été décrite. Le CES a estimé qu’il n'était donc pas pertient d’élaborer une VTR
reprotoxique pour la voie respiration par extrapolation a partir de la VTR par voie orale.

Pour la construction des VTR chroniques voies orale et respiratoire, la toxicité rénale chez le rat
femelle F344 (NTP, 1995) a été retenue comme effet critique.

Le CES a écarté les effets cancérogénes du TBA estimant que les tumeurs sur les reins et la
thyroide décrites dans I'étude du NTP (1995) étaient spécifiques a I'animal et non transposable a
’'Homme. D’autre part, 'ensemble des tests de génotoxicité montre que la substance n'est pas
génotoxique ou géenotoxique uniguement a des doses ou a des concentrations supérieures ou
égales a celles induisant des effets cytotoxiques et qu'en l'absence d’effets cancérogenes
pertinents, il a été décidé de ne pas élaborer une VTR pour les effets cancerogenes sans seuil.
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3 VTR du Diisobutyléne (DIBE)

Il n'existe pas de données bibliographiques publiées pour ce composé.

Le CES note qu’il n'existe que deux études pour ce composé réalisées par Huntingdon Life
Science (1997a, b). Dans le rapport d’évaluation de risque (« Risk Assessment Report » ou RAR)
de I'Union européenne (UE RAR, 2008), la toxicité hépatique a été considérée comme effet
critique en se basant sur I'étude de Huntingdon Life Science (1997a).

Le CES s’est appuyé sur ce rapport (UE RAR, 2008) afin d’élaborer les VTR orales et respiratoires
pour le DIBE en ayant eu acces aux détails des études qui sont disponibles sur le site de 'ECHA
(http://echa.europa.eu/information-on-chemicals).

3.1 VTR pour lavoie orale

3.1.1 Choix de I'effet critique et de I'étude clé

3.1.1.1 Etude subchronique

L’étude de Huntingdon Life Science (1997a) suit la ligne directrice de 'OCDE (Essai n° 407 :
Toxicité orale a doses répétées - pendant 28 jours sur les rongeurs et qui suit les principes de
bonnes pratiques de laboratoire (BPL). Des rats Sprague Dawley pré-puberes (5 par sexe et par
groupe de dose) ont été exposés au DIBE par gavage & 0, 100, 300 et 1 000 mg.kg pc™.j* pendant
28 jours (étude subchronique).

Dans cette étude, I'ensemble des examens préconisés dans la ligne directrice OCDE Essai n° 407
ont été pratiqués: évaluations neurocomportementales, examens hématologiques, analyses
biochimiques. Un examen histopathologique complet a été pratiqué sur les tissus et organes de
tous les animaux (comprenant foie, reins, ovaires, testicules,...).

Le seul effet rapporté a été une augmentation statistiquement significative du poids (absolu et
relatif) du foie et des reins (chez les males et les femelles) & la dose de 1 000 mg.kg pc™.j* mais
sans lésions histopathologiques. Un NOAEL de 300 mg.kg pc™.j* a donc été établi sur la base de
cet effet.

Dans cette étude, la toxicité rénale observée chez le rat male n’est pas liée a I'accumulation de
gouttelettes hyalines contenant I'alpha-2 microglobuline. L’alpha-2 microglobuline est sécrétée
exclusivement chez le rat aprés la puberté. Ce type de néphrotoxicité ne devrait pas apparaitre
chez les rats pré-pubéres utilisés dans I'étude de toxicité 28 jours.
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3.1.1.2 Etudes sur la reproduction et le développement

L'étude de Huntingdon Life Science (1997b) est une étude de reprotoxicité qui suit la ligne
directrice de 'OCDE (Essai n° 421: Essai de dépistage de la toxicité pour la reproduction et le
développement) et qui suit les principes de bonnes pratiques de laboratoire (BPL). Des rats
Sprague Dawley (10 par sexes et par groupe de doses) ont été exposés au DIBE par gavage a 0,
100, 300 et 1 000 mg.kg pc™.j* pendant 15 jours avant I'accouplement. L’exposition a continué
pendant la gestation et jusqu’au troisieme jour de lactation pour les femelles et 6 semaines pour
les méles.

Des examens histologiques ont été réalisés sur les ovaires, les testicules, les épididymes, les reins
et le foie sur 'ensemble des animaux. Les autres organes ont été prélevés et conservés. Cette
étude ne rapporte aucun effet sur la reproduction, la progéniture, la croissance post-natale. Selon
le RAR, le NOAEL pour les effets reprotoxiques serait de 1 000 mg.kg pc™.j™.

Une toxicité rénale (augmentation absolue et relative du poids des reins) sur le rat male a été
observée a partir de la dose d'exposition de 300 mg.kg pc™.j’. L'examen histopathologique a
révélé que cette toxicité était liée a I'accumulation de gouttelettes hyalines contenant I'alpha-2
microglobuline. L’alpha-2 microglobuline est une protéine de faible poids moléculaire qui est
sécrétée exclusivement chez le rat male adulte. La toxicité rénale induite par ce mécanisme est
spécifique au rat et non transposable a I’'Homme.

En conclusion, comme le RAR, le CES a considéré comme effet critique la toxicité hépatique et
rénale en se basant sur I'étude de Huntingdon Life Science (1997a).

3.1.2 VTR chronique

3.1.2.1 Choix de la dose critigue

Un NOAEL de 300 mg.kg pc™.j* a donc été établi sur la base de la toxicité hépatique et rénale
observée dans I'étude de Huntingdon Life Science (1997a).

Il n'a pas été possible d'établir une BMD a partir de cette étude. Le site de 'ECHA ne fournissait
pas I'ensemble des données nécessaires a la modélisation de la relation dose réponse.

3.1.2.2 Ajustement allométrique

Pour tenir compte de la variabilité inter-espéces, un ajustement allométrique a été réalisé, et a
permis de calculer une dose équivalente humaine (HED = Human Equivalent Dose), a l'aide de
I'équation suivantel? :

17 Cette équation est issue des recommandations de I'US EPA (US EPA, 2006).
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. . 1/4
Poids animal j

Dose équivalente Homme = Dose animal x| ——
Poids homme

Le poids moyen des rats de I'étude était de 120 g (animaux pré pubéres). Celui utilisé pour
I’'Homme pour le calcul est de 70 kg.

Soit une dose critique NOAEL yep = 61 mg.kg pc™.j*

3.1.2.3 Choix des facteurs d’incertitude

Le calcul de la VTR a partir du NOAELep a été effectué a I'aide des facteurs d’'incertitude suivants
(Afsset, 2007) :

- Variabilité inter-especes (UF,): pour tenir compte de la variabilité inter-espéces, un
ajustement allométrique a été réalisé et a permis de calculer une concentration équivalente
humaine, & l'aide de I'équation précédemment citée. Pour tenir compte de la variabilité
toxicodynamique et d’incertitudes résiduelles, un facteur d’incertitude supplémentaire a été
fixé & 2,5 selon les recommandations de PISSC (PISSC, 2005) et sur la base des pratiques
de I'Anses.

UFA—TD = 2,5

- Variabilité interindividuelle (UFy) : le facteur 10 est appliqué par défaut pour tenir compte de
la variabilité au sein de I'espéce.

UFy =10

- UFs: ce facteur d'incertitude est appliqué lorsque la dose critique a été déterminée a partir
d’études subchroniques et que la VTR s’applique pour des expositions chroniques

UFs =3

Tableau 23 : VTR chronique pour la voie orale du diisobutyléne

Effet critique Dose critique UF VTR

Toxicité hépatique et

) . _ EE
rénale (augmentation du | NOAEL= 30? mg.kg pc™j VTR = 0,8 mg.kg pc

poids relatif du foie et des 75
reins)
Ajustement allométrique UF, =25
Huntingdon Life Science | NOAEL HEDT __611 mg.kg pc’ UF, =10 Niveau de confiance :

(1997 a) : étude de
toxicité répétée chez des
rats Sprague Dawley

J UFs=3 Moyen/faible

Le niveau de confiance global moyen/faible a été attribué a cette VTR chronique par voie orale en
se basant sur les criteres suivants :
- hnature et qualité des données : faible
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3.2

L’analyse bibliographique a révélé qu'il existait que deux études (Huntingdon Life Science
1997a,b).

choix de I'effet critique et mode d’action : faible

Cet effet pourrait étre un effet adaptatif (absence de lésions histopathologique aux niveaux
hépatique et rénal)

choix de I'étude clé : moyen

Il s’agit d'une étude qui suit les lignes directrices OCDE, et qui suit les principes de bonnes
pratiques de laboratoire (BPL). Cerpendant elle n'est pas décrite dans sa totalité sur le site
de 'ECHA.

choix de la dose critique : moyen

Un couple NOAEL/LOAEL a pu étre déterminé.

VTR pour la voie respiratoire

3.2.1 VTR chronique

3.2.1.1 Choix de la dose critique et calcul de la VTR

En I'absence d’étude sur la voie respiratoire, une transposition voie a voie a été proposée pour
construire une VTR chronique pour la voie respiratoire.

Ce calcul est basé sur une hypothése d’absorption de 100% pour la voie orale et la voie
respiratoire (pour 'Homme comme pour l'animal). La dose critique établie chez 'Homme est
convertie en concentration critique en utilisant un volume d’air respiré sur 24 heures de 20 m* pour
un poids moyen de 70 kg (ECHA, 2012).

VTR voie respiratorie = VTR orale X 70 kg/20 m3

Tableau 24 : VTR chronique pour la voie respiratoire du diisobutyléne

Effet critique Dose critique UF VTR

Toxicité hépatique et

rénale (augmentation du 3
. . . VTR =3 mg.m
poids relatrlg_du foie et des | NoAEL= 300 mg.kg pcj’ 75
ins)
Ajustement allométrique UFa=25
Huntingdon Life Science UF, =10 Niveau de confiance -

(1997 a) : étude de
toxicité répétée chez des
rats Sprague Dawley

NOAEL yep= 61 mg.kg pctj? _
UFs=3 Faible

Le niveau de confiance d’'une VTR construite par extrapolation voie a voie basée sur I'hnypothése
par défaut d'une absorption de 100% pour la voie orale et la voie respiratoire (pour I'Homme
comme pour I'animal) est considéré comme faible.
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3.3 Conclusion pour le Diisobutyléne

Deux VTR chroniques (orale et respiratoire) ont été élaborées au regard des effets observés chez
'animal.

La VTR respiratoire a été construite par une transposition voie a voie (transposition voie orale a
voie respiratoire).
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4 VTR du Diisopropyl éther (DIPE)

4.1 Choix de I'effet critique et de I’étude clé

Le CES a identifié une étude de cancérogeénicité réalisée chez le rat (voie orale) (Belpoggi et al.,
2002) outre I'étude subchronique par voie respiratoire chez le rat utilisée par le BE (Dalbey et
Fueston, 1996).

4.1.1 Exposition par voie orale

4.1.1.1 Etude chronique

Aprés une exposition par gavage au DIPE pendant 78 semaines (1 fois par jour, 4 jours par
semaine) chez les rats Sprague Dawley (100 animaux par dose et par sexe) aux doses de 0, 250
et 1 000 mg.kg pc™.j*, Belpoggi et al. (2002) ont observé une augmentation significative des
tumeurs multiples, malignes ou bénignes chez les deux sexes dans des tissus distants du site
d’administration (Belpoggi et al., 2002). Les auteurs déclarent que leur étude est BPL.

Parmi les tumeurs malignes, les auteurs ont identifié€ une augmentation significative, dans les deux
sexes de néoplasmes du systéme lymphoreticulaire (5).

