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AVIS 
de l’Agence nationale de sécurité sanitaire de l’alimentation, 

de l’environnement et du travail 
 

relatif à la proposition de VTR par voie orale pour la microcystine-LR  
(CAS n °101043-37-2) 

 
 
 

L’Anses met en œuvre une expertise scientifique indépendante et pluraliste. 
L’Anses contribue principalement à assurer la sécurité sanitaire dans les domaines de l’environnement, du travail et de 
l’alimentation et à évaluer les risques sanitaires qu’ils peuvent comporter. 
Elle contribue également à assurer d’une part la protection de la santé et du bien-être des animaux et de la santé des 
végétaux et d’autre part à l’évaluation des propriétés nutritionnelles des aliments. 

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

Ses avis sont publiés sur son site internet. 

 

L’Anses a été saisie le 19 juillet 2016 par la Direction générale de la santé (DGS) afin d’actualiser 
ses travaux relatifs à l’évaluation des risques liés à la présence de cyanobactéries et de leurs 
toxines dans les eaux destinées à la consommation humaine (EDCH), à la baignade et autres 
activités récréatives (saisine n° 2016-SA-0165). 

1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE 

 
Dans le cadre de l’instruction de la saisine portant sur l’évaluation des risques liés à la présence 
de cyanobactéries et de leurs toxines dans les eaux destinées à la consommation humaine 
(EDCH), à la baignade et autres activités récréatives il est apparu nécessaire d’actualiser le corpus 
documentaire relatif à la toxicité des cyanotoxines.  
 
Deux toxines ont été identifiées par les experts comme nécessitant un travail spécifique. Compte 
tenu de sa mission pérenne en matière d’élaboration de valeurs toxicologiques de référence 
(VTR), et afin de répondre aux termes de cette saisine, l’Anses a décidé de procéder à 
l’élaboration d’une VTR pour ces deux toxines : la microcystine-LR (CAS n°101043-37-2) 
[désignée MC-LR dans la suite de cet avis] et la cylindrospermopsine (CAS n°143545-90-8). C’est 
dans la même logique de mission pérenne que le résultat de ce travail est publié dans le cadre de 
deux avis distincts et spécifiques de l’Agence. 
 
Le présent avis a donc pour objet de produire une proposition de VTR subchronique par voie orale 
pour la MC-LR. Cette VTR sera reprise et utilisée au cours de l’expertise de l’Agence portant plus 
globalement sur les risques sanitaire liés à la présence de cyanobactéries (saisine 2016-SA-0165). 
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Une VTR est un indice toxicologique qui permet de qualifier ou de quantifier un risque pour la 
santé humaine. Elle établit le lien entre une exposition à une substance toxique et l’occurrence 
d’un effet sanitaire indésirable. Les VTR sont spécifiques d’une durée d’exposition (aiguë, 
subchronique ou chronique) et d’une voie d’exposition (orale ou respiratoire). La construction des 
VTR diffère en fonction des connaissances ou des hypothèses formulées sur les mécanismes 
d’action des substances. Actuellement, l’hypothèse par défaut est de considérer une relation 
monotone entre l’exposition, ou la dose, et l’effet, ou la réponse. En l’état actuel des 
connaissances et par défaut, on considère généralement que, pour les effets non cancérogènes, la 
toxicité ne s’exprime qu’au-delà d’un seuil de dose (Anses, 2017).  
 
En pratique, la construction de la VTR comprend les étapes suivantes : 

- recenser et analyser les données de toxicité disponibles, sur la base d’études 
épidémiologiques et/ou expérimentales, 

- identifier le ou les organes cibles et l’effet critique ; 
- identifier l’hypothèse de construction, à seuil ou sans seuil de dose, en fonction du mode 

d’action de la substance, 
- choisir une étude clé de bonne qualité scientifique permettant généralement d’établir une 

relation dose – réponse ;  
- définir une dose critique chez l’Homme ou l’animal à partir de cette étude, éventuellement 

dans le cas d’une dose critique obtenue chez l’animal, ajuster cette dose à l’Homme ; 
- pour une VTR à seuil, appliquer des facteurs d’incertitude à cette dose critique de manière 

à dériver une VTR applicable à l’ensemble de la population concernée ; 
- pour une VTR sans seuil, réaliser une extrapolation linéaire à l’origine afin de déterminer un 

excès de risque unitaire. 
 
L’élaboration des VTR suit une approche très structurée et exigeante qui implique des évaluations 
collectives par des groupes de spécialistes. 
 
Parmi les cyanotoxines, la MC-LR est l’un des 246 variants identifiés à ce jour de la microcystine. Il 
s’agit du variant le plus souvent observé dans les masses d’eau et le plus étudié à ce jour. Une 
recherche bibliographique effectuée via les bases de données Scopus et Pubmed a permis 
d’identifier plus de 5000 articles relatifs à la MC-LR publiés depuis les travaux précédents de 
l’Agence sur la thématique des cyanotoxines (Afssa-Afsset, 2006). Après une sélection d’une 
quarantaine d’études jugées robustes par les experts, quinze études de bonne qualité scientifique 
permettant d’établir une relation dose-réponse pour la substance considérée ont été retenues. 
L’une d’entre elle a conduit à la construction d’une valeur toxicologique de référence (VTR) 
représentative de scénarios d’exposition liés à l’ingestion d’EDCH ou d’eau pendant les activités 
aquatiques récréatives. Une VTR subchronique par voie orale liée à l’ingestion de microcystine-LR 
(MC-LR) est ainsi proposée dans le présent avis. 
 

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 collective a été réalisée par le comité d’experts spécialisé (CES) « Valeurs sanitaires 
de référence ». Les travaux ont été présentés au CES tant sur les aspects méthodologiques que 
scientifiques. Trois rapporteurs ont été nommés, le premier pour évaluer les études toxicologiques 
relatives au statut génotoxique de la MC-LR, le second pour évaluer les études portant sur la 
neurotoxicité de la MC-LR, et le troisième pour évaluer les études relatives aux effets de la MC-LR 
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sur la reproduction et le développement. Les travaux ont été adoptés par le CES « Valeurs 
sanitaires de référence » réuni le 18 octobre 2018. 

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

Les déclarations d’intérêts des experts sont publiées sur le site internet du ministère en charge des 
solidarités et de la santé (https://dpi.sante.gouv.fr).  

 

3. ANALYSE ET CONCLUSIONS DU CES 

■ Synthèse des données toxicologiques 

Les seules données toxicologiques relatives à la MC-LR disponibles à ce jour sont issues d’études 
réalisées chez l’animal. 

 Toxicocinétique 

L’absorption de la MC-LR est réalisée par diffusion facilitée via des récepteurs de la famille des 
polypeptides transporteurs d’anions organiques (OATP) (Fischer et al., 2010). Après exposition 
orale, l’