Tableau 25 : Synthése des effets cancérogénes du DIPE administré par gavage (Belpoggi et al., 2002)

HEMOLYMPHORETICULAR NEOPL ASIAS AND THEIR DISTRIBUTION BY HISTOCYTOTYPE

Animals with hemolymphoreticular neoplasias

Daily dose Lymphoblastic Lymphoblastic  Lymphocytic Lymphoimmunoblastic Histiocytic sarcoma/  Myeloid

Group (mgkgb.w. _Animals Total® lvmphumi leukemia __!m;_g_]_g_a_h_ lymphoma® monocytic leukemia® leukemia!
No. inoliveoil) Sex No. No. % No. % No. % No Y% No. % No. % No. %
I 1,000 M 100 31 31.07* 2 65 0 - 0 - 22 710 7 226 0 -
F 100 41° 4107% 1 24 0 - 1 2.4 33 80.5 8 19.5 0o -
M+F 200 72° 36.0 3 42 0 - 1 1.4 55 76.4 15 20.8 o -
1 250 M 100 27 270°* 2 74 0 - 0 - 20 74.1 5 18.5 0o -
F 100 28 28,0 " I 36 0 . 6 21.4 15 536 5 179 1 36

M+F 200 53 27.5 3 55 0 . 6 10.9 35 63.6 10 18.2 1 18

i 0¢ M 100 17 17.0 0 - 0 - ] 13 76.5 3 17.6 1 59
F 100 7 7.0 3 429 0 - 0 3 42,9 1 14.3 0o -

M+F 200 24 12.0 3 125 0 - 0 16 66.7 4 16.7 1 42

® Percentages refer to the number of animals at start
b Percentages refer to the total number of animals bearing hemolymphoreticular neoplasias
¢ Two animals bore a lymphoimmunoblastic lymphoma and histiocytic sarcoma
4 Olive oil alone
) p= 0.05 using 1} test
- p= 0.01 usingftesi
* p<0.05 using Cochrane-Armitage test for dose-response relationship

#¢ 1<0.01 using Cochrane-Armitage test for dose-response relationship
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4.1.2 Exposition par voie respiratoire

Dalbey et Fueston (1996), rapportent des résultats de deux études différentes par inhalation mais
dans un méme article.

4.1.2.1 Etude subchronigue

Dans la premiére étude de toxicité subchronique, des rats Sprague-Dawley (14 par concentration
et par sexe) ont été exposés a 0, 480, 3 300 et 7 100 ppm (0, 2 000, 13 800 et 29 700 mg.m™) de
DIPE (pureté 91-95%), 6 heures par jour, 5 jours par semaine pendant 13 semaines. Cette étude
se rapproche de la ligne directrice OCDE 413. Cette étude a été cotée 2 (selon la cotation de
Klimish18) sur le site de 'TECHA. Les études (cotation 1 et 2) considérées comme valides.

Les auteurs ont décrit que le foie et les reins étaient les seuls organes pour lesquels des
modifications statistiquement significatives (augmentation du poids absolu avaient été observées
dans les deux sexes (Tableau 26). Des changements morphologiques étaient associés a ces
augmentations du poids du foie, a savoir une hypertrophie des cellules hépatiques chez les males
et les femelles & la plus forte concentration. lls n’ont pas identifié d’autre effet néfaste sur d’autres
fonctions ni organes.

Tableau 26 : Résumé des effets sur le foie et les reins observés aprés exposition au DIPE (Dalbey et
Fueston, 1996)

Concentration (ppm)
0 480 3300 7100
Poids (g) 449 + 34 466 + 34+ 482 + 32+ 462 + 36
Ratsmales | poigs du foie (g) 12,3+1.3 12,8+1,5 15,4 + 1,1* 16,9 + 2,2*
Poids des reins (g) | 2,86 + 0,36 2,96 +0,33 3,24 0,27 3,26+0,43"
Poids (g) 276 + 24 280+ 19* 276+ 17 280 + 17
Poids des reins (g) |  1,81+0,15 1,79+0,11 1,90+0,15 1,94+0,18*

*p<0,05 ; (moyenne + écart type)

4.1.2.2 Etude sur la reproduction et le développement

Dans la seconde étude (étude dite sur le développement), des rates Sprague-Dawley (22 par
concentration) ont été exposées a 0, 430, 3 095 et 6 745 ppm (0, 1 800, 12 940 et 28 200 mg.m™>)
de DIPE (pureté 91-95%), 6 heures par jour pendant la gestation (du jour 6 au jour 15). Les
animaux ont été sacrifiés le jour 20. Cette étude se rapproche de la ligne directrice OCDE 413.
Cette étude a été cotée 2 (selon la cotation de Klimish19) sur le site de 'ECHA. Les études
(cotation 1 et 2) sont considérées comme valides.

18 Ce systéme repose sur une cotation des études expérimentales en tenant compte de la fiabilité des
études (méthodes standardisées, BPL) et le détail de description de la publication.

19 Ce systéme repose sur une cotation des études expérimentales en tenant compte de la fiabilité des
études (méthodes standardisées, BPL) et le détail de description de la publication.
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Chez les meres, les auteurs ont identifié une diminution de poids corporel (mesuré entre les jours
de gestation 6 a 16) aux concentrations 3 095 et 6 745 ppm.

Chez les feetus, les auteurs ont observé des variations/malformations squelettiques se traduisant
par une augmentation statistiquement significative du nombre de cétes rudimentaires (au niveau
de la c6te numéro 14) aux concentrations 3 095 et 6 745 ppm.

Aucune étude de toxicité chronique ou de cancérogénicité n’est disponible chez 'Homme comme
chez 'animal par inhalation.

En conclusion,

- l'étude de toxicité subchronique (par inhalation) montre que le DIPE peut entrainer une
toxicité hépatique et rénale. Le CES propose de construire une VTR chronique pour la voie
respiratoire a partir des résultats I'étude de Dalbey et Fueston (1996) ;

- l'étude sur le développement (par inhalation) montre que le DIPE peut entrainer des
malformations chez le feetus (Dalbey et Fueston, 1996). Le CES propose de construire une
VTR reprotoxigue pour la voie respiratoire a partir des résultats presentés ;

- l'étude de cancérogenese (par voie orale) a montré que le DIPE pouvait entrainer des
tumeurs du systeme lymphoréticulaire. Aucune étude de génotoxicité (in vivo comme in
vitro) n'a pu étre retrouvée pour le DIPE. Dans une logique protectrice préconisée par les
recommandations de I'Anses (Anses, 2010). Le CES propose de construire une VTR sans
seuil pour les voies orales et respiratoires pour les effets cancérogenes induits par cette
substance

4.2 VTR chronique

4.2.1 VTR chronique pour la voie respiratoire

Le CES a construit une VTR chronique pour la voie respiratoire basée sur 'augmentation du poids
du foie est associée a une hypertrophie des cellules hépatiques chez les males et les femelles.

4.2.1.1 Choix de la dose critique

Le Tableau 29 résume les effets sur les reins et le foie retrouvés dans I'étude de Dalbey et Fueston
(1996).

Pour la construction d’'une BMD, selon les recommandations de I'EFSA (EFSA 2009) (pour un effet
critique portant 'augmentation et/ou la diminution du poids d’'un organe, un BMR de 5% par défaut
est préconisé pour les données continues (cf. chapitre 5.2 «For continuous data the BMR could be
defined in various ways. The recommended default value is a BMR of 5%»).

Lors de la détermination de la BMDL, plusieurs modéles mathématiques ont été testés. La
méthode d’ajustement du modele aux données est le maximum de vraisemblance. Le niveau de
confiance associé a la BMDL est de 90% (one side).
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Dans le cas du DIPE, le modéle s’ajustant le mieux aux données expérimentales est le modéle
Hill. Les valeurs des BMC (ou CED) et BMCL (ou CEDL) sont respectivement de 1 870 et de
1461 ppm.

H2-CED: a * (1 - X¥(b+X))

version: 38.0
T | legik 41.72
var- 0.0132
3 T.45

CED- 1870

9.5
1

b: -39320
o b| CES 005
T conv : 1
sfx: 1
dtype : 10

selected © all
removed:
none

8.5
1

CEDL 1481
CEDU 2877

7.5

7.0

T I T T T T T T

0 1000 3000 5000 7000
DOSE

Figure 2 : Modélisation de 'augmentation du poids du foie chez les femelles d’aprés I'étude de
Dalbey et Fueston (1996)
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4.2.1.2 Ajustements

e Ajustement allométrique
L'objectif est de réduire la valeur de l'incertitude sur la variabilité inter-espéce afin de déterminer
une concentration équivalente humaine (HEC). Pour la voie respiratoire, 'US EPA a développé
différents ajustements dosimétriques qui sont réalisés en fonction des propriétés physicochimiques
de la substance inhalée (particules ou gaz, fortement solubles ou peu solubles dans 'eau) et du
site ol sont observés les effets critiques (respiratoires ou extra-respiratoires) conduisant a
différentes équations (US EPA, 1994).

D’aprés les recommandations de 'US EPA (1994), le DIPE doit étre considéré comme un gaz de
catégorie 3 (toxicité systémique). Ainsi, I'ajustement allométrique appliqué par défaut pour un gaz
de catégorie 3 est le suivant :

BMCsoLgos Hec= BMCisoLgnss X (HO/Q)rar / (HB/Q)Homme
Avec (Hb/g) : coefficient de partage sang/air du DIPE
HEC : human equivalent concentration

Les coefficients de partage sang/air du DIPE pour ’'Homme et le rat n’étant pas connus, I'US EPA
propose de retenir la valeur par défaut de 1. En effet, les données de la littérature indiquent que le
coefficient de partage sang/air chez I'animal est plus élevé que celui chez 'Homme (US EPA,
1994).

e Ajustement temporel

Les animaux ont été exposés 6 heures par jour, 5 jours sur 7. Pour tenir compte de la discontinuité
de I'exposition, un ajustement temporel a été effectué :

BMCsy,Lo0ss Hec aps = BMCsoslooss Hec X (6/24) X (5/7) = 261 ppm

4.2.1.3 Choix des facteurs d’incertitude

Le calcul de la VTR & partir de la BMDsoLooy a été effectué a l'aide des facteurs d’incertitude
suivants (Afsset, 2007) :

- Variabilité inter-espéces (UF,): pour tenir compte de la variabilité inter-espéces, un
ajustement allométrique a été réalisé et a permis de calculer une concentration équivalente
humaine, a l'aide de I'équation précédemment citée. Pour tenir compte de la variabilité
toxicodynamique et d’incertitudes résiduelles, un facteur d’'incertitude supplémentaire a été
fixé a 2,5 selon les recommandations de PISSC (PISSC, 2005) et sur la base des pratiques
de 'Anses.

UFA—TD = 2,5
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- Variabilité interindividuelle (UFy) : le facteur 10 est appliqué par défaut pour tenir compte de
la variabilité au sein de I'espéce.

UF, =10

- UFs: ce facteur d’incertitude est appliqué lorsque la dose critique a été déterminée a partir
d’études subchroniques et que la VTR s’applique pour des expositions chroniques

UFs =3

Tableau 27 : VTR chroniquepar voie respiratoire pour le diisopropyl éther

Effet critique Concentration critique UF VTR
BMCsolog, =1 461ppm 75 .
Toxicité hépatique VTR = };1;_)5 mg.m’
Ajustement allométrique son s> pem
UF,=25
Dalbey et Fueston 1996 : BMCsLoos Hec= 1 461 ppm UE. = 10
étude 13 semaines chez H= . .
UFs=3 Niveau de confiance

des rats Spraque Dawley Ajustement temporel
BMCso,Lg0% HEC ADJ = 261 ppm

Moyen

Le niveau de confiance global moyen a été attribué a cette VTR reprotoxique par voie orale en se
basant sur les critéres suivants :
- hnature et qualité des données : faible
L’analyse bibliographique a révélé qu'il existait qu’une étude.
- choix de l'effet critique et mode d’action : moyen
L'augmentation du poids du foie est associée a une hypertrophie des cellules hépatiques
chez les méles et les femelles.
- choix de I'étude clé : moyen.
Cette étude a été cotée 2 (selon la cotation de Klimish20) sur le site de 'TECHA. Les études
(cotation 1 et 2) sont considérées comme valides.
e choix de la dose critique : fort
Une modélisation de la relation dose réponse a pu étre réalisée et une BMC a pu étre
déterminée.

4.2.2 VTR chronique pour la voie orale

En I'absence d'étude sur la voie orale, une transposition voie a voie est proposée pour construire
une VTR chronique pour la voie orale.

Ce calcul est basé sur une hypothése d’absorption de 100% pour la voie orale et la voie
respiratoire (pour 'Homme comme pour I'animal). La concentration critique établie chez 'Homme

20 Ce systéme repose sur une cotation des études expérimentales en tenant compte de la fiabilité des
études (méthodes standardisées, BPL) et le détail de description de la publication.
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est convertie en dose critique en utilisant un volume d’air respiré sur 24 heures de 20 m* pour un
poids moyen de 70 kg (ECHA, 2012).

VTR voie orale — VTR voie respiratoire x 20 m3 /70 kg

Tableau 28 : VTR par voie orale pour le diisopropyl éther

Effet critique Concentration critique UF VTR

BMCseLgo, = 1 461 ppm

. o VTR = 4 mg.kg pc™j*
Ajustement allométrique 75

BMCsoLooo Hec= 1 461 ppm

Toxicité hépatique

UFr=25
Dalbey et Feuston 1996 : . _
étude 13 semaines chez Alustement temporel UFy = 10 : q .
des rats Spraque Dawley BMCso,Lgo% HEC ADI = UFs=3 Niveau de confiance
261 ppm faible

Extrapolation voie a voie

Le niveau de confiance d’'une VTR construite par extrapolation voie a voie basée sur I'hypothese
par défaut d’'une absorption de 100% pour la voie orale et la voie respiratoire (pour 'Homme
comme pour I'animal) est considéré comme faible.

4.3 VTR basée sur les effets sur le développement

Le CES rappelle qu’une VTR pour un effet sur le developpement s’applique pour des durées
d’exposition d’'une journée (Afsset, 2007).

4.3.1 VTR pour la voie respiratoire

4.3.1.1 Choix de la dose critique

Le Tableau 299 résume les variations/malformations squelettiques (augmentation significative du
nombre de cotes rudimentaires) retrouvées dans I'étude de Dalbey et Fueston (1996).

Tableau 29 : Relation entre la concentration d’exposition et 'augmentation nombre de cotes
rudimentaires chez les foetus et les portées Dalbey et Fueston (1996)

Concentration d’exposition (ppm)
0 430 3095 6 745
Nombre de feetus atteints 4 6 20 33
Nombre de feetus examinés 309 334 312 345
Nombre de portées atteintes 1 4 7 13
Nombre de portées examinées 20 21 21 22

Selon les lignes directrices de 'OCDE (ligne directrice 414 « Etude de la toxicité pour le
développement prénatal »), le CES considere la portée comme unité pour I'analyse des résultats.
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4.3.1.2 Calcul de la dose critique

La relation entre 'augmentation de portées atteintes et la concentration journaliere d'exposition a
au DIPE (Tableau 29) a été modélisée avec le logiciel BMDS 2.1.1 de I'US EPA pour I'élaboration
d’'une Benchmark Concentration (BMC).

L'objectif de la démarche est d'estimer la concentration correspondant a un niveau de réponse
défini ou & un pourcentage défini de réponse supplémentaire par rapport au témoin. Ce niveau ou
ce pourcentage est appelé BMR pour Benchmark Response level. C’'est majoritairement la BMCL,
autrement dit la limite inférieure de l'intervalle de confiance de la BMC, qui est considérée comme
dose repere. Les données expérimentales ont été ajustées par les modeles développés par
'US EPA pour des données dichotomiques (modéeles gamma, logistique, multi-étapes, probit,
Weibull,...)21. Le modeéle log logistique a été retenu pour I'estimation de la limite inférieure de
l'intervalle de confiance a 95% d’'une dose correspondant & une augmentation de 5% de la
réponse?22 par rapport au groupe non exposé (Figure 2).

Les concentrations critiques calculées sont :
BMCsy, = 311 ppm
BMC5% Logso, = 173 ppm

21 identification du modele le plus adapté passe par la détermination a I'aide du logiciel de deux variables :
- La p-value: Lorsque cette derniére est supérieure a 0,1, le modéle utilisé est considéré non
significativement différent de la réalité ; le modéle est donc adapté aux données.

- L’AIC (Akaike Information Criterion) est un critére permettant de sélectionner le modeéle le plus adapté pour
la détermination de la BMD ou de la BMC, le modéle présentant I'AIC le plus faible étant retenu.

22 e seuil de 5% est recommandé par 'Anses pour la construction des VTR sur des effets sur le
developpement.
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Log-Logistic Model, with BMR of 5% Extra Risk for the BMD and 0.95 Lower Confidence Limit for the B
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Figure 3 : Courbe concentration réponse a partir de I'étude Dalbey et Feuston (1996)

4.3.1.3 Ajustements

e Ajustement allométrique

L'objectif est de réduire la valeur de l'incertitude sur la variabilité inter-espéce afin de déterminer
une concentration équivalente humaine (HEC). Pour la voie respiratoire, 'US EPA a développé
différents ajustements dosimétriques qui sont réalisés en fonction des propriétés physicochimiques
de la substance inhalée (particules ou gaz, fortement solubles ou peu solubles dans 'eau) et du
site ol sont observés les effets critiques (respiratoires ou extra-respiratoires) conduisant a
différentes équations (US EPA, 1994).

D’apres les recommandations de 'US EPA (1994), le DIPE doit étre considéré comme un gaz de
catégorie 3 (toxicité systémique). Ainsi, I'ajustement allométrique appliqué par défaut pour un gaz
de catégorie 3 est le suivant :

BMCsy Losos nec= BMCsos Losos animai X (HB/Q)rat / (HD/G)Homme
Avec (Hb/g) : coefficient de partage sang/air du DIPE

HEC : human equivalent concentration

Les coefficients de partage sang/air du DIPE pour 'lHomme et le rat n’étant pas connus, 'US EPA
propose de retenir la valeur par défaut de 1. En effet, les données de la littérature indiquent que le
coefficient de partage sang/air chez I'animal est plus élevé que celui chez 'lHomme (US EPA,
1994).
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Ajustement temporel

Les animaux ont été exposés 6 heures par jour. Pour tenir compte de la discontinuité de
I'exposition, un ajustement temporel a été effectué :

BMCso, Loso Hep aps = BMCsep Losy vep X (6/24) = 43,25 ppm

4.3.1.4 Choix des facteurs d’incertitude

Le calcul de la VTR a partir de la BMCsylLoso, Hep @ €té effectué a l'aide des facteurs d’incertitude
suivants (Afsset, 2007) :

Variabilité inter-especes (UF,): pour tenir compte de la variabilité inter-espéces, un
ajustement allométrique a été réalisé et a permis de calculer une concentration équivalente
humaine, a l'aide de I'équation précédemment citée. Pour tenir compte de la variabilité
toxicodynamique et d’incertitudes résiduelles, un facteur d’'incertitude supplémentaire a été
fixé a 2,5 selon les recommandations de PISSC (PISSC, 2005) et sur la base des pratiques
de 'Anses.

UFA—TD = 2,5

Variabilité interindividuelle (UFy) : le facteur 10 est appliqué par défaut pour tenir compte de
la variabilité au sein de I'espece.

UFy =10

Tableau 30 : VTR reprotoxique par voie respiratoire pour le diisopropyl éther

Effet critique Concentration critique UF VTR

Augmentation du nombre
de cotes rudimentaires

BMCso Loso, = 173 ppm 3
VTR =7,2 mg.m’
soit 1,73 ppm
Ajustement allométrigue 25

Dalbey et Feuston 1996 :
étude sur le développement
(exposition du 6°™ au 15°™
jour de la gestation) chez
des rats Spraque Dawley

BMCsy Losos Hec= 173 ppm

Ajustement temporel
BMCso Losy HED ADI =

43,25 ppm

UFA=2,5
UFy =10

Niveau de confiance

Moyen

Le niveau de confiance global moyen a été attribué a cette VTR reprotoxique par voie orale en se
basant sur les critéres suivants :

- nature et qualité des données : faible

L'analyse bibliographique a révélé qu'il existait qu’'une étude.

- choix de l'effet critique et mode d’action : moyen

Cet effet est un effet tératogene bien décrit par les auteurs.
- choix de I'étude clé : moyen
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- Cette étude a été cotée 2 (selon la cotation de Klimish23) sur le site de 'lECHA. Les études
(cotation 1 et 2) sont considérées comme valides.

- choix de la dose critique : moyen
Une modélisation de la relation dose réponse a pu étre réalisée et une BMD a pu étre
déterminée.

4.3.2 VTR pour la voie orale

En I'absence d'étude sur la voie orale, une transposition voie a voie est proposée pour construire
une VTR sur le développement pour la voie orale.

Ce calcul est basé sur une hypothése d'absorption de 100% pour la voie orale et la voie
respiratoire (pour 'Homme comme pour I'animal). La concentration critique établie chez I'Homme
est convertie en dose critique en utilisant un volume dair respiré sur 24 heures de 20 m* pour un
poids moyen de 70 kg (ECHA, 2012).

VTR voie orale — VTR voie respiratoire x 20 m3 /70 kg

Tableau 31 : VTR reprotoxique par voie orale pour le diisopropyl éther

Effet critique Concentration critique UF VTR

Augmentation du nombre BMCsy Losw = 173 ppm
de cbtes rudimentaires VTR =2 mg.kg pc™j*
Ajustement allométrique

Dalbey et Feuston 1996 ; | BMCsy Losy ec= 173 ppm 25
étude sur le
développement Ajustement temporel UFA=25
(exposition du 6°™ au BMCesy, Losos HED AD) = UF, =10 Niveau de confiance
15°™ jour de la gestation) 43,25 ppm Faible
chez des rats Spraque
Dawley y

Extrapolation voie a voie

Le niveau de confiance d’'une VTR construite par extrapolation voie a voie basée sur I'nypothése
par défaut d'une absorption de 100% pour la voie orale et la voie respiratoire (pour I'Homme
comme pour I'animal) est considéré comme faible.

23 Ce systéme repose sur une cotation des études expérimentales en tenant compte de la fiabilité des études

(méthodes standardisées, BPL) et le détail de description de la publication.
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4.4 VTR cancérogéene

4.4.1 VTR cancérogéne pour la voie orale

4.4.1.1 Choix de la dose critique

En l'absence d'études sur la génotoxicité du DIPE, par principe de précaution, le CES considére
cette substance comme un cancérogéne possiblement génotoxique donc sans seuil d'effet
toxigue. Selon les recommandations de I'Anses, le CES propose une VTR sans seuil pour les
effets cancérogénes du DIPE.

Le Tableau 322 résume l'augmentation du nombre de femelles développant néoplasmes du
systeme lymphoréticulaire.

Tableau 32 : Relation entre la dose d’exposition et le nombre d’animaux atteints de néoplasmes du
systeme lymphoreticulaire

Doses d’exposition (mg.kg pc™.j")
0 250 1 000

Nombre d’animaux traités (femelles) 100 100 100

Nombre d’animaux atteints de
néoplasmes du systeme 7 28 41
lymphoreticulaire (femelles)

4.4.1.2 Calcul de la dose critique

La relation entre l'augmentation des néoplasmes du systeme lymphoreticulaire et la dose
journaliére d’exposition au DIPE (Tableau 32) a été modélisée avec le logiciel BMDS 2.1.1 de
'US EPA : élaboration d'une Benchmark Dose (BMD).

Le modéle log logistique a été retenu pour I'estimation de la limite inférieure de lintervalle de
confiance a 95% d’'une dose correspondant a une augmentation de 10% de la réponse?4 par
rapport au groupe non exposé (Figure 4).

Les doses critiques calculées sont :

BMD1gy = 163 mg.kg.pc™.j*
BMD1go Lesos = 114 mg.kg.pc™.j*

24 | e seuil de 10% est recommandé par I'’Anses pour la construction des VTR sur des effets cancérogénes.
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Figure 4 : Courbe dose réponse obtenue a partir de I'étude de Belpoggi et al. (1988)

4.4.1.3 Ajustements

e Ajustement temporel

Les animaux ont été exposés 4 jours par semaine pendant 78 semaines au lieu d'une durée
habituelle de 104 semaines (deux ans). Pour tenir compte de la discontinuité de I'exposition, un
ajustement temporel a été effectué :

BMD1g5 Losos aps = 114 x (4/7) x (78/104) = 49 mg.kg.pc™j*

e Ajustement allométrique
Pour tenir compte de la variabilité inter-especes, un ajustement allométrique a été réalisé et a
permis de calculer une dose équivalente humaine (HED = Human Equivalent Dose) a l'aide de
I'équation suivante?> ;

Poids animal }*
Poids homme

Dose équivalente Homme = Dose animal x [

Le poids moyen des rats (femelle) pris par défaut est de 338 g (US EPA 1998). Celui utilisé pour
’'Homme est de 70 kg.

Soit une dose Critique BMD]_O%L95% ADJ HED — 13 mgkg pC_l.j_l

25 Cette équation est issue des recommandations de I'US EPA (US EPA, 2006).
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4.4.1.4 Construction de la VTR sans seuil

Aprés ajustement dosimétrique (détermination de la dose équivalente humaine), I'extrapolation
linéaire a partir d'une BMDjgylgse, (Benchmark Dose) conduit a la détermination d’'une pente
correspondant a I'exces de risque unitaire.

Le calcul de la pente ou excés de risque unitaire se calcule suivant la formule :

Pente = BMR/BMD 10yl os% aps vep = 7,8 10°° (mg.kg pc-*j ™)™

Le Tableau 33 résume la détermination de la VTR sans seuil d’'effet par voie orale du DIPE.

Tableau 33 : VTR cancérogene par voie orale du DIPE

Effet critique Dose critique VTR
A partir des données chez | Aprés extrapolation linéaire a l'origine
'animal
BMD105Los0 = ERU = 7,8 10°(ug.kg p.c.jh?
Néoplasmes du systéme 114 mg.kg pc™tj* L. _ »
lymphoréticulaire (femelle) 13 pg.kg.p.c.j'1 pour un risque de 10

1,3 pg.kg.p.c™.j* pour un risque de 10

Ajustement temporel 0,13 pg.kg.p.c™.j pour un risque de 10°

Belpoggi et al., 2002 : étude BMD109% Losos aps =
de cancérogénése chez le 49 mg.kg.pctj*t
rat Sprague Dawley _ . Niveau de confiance
Ajustement allomeétrique Faible
BMD1095L95% aps HED =
13 mg.kg p.c.j

ADJ : ajustement au temps (4 jours sur 7) ; HED : dose équivalente chez I'Homme ; ERU : excés de risque unitaire

Le niveau de confiance global faible a été attribué a cette VTR cancérogéne par voie orale en se
basant sur les critéres suivants :

nature et qualité des données : faible

L'analyse bibliographique a révélé qu'il existait qu'une seule étude de cancérogénicité. Il n'y
a pas d’étude de génotoxicité.

choix de I'effet critique et mode d’action : faible

L'augmentation du nombre d'animaux développant de néoplasmes du systeme
lymphoréticulaire n'a été observée que dans une seule étude chez une seule espece. De
plus, le mécanisme d’action n’est pas connu.

choix de I'étude clé : moyen

Les auteurs déclarent que leur étude suit les BPL.

choix de la dose critique : faible

Dans cette étude, seules deux doses ont été testées. De plus, le CES a décidé d’établir
une VTR sans seuil comme le préconise la méthode Anses puisque la génotoxicité de ce
produit est inconnue.

page 71/103 Février 2015




Anses e rapport d’expertise collective Saisine « VTR Berre I'étang » - n°2014-SA-0110

4.4.2 VTR cancérogene pour la voie respiratoire

En I'absence d’'étude sur la voie respiratoire, une transposition voie a voie est proposée pour
construire une VTR cancérogéne pour la voie respiratoire.

Ce calcul est basé sur une hypothése d'absorption de 100% pour la voie orale et la voie
respiratoire (pour 'Homme comme pour l'animal). La dose critique établie chez 'Homme est
convertie en concentration critique en utilisant un volume d'air respiré sur 24 heures de 20 m* pour
un poids moyen de 70 kg (ECHA, 2012).

BMD100Lso apy Heo = 13 mg.kg p.c.tj* x 70 kg/20 m®

Tableau 34 : VTR cancérogene par voie respiratoire du DIPE

Effet critique Dose critigue VTR
A partir des données chez I'animal | Apres extrapolation linéaire a
BMD1gosLoses = 114 mg.kg pc™j* I'origine
Néoplasmes du systeme Ajustement temporel ERU=2,210° (ug.m?™

lymphoréticulaire (femelle) | BMD1gy Loses ans = 49 mg.kg.pc™.j*

45 pg.m'3 pour un risque de 10™*

Belpoggi et al., 1988 : étude Ajustement allométrique
de cancérogénése chez le | BMD1gylose apynep = 13 mg.kg p.c.” | 4,5 pg.m” pour un risque de 107
rat Sprague Dawley tit 0,45 ug.m® pour un risque de 10°

Niveau de confiance

Transposition voie a voie .
B Faible

BMC1o%Lg5% apg HED = 45 mg'm-s

ADJ : ajustement au temps (4 jours sur 7) ; HED : dose équivalente chez 'Homme ; ERU : exces de risque unitaire

Le niveau de confiance d’une VTR construite par extrapolation voie a voie basée sur I'hypothése
par défaut d’'une absorption de 100% pour la voie orale et la voie respiratoire (pour 'Homme
comme pour I'animal) est considéré comme faible

45 Conclusion

Six VTR (orales et respiratoires) ont été élaborées au regard des effets observés chez I'animal :
- deux VTR chroniques (orale et respiratoire) a seuil basées sur la toxicité hépatique ;

- deux VTR (orale et respiratoire) sans seuil basées sur les effets cancérogénes (en lien
avec un mécanisme d’action génotoxique sSuppose) ;

- deux VTR reprotoxiques (orale et respiratoire) basées sur les effets sur le développement.
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5 VTR du 4-vinylcyclohexéne (4-VCH)

En 2012, le RAC a proposé une classification comme cancérogéne de catégorie 2 pour le 4-
vinylcyclohexéne ou 4-VCH. Dans son rapport, il analyse I'ensemble des données bibliographiques
disponibles pour le 4-VCH.

5.1 Choix de I'effet critique et de I’étude clé

Le CES «substances » a identifié plusieurs études (subchroniques et chroniques) pour ce
COMpose.

5.1.1 Exposition par voie orale

5.1.1.1 Etudes subchronigues

Le NTP (1986) a réalisé en amont de son étude de cancérogénése des études 13 semaines chez
le rat Fisher et la souris B6C3F1 (voie orale). Ce sont des études qui permettent de déterminer la
plage de doses a tester pour I'étude de cancérogénése. Ces études se suivent les principes de
bonnes pratiques de laboratoire (BPL).

Des rats Fisher (10 animaux par dose et par sexe) ont été exposeés par gavage au 4-VCH pendant
13 semaines (5 jours par semaine) aux doses de 0, 50, 100, 200, 400 et 800 mg.kg pc™j™. Les
auteurs ont observé une toxicité rénale chez les méles (dégénération des tubules proximaux) et
une inflammation de la sous muqueuse de I'estomac (partie non glandulaire) chez les méles et les
femelles (LOAEL = 400 mg.kg pc™.j™).

Des souris B6C3F1 (10 animaux par doses et par sexe) ont été exposées par gavage au 4-VCH
pendant 13 semaines (5 jours par semaine) aux doses de 0, 75, 150, 300, 460 et
1 200 mg.kg pc™.j*. Les auteurs ont observé une toxicité ovarienne (& travers une diminution de
follicules primaires et matures, LOAEL = 1 200 mg.kg pc™.j™.) et une inflammation de I'estomac
chez les méles et les femelles.

5.1.1.2 Etudes de génotoxicité

Le RAC a revu I'ensemble des études de génotoxité (in vitro, in vivo), ces données sont résumées
dans le tableau ci-dessous (tableau 35).
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Tableau 35 : Résumé des études de génotoxité (in vitro, in vivo) pour le 4-VCH (RAC, 2012)

Method

Results

Remarks

Reference

~ OECD guideline 471
S. typhimurium TA 1535, TA
1537, TA 98 and TA 100

with and without metabolic
activation (rat or hamster S9
fractions)

Preincubation protocol

0,3.3, 10, 33, 100, 333, 1,000
pg/plate in DMSO

VCH did not produce increase in
revertants in strains TA100,
TA1535, TA1537, and TA98,
with or without metabolic
activation (rat or hamster S9),
when tested according to the
pre-incubation protocol. Doses
up to 1000 pg per plate were
used for each experiment, except
without metabolic activation
where the highest dose studied
was 333 pug per plate (no
explanation given in the NTP
study report). Cytotoxicity was
observed in TA100 strain
incubated with 1000 pg per
plate, with rat S9.

This study is
considered as valid.

VCH was not
mutagenic in this
bacterial reverse
mutation assay.

NTP, 1986

Mouse lymphoma assay

(without S9: 0, 20, 30, 40, 50, 60,
80, and 120 pg/mL in ethanol;
with S9: 0, 30, 40, 50, 60, 80, 100
and 120 pg/mL in ethanol)
Positive control: MMS (without
S9) and 3-MC (with S9)

Without S9 (duplicate):
Negative
Cytotoxicity : 120 pg/mL

With S9:

1" and 2™ experiment:
equivocal; 3" experiment:
positive

Only tabulated
results available on
the NTP website

NTP, undated

~ OECD guideline 474

Crl:CD BR (Sprague-Dawley) rats
Male and female

5/sex/group

Inhalation study (vapors)

2-day study: 0, 500, 1000, 2000
ppm VCH;

13-week-study: 0, 250, 1000, 1500
ppm VCH

2-day study: 6 h/ day on two
consecutive days

13-week study: 6 h/day, 5
days/week

VCH did not induce micronuclei
in rats after a 2-day or a 13-
week period exposure.

Toxicity:

2-day study:

Clinical signs of toxicity were
noted in rats and included
decreased responsiveness to
sound stimulus, inactivity, and
narcosis/sleep induction during
both exposures in each VCH
treatment group. Animal arousal
occurred within approximatively
10 minutes after cessation of
exposure. No clinical signs of
toxicity were noted in rats prior
to each exposure or during the
recovery period. In rats, body
weights for the 2000 ppm VCH-
exposed group were
significantly lowered at both the
24- and 48-h post-exposure time
points compared to the controls
(102 and 70%, respectively) .
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Only 1000 PCE per
animal were scored
(the actual OECD
474 TG recommends
to score a minimum
of 2000 immature
erythrocytes per
animal for the
incidence of
micronucleated
immature

erythrocytes)

No individual data
available

No historical
negative/positive
control data

Bevan, 2001

Février 2015



Anses e rapport d’expertise collective

Saisine « VTR Berre I'étang » - n°2014-SA-0110

13-week study:

There was no compound-related
mortality in rats exposed to
VCH. Clinical signs of toxicity
were evident in male and female
rats in all VCH-exposure
groups. The most prevalent
signs were lethargy, clear
discharge from the mouth, and
stained fur. Body weight gain
for male rats exposed to 1000
ppm and 1500 ppm VCH were
significantly lower from controls
(12-15% reduction).

~ OECD guideline 474
B6C3F1/CrBR mice

Male and female

5/sex/group

Inhalation study (vapors)

2-day study: 0, 250, 500, 1000
ppm VCH;

13-week-study: 0, 50, 250, 1000
ppm VCH

2-day study: 6 h/ day on two
consecutive days

13-week study: 6 h/day, 5
days/week

VCH did not induce micronuclei
in mice after a 2-day or a 13-
week period exposure. However,
the mean MN/PCE/1000 PCE
for mice exposed to 500 ppm for
2 days was twice as much the
control value at 24-h post-
exposure sampling time.

Toxicity:

2-day study:

Clinical signs of toxicity were
not observed in mice. Body
weight gain for the 1000 ppm
VCH-exposed male mice were
significantly less than controls at
the 24-h post-exposure
timepoint. [

13-week study:

There was significant
compound-related mortality in
mice exposed to VCH. All of the
male mice (10/10) and 5/10
female mice exposed to 1000
ppm VCH died on test days 11
or 12. Three additional high-
dose females died prior to study
completion. No clinical signs of
toxicity were observed in the
250 ppm VCH-exposed mice;
however, tremors and lethargy
were observed in one male and
two female 50 ppm VCH-
exposed mice. Body weight gain
for female mice exposed to 250
ppm VCH were significantly
lower from controls (82%
reduction)

No toxicity observed
in female mice in the
2-d study. Due to the
high mortality and
the high reduction of
body weight gain in
the high-dose female
mice, 250 ppm is
considered as the
MTD in the 13-week
study.

1,3-butadiene (1000
ppm) was used as a
concurrent positive
control substance
(no historical data)

Only 1000 PCE per
animal were scored
(the actual OECD
474 TG recommends
to score a minimum
of 2000 immature
erythrocytes per
animal for the
incidence of
micronucleated
immature

erythrocytes)

No individual data
available

No historical
negative/positive
control data

Bevan, 2001

I I N N .
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Le RAC estime que les données disponibles indiquent un faible niveau de préoccupation (« low
concern ») pour la génotoxicité du 4-VCH. Il note cependant que le principal métabolite du 4-VCH,
le 4 vinyl-cyclohéxene diépoxyde (VCD) est positif dans de nombreux tests de génotoxicité in vitro.
Toujours selon le RAC, le mécanisme d’action par lequel le 4-VCH induirait la cancérogénése
passerait par une déplétion des ovocytes conduisant a des tumeurs ovariennes. Le RAC n’écarte
cependant pas qu’'un mécanisme génotoxigue pourrait également induire ces tumeurs.

Les résultats des études de génotoxicité (in vivo comme in vitro) sur le 4-VCH étant équivoques,
selon les recommandations de I'Anses (Anses 2010), le CES propose de construire une VTR sans
seuil pour les effets cancérogénes induits par cette substance.

5.1.1.3 Etudes de cancérogénese

Le CES a identifié une étude de cancérogénicité réalisée chez le rat Fisher et la souris B6C3F1
(voie orale) (NTP, 1986 ; Collins et al., 1987).

Aprés une exposition par gavage au 4-VCH pendant 103 semaines (5 jours par semaine) de rats
Fisher (50 animaux par dose et par sexe), les auteurs ont observé une tres forte mortalité chez les
males (17/50, 37/50 et 45/50) et chez les femelles (10/50, 22/50 et 36/50) aux doses de 0, 250 et
400 mg.kg™.j’. Les observations et analyses histopathologiques n'ont pas permis de mettre en
évidence une cause a cette mortalité. Méme si l'interprétation des résultats est statistiquement
impossible, des tumeurs ont été observées chez les deux sexes (nhotamment des adénomes et
carcinomes de la glande clitorienne).

Chez les souris B6C3F1, aprés une exposition par gavage au 4-VCH pendant 103 semaines
(5 jours par semaine) (50 animaux par dose et par sexe) & 0, 250 et 400 mg.kg pc™j?, il a été
également observé une forte mortalité chez les méales (13/50, 11/50 et 43/50) et chez les femelles
(10/50, 11/50 et 33/50). Les observations et analyses histopathologiques n'ont pas permis de
mettre en évidence une cause a cette mortalité. Cependant, la survie étant comparable dans les
groupes traités et témoins des souris femelles, il a été possible d’évaluer le potentiel carcinogéne
du 4-VCH.

Les auteurs ont observé une augmentation statistiquement significative du nombre de carcinomes
ovariens ainsi que des tumeurs de cellules de la granulosa ovarienne (LOAEL =
200 mg.kg pctj™h).

5.1.1.4 Etudes sur la reproduction et le développement

Dans une étude sur le développement sur deux générations, Grizzle et al. (1994) ont exposé des
souris CD-1 par gavage a 0, 100, 250 et 500 mg.kg pc™.j* de 4-VCH (40 par sexe pour le groupe
témoin et 20 par sexe et par dose pour les groupes traités) pendant 14 semaines (F0). Cette étude
suit les bonnes pratiques de laboratoire. Les auteurs n’ont pas identifié d’effet significatifsaltérant
la fertilité (les parametres recherchés étaient le pourcentage de fertilité, le nombre de portées par
couple, le nombre de nouveaux-nés vivants par portée, le poids de naissance de nouveaux nés).
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lIs ont ensuite exposé la progéniture (F1) 2614 semaines (a partir de I'age de 22 jours) a 0, 100,
250, et 500 mg.kg™ de 4-VCH (20 par sexe et par dose). Les auteurs ont observé une diminution
du poids corporel chez les deux sexes (entre le jour de naissance 77 et 117), ainsi qu'une
augmentation relative du poids du foie (LOAEL = 500 mg.kg™). Sur les paramétres de la
reproduction, les auteurs ont noté une diminution des follicules en développement et follicules
antraux. Chez les maéles, les auteurs ont montré une diminution de la concentration spermatique
(LOAEL = 500 mg.kg™). Les auteurs concluent qua 500 mg.kg™ le 4-VCH est toxique pour les
follicules ovariens et aurait un effet Iéger sur la spermatogénése mais sans altérer la fertilité.

5.1.2 Exposition par voie respiratoire

5.1.2.1 Etudes subchronigues

Bevan et al. (1996) ont réalisé une étude de toxicité par inhalation (étude toxicité subchronique).
Cette étude suit les principes de bonnes pratiques de laboratoire.

Des rats Sprague-Dawley (10 par concentration et par sexe) ont été exposés a 0, 250, 1 000 et
1 500 ppm de 4-VCH, 6 heures par jour, 5 jours par semaine pendant 13 semaines. Les auteurs
ont observé une léthargie chez les animaux des deux sexes, une augmentation du poids du foie et
des reins dans les deux sexes. lls ont également identifi€ une atrophie ovarienne avec une
diminution du nombre de corps jaunes.

Des souris B6C3F1 (10 par concentration et par sexe) ont été exposeées a 0, 50, 250, et 1 000 ppm
(0, 0,22, 1,11 et 4,42 mg.L") de 4-VCH, 6 heures par jour, 5 jours par semaine pendant
13 semaines. Les auteurs ont décrit qu'une léthargie chez les animaux des deux sexes, une
atrophie testiculaire, une atrophie de la rate chez les femelles. lls ont également retrouvé une
atrophie ovarienne caractérisée par une diminution statistiguement significative (LOAEC a
1 000 ppm) du nombre de follicules (a tous les stades de développement).

5.1.3 Exposition par voie intrapéritonéale

D’autres études ont montré que le 4-VCH avait comme organe cibles I'ovaire, et ceci quelque soit
la voie d’expsotion. A titre d'exemple, I'étude de Hooser et al. (1994)27 (étude par voie
intrapéritonéale) dans laquelle des souris B6C3F1 (10 par groupe) ont été exposées a
800 ug.kg™.j* pendant 30 jours. Aux jours 30, 60, 120, 240 et 360, des femelles ont été sacrifiées
pour un prélevement des ovaires. Les auteurs ont conclu que I'administration de 4-VCH provoque
des dommages irréversibles sur l'ovaire, puisque aucun ovocyte (quelque soit le stade de
développement) n'a été observé a 360 jours (soit 330 jours apres la fin de I'exposition). Comme
conséquence de cette perte de follicule, une augmentation de FSH plasmatique a été mesurée au
méme moment. En effet, la perte des follicules primordiaux et primaires entraine la perte de
rétrocontrdle négatif sur la FSH.

26 | a progéniture a également été exposée pendant la période de lactation au 4-VCH via le lait maternel.
27 Cette étude suit les bonnes pratiques de laboratoire.
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En conclusion, les ovaires semblent donc étre I'organe cible, méme si I'effet n'est observé que
chez la souris. En effet :

- les études subchronique (NTP, 1989 ; Bevan et al.,, 1996) ont montré que le 4-VCH
administré par gavage ou par voie respiratoire peut entrainer une inflammation de
'estomac, une atrophie ovarienne. Le mécanisme d’action supposé pour cet effet serait
une métabolisation du 4-VCH en composés époxydes et/ou diépoxyde (4 vinyl-cyclohéxene
diépoxyde ou 4-VCD) au niveau hépatique. Apres avoir été distribué via la circulation
sanguine au niveau des ovaires, le 4-VCD entraine la destruction des follicules primordiaux
et primaires.

- I'étude de cancérogenése par voie orale a montré que le 4-VCH pouvait entrainer des
tumeurs ovariennes.

Le CES propose de construire une VTR chronique pour les voies orale et respiratoire, mais
également une VTR pour les effets cancérogénes pour les voies orale et respiratoire induits par
cette substance.
Le 4-VCH est classé comme étant un cancérogene possible pour 'Homme (2B) par le Centre
international de recherche sur le cancer (IARC, 1997). Le CES note que les derniéres conclusions
du RAC propose une classification en cancérogéne 2 (2012) et n’a pas proposé de
classification pour la génotoxicité.

5.2 VTR chronique a seuil

5.2.1 VTR chronique pour la voie respiratoire

5.2.1.1 Choix de la dose critigue

L'étude de Bevan et al. (1996) est la seule étude disponible pour établir une VTR sur les effets
pour une exposition par voie respiratoire.

Les auteurs ont mis en évidence une augmentation des atrophies ovariennes chez des souris
B6C3F1 lors d'une exposition pendant 13 semaines au 4-VCH (Tableau 36).

Tableau 36 : Relation entre concentrations en 4-VCH et atrophie ovarienne chez la souris

Concentrations d’exposition (ppm)
0 50 250 1 000*
Nombre de femelle atteinte 5
X ; ; 0 0 0
d’atrophie ovarienne
Nombre de femelles observées 10 10 10 10
p<0,05

Les auteurs ont identifié¢ une NOAEC a 250 ppm sur l'augmentation significative d'atrophie
ovarienne.

Les données présentées dans le tableau ne peuvent pas étre modélisées afin de déterminer une
BMD (on observe un effet sur le groupe exposé a la plus forte concentration).
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5.2.1.2 Ajustements

e Ajustement allométrique
D’apres les recommandations de I'US EPA (1994), le 4-VCH doit étre considéré comme un gaz de
catégorie 3 (toxicité systémique). Ainsi, I'ajustement allométrique appliqué par défaut pour un gaz
de catégorie 3 est la suivante :

NOAEC HEC™ NOAECanimal X (Hb/g)souris/ (Hb/g)Homme
Avec (Hb/g) : coefficient de partage sang/air du 4-VCH
HED : human equivalent dose

Les coefficients de partage sang/air du 4-VCH pour 'Homme et la souris n’étant pas connus,
'US EPA propose de retenir la valeur par défaut de 1. En effet, les données de la littérature
indiquent que le coefficient de partition sang/air chez I'animal est plus élevé que celui chez
'homme (US EPA, 1994).

e Ajustement temporel

Les souris ont été exposées 6 heures par jour et 5 jours par semaine. Pour tenir compte de la
discontinuité de I'exposition, un ajustement temporel a été effectué :

NOAEC HEC ADJ = NOAEC HEC X (6h/24h) X (5]/7]) =45 ppm

5.2.1.3 Choix des facteurs d’incertitude

Le calcul de la VTR a partir de la NOAEC ep apy @ été effectué a l'aide des facteurs d’incertitude
suivants (Afsset, 2007) :

- Variabilité inter-espéces (UF,): pour tenir compte de la variabilité inter-espéces, un
ajustement allométrique a été réalisé et a permis de calculer une concentration équivalente
humaine, a l'aide de I'équation précédemment citée. Pour tenir compte de la variabilité
toxicodynamique et d’incertitudes résiduelles, un facteur d’'incertitude supplémentaire a été
fixé a 2,5 selon les recommandations de PISSC (PISSC, 2005) et sur la base des pratiques
de 'Anses.

UFA—TD = 2,5

- Variabilité interindividuelle (UFy) : le facteur 10 est appliqué par défaut pour tenir compte de
la variabilité au sein de I'espece.
UF, =10
- UFs: ce facteur d'incertitude est appliqué lorsque la dose critique a été déterminée a partir
d’études subchroniques et que la VTR s’applique pour des expositions chroniques
UF;=3
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Tableau 37 : VTR chronique par voie respiratoire pour le 4-VCH

Effet critique Concentration critique UF VTR
LOAEC =1 000 ppm .
Augmentation NOAEC = 250 ppm VTR = 2,7 mg.m’
atrophie ovarienne 75 s0it 0,6 ppm
Ajustement allométrique
Bevan et al. UFat =25
o NOAEC nec = 250 ppm _
(1996) : €tude 13 UFy =10 Niveau de confiance
semaines chez la _ UFs=3
souris Ajustement temporel Moyen/fort
NOAECec aps =45 ppm

Le niveau de confiance global moyen/fort a été attribué a cette VTR reprotoxique par voie orale en
se basant sur les criteres suivants :
- nature et qualité des données : fort
L'analyse bibliographique a révélé qu'il existait de plusieures études sur ce compose.
- choix de l'effet critique et mode d’action : fort
Cet effet est retrouvé dans plusieurs études.
- choix de I'étude clé : fort
Il s’agit d’'une étude bien détaillée qui suit les bonnes pratiques de laboratoire.
- choix de la dose critique : moyen
Une modélisation de la relation dose réponse n'a pas pu étre réalisée, l'effet n'a été
observé que sur le groupe exposé a la plus forte concentration.

5.2.2 VTR chronique pour la voie orale

5.2.2.1 Choix de l'effet critigue

Les études du NTP (1996) et de Grizzle et al. (1994) sont les seules études disponibles pour
établir une VTR chronique pour une exposition par voie orale. Les deux études rapportent une
toxicité ovarienne (diminution du nombre de follicules primordiaux et/ou primaires). Cependant,
dans I'étude de Grizzle et al., 'examen des ovaires a été réalisé dans ces études uniquement dans
le groupe témoin et dans le groupe traité a la dose supérieure.

Les auteurs ont mis en évidence un LOAEL & 1 200 mg.kg pc™j* (NTP, 1996) et un LOAEL & 500
mg.kg pc™.j* (Grizzle et al., 1994) (Tableau 38).

Tableau 38 : Diminution du nombre de follicules ovariens chez des souris CD-1 lors d’une exposition
pendant 14 semaines au 4-VCH (Grizzle et al., 1994)

Doses d’exposition (en mg.kg pc™.j™)
0 500*
Follicules primordiaux 208,9+13,8 140,6 £ 15,3
Follicules en croissance 51,2+ 3,3 232+1,8
Follicules antraux 7,40+ 0,74 4,95 + 0,58

*p<0,05
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Le nombre de souris observées est de 20. Les résultats représentent des moyennes de follicules
par ovaire + l'erreur a la moyenne. Les auteurs ont trouvé une différence statistiquement
significative pour chaque type de follicules & la dose de 500 mg.kg pc™.j* (p<0,05).

5.2.2.2 Ajustement allométrique

Pour tenir compte de la variabilité inter-espéces, un ajustement allométrique a été réalisé et a
permis de calculer une dose équivalente humaine (HED = Human Equivalent Dose) a l'aide de
I'équation suivante?8 ;

Poids animal }*
Poids homme

Dose équivalente Homme = Dose animal x (

Le poids moyen des souris (femelle) pris par défaut est de 30 g. Celui utilisé pour 'THomme est de
70 kg.
Soit une dose critique LOAEL ygp = 72 mg.kg pc™.j*

5.2.2.3 Choix des facteurs d'incertitude

Le calcul de la VTR a partir de la LOAEL gp a été effectué a l'aide des facteurs d'incertitude
suivants (Afsset, 2007) :

- Variabilité inter-espéces (UF,): pour tenir compte de la variabilité inter-espéces, un
ajustement allométrique a été réalisé et a permis de calculer une concentration équivalente
humaine, & l'aide de I'équation précédemment citée. Pour tenir compte de la variabilité
toxicodynamique et d’incertitudes résiduelles, un facteur d’incertitude supplémentaire a été
fixé a 2,5 selon les recommandations de PISSC (PISSC, 2005) et sur la base des pratiques
de I'Anses.

UFA—TD = 2,5

- Variabilité interindividuelle (UFy) : le facteur 10 est appliqué par défaut pour tenir compte de
la variabilité au sein de I'espéce.

UFy =10

- Utilisation d'un LOAEL (UF,) : Un facteur d’'incertitude UF_ de 3 a été choisi pour le choix
d'un LOAEL comme dose critique (a la place d'un NOAEL ou d’une BMD)
UF =3
- UFs: ce facteur d’incertitude est appliqué lorsque la dose critique a été déterminée a partir
d’études subchroniques et que la VTR s’applique pour des expositions chroniques
UFs =3

28 Cette équation est issue des recommandations de 'US EPA (US EPA, 2006).
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Tableau 39 : VTR chronique par voie orale pour le 4-vinylcyclohexéene

Effet critique Concentration critique UF VTR
Diminution du nombre _ A
de follicules ovariens 225 VIR =0,32mg .kg.pc™J

LOAEL = 500 mg.kg pc™j*
Grizzle et al. (1994) : UF =3
étude sur le Ajustement allométrique UF,=25
développement sur LOAEL o =72 mg.kg pc™j* | UF, =10 Niveau de confiance
deux générations chez UFs= 3 Moyen/fort

des souris CD-1

Le niveau de confiance global moyen a été attribué a cette VTR reprotoxique par voie orale en se
basant sur les critéres suivants :
- nature et qualité des données : fort
L’analyse bibliographique a révélé qu'il existait plusieures études sur ce composeé.
- choix de l'effet critique et mode d’action : fort
Cet effet est retrouvé dans d’'autres études, notamment par le NTP.

- choix de I'étude clé : fort
Il s’agit d’une étude bien détaillée qui suit les bonnes pratiques de laboratoire.

- choix de la dose critique : faible
Une modélisation de la relation dose réponse n'a pas pu étre réalisée, plusieurs doses ont
été testées mais l'analyse du nombre de follicules ovariens n'a été réalisé qu’'a la dose
supérieure.

5.3 VTR cancérogéenes

La plupart des tests de génotoxicité réalisés in vitro et in vivo ne sont pas concluants. La seule
étude, réalisée par le NTP, sur cellule de lymphome de souris, a été trouvée positive avec
activation métabolique. Le CES a souligné que le métabolite principal (4-VCD) de ce composé
était un génotoxique avéré. Le 4-VCH a finalement été considéré par le CES comme étant une
substance génotoxique indirecte.

Par ailleurs, en I'absence de preuve d’'un mécanisme d’action cancérogene direct, une VTR sans
seuil a été construite suivant les recommandations de la méthodologie de I’Anses de détermination
d'une VTR cancer (Anses, 2009).
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5.3.1 VTR cancérogene pour la voie orale

5.3.1.1 Choix de la dose critigue

Les données de génotoxicité ainsi que celles concernant le mécanisme d’action du 4-VCH
permettent de proposer la construction d’'une VTR sans seuil pour les effets cancérogenes du 4-
VCH induits par voie orale.

Tableau 40 : Résumé de I'augmentation de tumeur ovarienne chez les femelles

Doses d'exposition (mg.kg pc™j™)

0 200* 400*
Nombre d'animaux traités (femelles) 49 48 47
Nombre d’animaux atteint de
tumeurs de cellules de la granulosa
; ! 1 10 13
ovarienne et/ou de carcinome
ovariens

*p<0,05

La relation entre 'augmentation des tumeurs et la dose journaliére d’exposition au 4-VCH (Tableau
40) a été modélisée avec le logiciel BMDS 2.1.1 de 'US EPA : élaboration d’'une Benchmark Dose
(BMD).

Le modéle log logistique a été retenu pour I'estimation de la limite inférieure de lintervalle de
confiance a 95% d'une dose correspondant & une augmentation de 10% de la réponse29 par
rapport au groupe non exposé (Figure 5).

Log-Logistic Model, with BMR of 10% Extra Risk for the BMD and 0.95 Lower Confidence Limit for the E

T T T T T T T

'Log-Logiétic
BMD Lower Bound
0.4 | i
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Figure 5 : Relation entre 'augmentation tumeur et la dose journaliére d’exposition au 4-VCH

29 e seuil de 10% est recommandé par I'’Anses pour la construction des VTR sur des effets cancérigénes.
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Les doses critiques calculées sont :
BMD1gs = 112 mg.kg.pc™j™
BMDge Lgso, = 73 mg.kg.pc’l.j'l

5.3.1.2 Ajustements

e Ajustement temporel

Les animaux ont été exposés 5 jours par semaine pendant 104 semaines. Pour tenir compte de la
discontinuité de I'exposition, un ajustement temporel a été effectué :

BMD105 Lesos ans = 73 X (5j/7j) = 52 mg.kg.pc™j*

e Ajustement allométrique

Pour tenir compte de la variabilité inter-especes, un ajustement allométrique a été réalisé et a
permis de calculer une dose équivalente humaine (HED = Human Equivalent Dose) a l'aide de
I'équation suivante:

. . 1/4
Poids animal j

Dose équivalente Homme = Dose animal x| ——
Poids homme

Le poids moyen des souris (femelle) pris par défaut est de 30 g (US EPA 1998). Celui utilisé pour
’Homme est de 70 kg.

Soit une dose critique BMD1gyLeso aos nep = 7,5 mg.kg pc™tj*

5.3.1.3 Calcul de la VTR

Aprés ajustement dosimétrique (détermination de la dose équivalente humaine), I'extrapolation
lindaire a partir d'une BMDjgylese, (Benchmark Dose) conduit a la détermination d’'une pente
correspondant a I'excés de risque unitaire.

Le calcul de la pente ou exces de risque unitaire se calcule suivant la formule :

Pente = BMR/BMD]_O%L95% ADJ HED — 1,3 10_5 (ugkg pC'l.j_l)_l

Le Tableau 41 résume la détermination de la VTR sans seuil d’effet par voie orale du 4-VCH.

Tableau 41 : VTR cancérogeéne par voie orale pour le 4-VCH

Effet critique Dose critique VTR
Tumeurs de cellules de la A partir des données chez Apres extrapolation linéaire & F'origine
granulosa ovarienne et/ou de I'animal ~ s o1
carcinomes ovariens BMD10s,Lose, = 73 mg.kg ERU=1,310" (ug-kg p.c.”j")
p.c.'l.j'l
NTP (1996) publié par Collins _ 7,5 ug.kg.p.c™j'1 pour un risque de 10
et al., 1988 : Etude de Alustement temporel 0,75 ug.kg.p.c’j* pour un risque de 10°
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cancerogenese chez la souris [ BMD1e, Lose, apy = 52 0,075 pg.kg.p.c™*.j *pour un risque de 10
B6C3F1 mg.kg.pc™j? 6

Ajustement allométrique

BMD109Lo5% Apa HED =

7,5 mg.kg p.c.'l.J

Niveau de confiance
Moyen/fort

ADJ : ajustement au temps (4 jours sur 7) ; HED : dose équivalente chez I'Homme ; ERU : excés de risque unitaire

Le niveau de confiance global moyen/fort a été attribué a cette VTR reprotoxique par voie orale en
se basant sur les critéres suivants :
- nature et qualité des données : fort
L'analyse bibliographique a révélé qu'il existait de hombreuses études sur ce composé.
- choix de l'effet critique et mode d’'action : moyen
Ce composé est classé cancérogéne possible par I''ARC (2B).
- choix de I'étude clé : fort
Il s’agit d’'une étude bien détaillée qui suit les bonnes pratiques de laboratoire.
- choix de la dose critique : moyen.
Seules deux doses ont été testées.

5.3.2 VTR cancérogene pour la voie respiratoire

En I'absence d’étude sur la voie respiratoire, une transposition voie a voie est proposée pour
construire une VTR cancérogéne pour la voie respiratoire.

Ce calcul est basé sur une hypothése d'absorption de 100% pour la voie orale et la voie
respiratoire (pour 'Homme comme pour l'animal). La dose critique établie chez 'Homme est
convertie en concentration critique en utilisant un volume d'air respiré sur 24 heures de 20 m* pour
un poids moyen de 70 kg (ECHA, 2012).

BMD109Lso apy Heo = 13 mg.kg p.c.tj* x 70 kg/20 m®

Tableau 42 : VTR cancérogene par voie respiratoire pour le 4-VCH

Effet critique Dose critique VTR
A partir des données chez Aprées extrapolation linéaire a 'origine
Tumeurs de cellules de la P Fanimal P P g

granulosa ovarienne et/ou

. . BMD:owLosy = 73 mg.kg pc™ j* ERU = 3,8 10° (ug.m™)*
de carcinomes ovariens

Ajustement temporel

NTP (1996) publié par BMD100, Losos apy =
Collins et al., 1988 : Etude 52 mg.kg.pctj? 2,6 pg.m™ pour un risque de 10°

de cancérogénese chez la

26 ug.m™ pour un risque de 10™

0,26 ug.m'3 pour un risque de 10°
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souris B6C3F1 Ajustement allométrique
BMD1o9Lose aps pep = 7,5 mg.kg
pcj”t

Extrapoaltion voie a voie
_ 3
BMC10%Los% Aps HED = 26 M@.m

Niveau de confiance
Faible

Le niveau de confiance d’'une VTR construite par extrapolation voie a voie basée sur I'hypothese
par défaut d’'une absorption de 100% pour la voie orale et la voie respiratoire (pour 'Homme

comme pour I'animal) est considéré comme faible.

5.4 Conclusion

Quatre VTR (orale et respiratoire) ont été élaborées au regard des effets observés chez I'animal :

- deux VTR (orale et respiratoire) sans seuil basées sur les effets cancérogénes (en lien

avec un mécanisme d’action génotoxique supposeé) ;

- deux VTR chroniques (orale et respiratoire) basées sur la toxicité ovarienne.
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6 VTR du Sec-butyl Ether

Compte-tenu de I'absence de données toxicologiques chez I'animal et chez I'Homme, il n'est pas
possible d’élaborer une VTR pour ce composeé.
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7 VTR de I’acétate d'éthyle pour la voie respiratoire

Le CES s’est également appuyé sur la fiche toxicologique de I'acétate d’éthyle élaboré par I'INRS
en 2011 (fiche N°18) afin de compléter 'analyse des données bibliographiques disponibles (INRS,
2011).

7.1 Choix de I'effet critique et de I’étude clé

Selon I'INRS, il existe peu de données sur la toxicité chez 'Homme. L'acétate d’éthyle étant
souvent utilisé en mélange, il est difficile de dissocier son effet de celui des autres produits
chimiques. Une étude chez 24 volontaires sains exposés a 400 ppm d'acétate d’éthyle pendant
4 heures a montré que l'effet principal retrouvé était une irritation des muqueuses.

Il n'existe pas d’étude de toxicité chronique pour la voie respiratoire pour I'acétate d’éthyle.

Sur la base des études in vivo et in vitro citées par I'INRS, il apparait que la majorité des études
concernant la génotoxicité de I'acétate d’éthyle sont négatives.

7.1.1.1 Etudes subchroniques

Deux études pour des expositions subchroniques sont disponibles chez I'animal.

Chez l'animal, des rats ont été exposés pendant 94 jours a 350, 750 et 1500 ppm d'acétate
d’éthyle. Seule une dégénérescence de la muqueuse olfactive aurait été rapportée (INRS, 2011).
Dans I'étude de neurotoxicité (13 semaines) de Chistoph et al. (2003), des rats Sprague Dawley
(12 & 18 rats par sexe et par concentration) ont été exposés a 0, 350, 750, 1 500 ppm pendant 6
heures par jour et 5 jours par semaine. Les auteurs ne précisent pas si leur étude suit les BPL.
Cependant, I'étude est assez bien détaillée pour étre utilisée pour I'élaboration d’une valeur de
référence. Les auteurs ont réalisé des batteries d'essais d'observation fonctionnelle et une
évaluation de l'activité motrice aux semaines 4, 8 et 13. Les auteurs ont rapporté une diminution
statistiguement significative du poids chez les males et les femelles, a partir de 750 ppm ainsi
gu’une diminution statistiquement significative de I'activité motrice chez les femelles a 1 500 ppm.
La diminution significative du poids chez les méles et les femelles est transitoire puisque le poids
est rétabli 4 semaines apres la fin de I'exposition.

7.2 Choix de la dose critique

A partir de I'étude de Chistoph et al. (2003), un NOAEC sur les effets systémiques (perte de poids
transitoire) a 350 ppm a pu étre déterminée par les auteurs, ainsi qu'un NOAEC a 750 ppm
associée a la diminution de I'activité motrice chez les femelles.

Le CES retient le NOAEC de 750 ppm associé a un effet sur la neurotoxicité (diminution de
I'activité motrice chez la femelle).
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7.3 Ajustements

o Ajustement allométrique
D’apres les recommandations de 'US EPA (1994), I'acétate d’éthyle doit étre considéré comme un
gaz de catégorie 3 (toxicité systémique). Ainsi, I'ajustement dosimétrique appliqué par défaut pour
un gaz de catégorie 3 est la suivante :
NOAEC hec= NOAEC nimar X (HD/Q)ra/ (HO/G)Homme
Avec (Hb/g) : coefficient de partition sang/air du 4-VCH
HEC : human equivalent dose

Les coefficients de partition sang/air de I'acétate d’éthyle pour 'lHomme et la souris n’étant pas
connus, I'US EPA propose de retenir la valeur par défaut de 1. En effet, les données de la
littérature indiquent que le coefficient de partition sang/air chez I'animal est plus élevé que celui
chez ’THomme (US EPA, 1994).

e Ajustement temporel

Les rats ont été exposés 6 heures par jour et 5 jours par semaine. Pour tenir compte de la
discontinuité de I'exposition, un ajustement temporel a été effectué :

NOAEC vec apy = NOAEC e X (6h/24h) X (5]/7]) =134 ppm

7.4 Choix des facteurs d’'incertitude

Le calcul de la VTR a partir de la NOAEC ep apy @ été effectué a l'aide des facteurs d’incertitude
suivants (Afsset, 2007) :

- Variabilité inter-especes (UF,): pour tenir compte de la variabilité inter-espéces, un
ajustement allométrique a été réalisé et a permis de calculer une concentration équivalente
humaine, a l'aide de I'équation précédemment citée. Pour tenir compte de la variabilité
toxicodynamique et d’incertitudes résiduelles, un facteur d’'incertitude supplémentaire a été
fixé a 2,5 selon les recommandations de PISSC (PISSC, 2005) et sur la base des pratiques
de 'Anses.

UFA—TD = 2,5

- Variabilité interindividuelle (UFy) : le facteur 10 est appliqué par défaut pour tenir compte de
la variabilité au sein de I'espece.

UFy =10

- UFs: ce facteur d'incertitude est appliqué lorsque la dose critique a été déterminée a partir
d’études subchroniques et que la VTR s’applique pour des expositions chroniques

UF;=3
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Tableau 43 : VTR par voie respiratoire pour I'acétate d’éthyle

Effet critique Concentration critique UF

VTR

S NOAEC = 750 ppm
Effet sur la neutoxicité

(diminution de l'activité 75
motrice femelle) Ajustement allométrique
NOAEC ec =750 ppm UFam =25
Christoph et al. (2003) : UF, =10

étude 13 semaines chez

Ajustement temporel UFs=3
le rat Sprague Dawley

NOAEC HEC ADJ — 134 ppm

VTR =6,4 mg.m>

soit 1,78 ppm

Niveau de confiance
Moyen/fort

Le niveau de confiance global moyen/fort a été attribué a cette VTR reprotoxique par voie orale en

se basant sur les critéres suivants :

- hature et qualité des données : moyen
L’analyse bibliographique a révélé qu'il existait qu’une étude.
- choix de l'effet critique et mode d’action : fort
L'effet est bien décrit par les auteurs.
- choix de I'étude clé : fort
Il s’agit d’une étude de neurotoxcité bien détaillée
- choix de la dose critique : moyen

En l'absence de donnée chiffrée, la modélisation de la relation dose réponse n’a pas pu

étre réalisée.
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8 Conclusions

A la premiere question posée par la saisine, concernant la construction des VTR et leurs
conditions d'utilisations, le CES avait considéré que la démarche suivie par le BE était cohérente
avec le réeférentiel qu'il s’est choisi (ECETOC, 2010) tant dans la démarche générale que dans
I'application de la méthode mais qu’elle conduisait & des différences méthodologiques importantes
par rapport aux recommandations de 'Anses. En conséquence, les VTR proposées ne pouvaient
pas étre validées en |'état par 'Anses.

L'Anses a donc confié au CES « Caractérisation des dangers des substances et valeurs
toxicologiques de référence » (CES « Substances ») la construction de VTR pour I'ensemble des
composés en s'appuyant sur les régles en vigueur a I'Anses30 (tableau 44)

Pour une méme substance, des VTR pour des durées d’exposition aigué ou chronique ont été
élaborées en fonction des effets mis en évidence (effet sur le développement, sur la fertilité ou un
effet cancérogéene), mais les conditions d’application sont différentes.

Concernant les effets sur le développement, il est généralement admis qu’une exposition unique

peut suffire pour induire la survenue de I'effet si I'exposition survient lors d’'une phase critique du
développement embryo-foetal. Par conséquent, la dose d’exposition est directement celle a retenir
sans ajustement concernant la durée de I'exposition.Une VTR reprotoxique s'applique pour des
durées d’exposition d’'une journée (Afsset, 2007).

Les données disponibles pour le diisobutylene (voie respiratoire) et le diisopropyl éther (voie orale)
étant limitées, les VTR construites pour ces substances sont fragiles. L’élaboration de VTR pour
ces composés a été réalisée par transposition de voie a voie selon les recommandations de
'agence europénne des substances chimiques (ECHA, 2012). Il conviendra de réviser ces VTR
des que de nouvelles données pertinentes de toxicité seront disponibles.

Pour le sec-butyl éther, le CES n’a pas souhaité élaborer de VTR en l'absence de données
suffisantes.

30 ’Anses a publié des guides d'élaboration de VTR qui détaillent la méthode utilisée par I'Agence et
recommandée pour toute construction de nouvelle valeur :
-« Valeurs toxicologiques de référence pour les substances reprotoxiques. Méthode de construction
de VTR fondées sur des effets toxiques pour la reproduction et le développement » (Anses, 2007),
-« Valeurs toxicologiques de référence pour les substances cancérogenes. Méthode de construction
de VTR fondées sur des effets cancérogenes » (Anses, 2010).
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Tableau 44 : Tableau de synthése des VTR élaborées

Substance T de VTR Voie Effet criti D iti UF VTR
(CAS) ype de d’exposition et critique ose critique
Tert-butanol (TBA) VTR reprotoxique Voie orale Mort de rats nouveau-nés peu apres NOAEL = 400 mg.kg pc™j* o5
(CAS 75-65-0) (aigue) leur naissance LOAEL = 1 000 mg.kg pc™j* VTR = 1,0 mg kg petj™t
BMDa1owloos = 173 mg.kg pctj* UFato =25
Rapport d’étude de Lyondell Chemical UFy = 10 Niveau de confiance -
Compagny (2004) : étude de Ajustement allométrique '
LY UFs=1 Moyen/Fort
reprotoxicité chez'des rats Sprague BMD10s6Lo0% Hep = 47,6 mg.kg y
Dawley exposés 9 semaines pctjt
VTR chroniques Voie orale 75 .-
q LOAEL = 180 mg.kg pct VTR =0,6 mg.kg pc™j*
UFam =25
Ajustement allométrique U/::TD_ 10 Niveau de confiance :
1 .- H=—
Toxicité rénale chez le rat femelle F344 | LOAEL nep = 46 mg.kg pc™j™ UF =3 Moyen/Fort
L=
. _ 1.1
\{0|e . Rapport d’étude du NTP (1995) : étude LOAEL =180 mg kg pc™| 75
respiratoire P 3
de cancérogénicité ) " VTR = 2,1 mg.m
Ajustement allométrigue UE —55
A-TD — &,
LOAEL nep = 46 mg.kg pc™j™*
HED gxgpe-d UFy =10 Niveau de confiance : Faible
Extrapolation voie a voie UF.=3
Diisobutyléne VTR chroniques Voie orale LOAEL = 1 000 mg.kg pcj* 75 VTR = 0.8 mg kg pej*
(DIBE) NOAEL= 300 mg.kg pcj* '
(CAS 25167-70-8) UFa=25 Niveau de confiance :
Toxicité hépatique et rénale Ajustement allométrique UFu = 10 lveau de confiance -
(augmentation du poids relatif du foie et | NOAEL ,e0= 61 mg.kg pcjt UFs=3 Moyen/Faible
- des reins) 1
Voie LOAEL =1 000 mg.kg pc™.j
respiratoire = 1t
P Huntingdon Life Science (1997a) : étude NOAEL= 300 mg.kg pc| 75 VTR = 3 3
de toxicité répétée chez des rats ) . =smg.m
Sprague Dawley Ajustement allometrlque1 ) UFA=25
NOAEL Hep= 61 mg.kg pc™.j UFn =10 Niveau de confiance : Faible
UFs=3

Extrapolation voie a voie
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Diisopropyl éther
(DIPE)
(CAS 108-20-3)

VTR chroniques Voie BMCso, Lgse, = 1 461 ppm 75
respiratoire 3
Ajustement allométrique VIR =145mg.m
BMIC L 1 46;1 VUFa=2,5
% % = m
o% OB HEC PP UFy =10 Niveau de confiance :
Ajustement temporel UFs=3 Moyen
Toxicité hépatique BMCso Losos HEC ADs = 261 ppm
Voie orale BMCsy Losys =1 461 ppm
Dalbey et Feuston 1996 : étude 13 75
semaines chez des rats Spraque Dawley Ajustement allométrigue
_ 1.1
BMCsg Loso Hec= 1 461 ppm UFa=25 VTR =4 mg.kg pc™.j
. UFy =10 ] ) )
Ajustement temporel UF<=3 Niveau de confiance : Faible
5=
BMCso Losos HEC ADs = 261 ppm
Extrapolation voie & voie
VTR sur le Voie BMCsy, Lgss, = 173 ppm
développement (aigue) respiratoire
Ajustement allométrique 25 VTR=17,2 mg.m'3
BMCso Loso HEC= 173 ppm
UFa=25 Niveau de confiance :
Ajustement temporel UFy =10 Moyen
Augmentation du nombre de cotes BMCso Losos HED ADI =
rudimentaires 43,25 ppm
Voie orale BMCsy Loses = 173 ppm
Dalbey et Feuston 1996 : étude 13
semaines chez des rats Spraque Dawley Ajustement allométrique
25 _ 1.1
BMCsy Losw HEC= 173 ppm VTR =2 mg.kg pc™,j
) UFa=2,5 . . .
Ajustement temporal UFw = 10 Niveau de confiance : Faible
u=
BMCsy Losw HED ADs = 42,5ppm
Extrapolation voie & voie
VTR cancérogéne Voie orale Néoplasmes du systéme lymphoréticulaire A partir des données chez I'animal Aprés extrapolation linéaire a

(femelle)

BMDaosLoses = 114 mg.kg pc™j*

I'origine
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Belpoggi et al., 2002 : étude de
cancérogénese chez le rat Sprague
Dawley

Voie

respiratoire

Ajustement temporel
BMD10% Losw apy = 49 mg.kg.pc'l.j'l

Ajustement allométrigue
BMD10%L95% Aps HED = 13 mg.kg p.c.'l.j'l

ERU =7,810° (ug.kg p.c.™j
1,-1
)

13 pg.kg.p.c™.j1 pour un risque
de 10"
1,3 ug.kg.p.c™.j* pour un risque de
10°

0,13 pg.kg.p.c™.j*pour un risque
de 10°

Niveau de confiance : Faible

A partir des données chez I'animal
BMDaosLoses = 114 mg.kg pc™j*

Ajustement temporel
BMD10% Losw apy = 49 mg.kg.pc'l.j'l

Ajustement allométrique
BMD10%L95% Aps HED = 13 mgkg p.C._l.

j-l

Extrapolation voie a voie
-3
BMC10%L 5% ADJ HED = 45 MQ@.m

Aprés extrapolation linéaire a
I'origine

ERU =2,2 10° (ug.m>)*

45 pg.m* pour un risque de 10™

4,5 pg.m~pour un risque de 10°
0,45 pug.m™pour un risque de 10°

Niveau de confiance : Faible

4-vinylcyclohéxéne
(4-VCH)
(CAS 100-40-3)

VTR chronique

Voie LOAEC =1 000 ppm
respiratoire NOAEC = 250 ppm 25
Augmentation atrophie ovarienne VTR =2,7 mg.m'3
Ajustement allométrique UFao = 2.5
Bevan et al. (1996) : étude 13 semaines NOAEC pec = 250 ppm UFu = 10 Niveau de confiance :
chez la souris UFe=3 Moyen/fort
Ajustement temporel s
NOAEC Hec apy =45 ppm
Voie orale Diminution du nombre de follicules 225
ovariens LOAEL = 500 mg.kg pc™.j* VTR = 0,32 mg kg.pc™tj*
UFa=2,5
Grizzle et al. (1994) : étude sur le Ajustement allométrique UF =10 Niveau de confiance :
développement sur deux générations LOAEL wep =72 mg.kg pc'l.j'1 UF_ =3 Moyen/fort
chez des souris CD-1 UFs=3
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VTR cancérogéne Voie orale Aprés extrapolation linéaire a
I'origine

A partir des données chez I'animal
BMD10%Los% = 73 mg.kg p.C._l.j_1

ERU =1,310” (ug.kg p.c.™j
1)-1
Ajustement temporel 7,5 ug.kg.p.c*j'1 pour un risque
-4
BMD10% Losw apj = 52 mgkgpcljl de 10

0,75 pg.kg.p.c’*.j* pour un risque

Ajustement allométrigue de 10°
0,075 pg.kg.p.c*.j* pour un risque
Tumeurs de cellules de la granulosa BMD1095Lss5 03 Hep = 7,5 mg.kg p.c.tj™ HO-Kg pde 1JO’I‘? q

ovarienne et/ou de carcinome ovariens

Niveau de confiance :

NTP (1996) publié par Collins et al., 1988 : Moyen/Fort

Etude de cancérogéneése chez la souris
Voie B6C3F1 A partir des données chez I'animal

. . Apres extrapolation linéaire a
respiratoire BMD1ossLosss = 73 mg.kg pctjt P b

I'origine

Ajustement temporel
BMD10% Losw apy = 52 mg.kg.pc'l.j'l

ERU =3,810° (ug.m™)?*

Ajustement allométrique 26 pg.m™ pour un risque de 10™
BMD10%Los% ap3 Hep = 7,5 mg.kg pc™j*

2,6 pg.m”pour un risque de 107
0,26 pg.m®pour un risque de 10°

Extrapolation voie a voie

Niveau de confiance : Faible

BMC10%Los0 Ap3 Hep = 26 mg.m®

Sec butyl éther Pas de VTR par manque de données
(CAS 6863-58-7)
Acétate d’éthyle VTR chronique Voie NOAEC = 750 ppm
-78- respiratoire icité (diminuti 75
(CAS 141-78-9) p Effet su’r Ia.m.alfrotoxplte (diminution de . N VTR = 6,4 mg.m*
I'activité motrice femelle) Ajustement allométrique
NOAEC pec = 750 ppm UFam =25 Ni d fi .
Christoph et al. (2003) : étude 13 UFu =10 lveau de confiance -
. . Moyen/fort
semaines chez le rat Sprague Dawley Ajustement temporel UFs=3
NOAEC Hec ap; = 134 ppm
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Annexe 2 :

Modifications apportées a l'avis révisé :

1- Diisopropyl éther (DIPE) (CAS 108-20-3)
VTR cancérogéne par voie orale, ERU=7,8 10° (ug.kg pc™j*)™*

VTR cancérogéne par voie respiratoire, ERU=2,2 10° (ug.m®)*
2- 4-vinylcyclohéxene (4-VCH) (CAS 100-40-3)
VTR cancérogéne par voie orale, ERU=1,3 10” (ug.kg pc™*j")™

VTR cancérogéne par voie respiratoire, ERU=3,8 10° (ug.m®™*
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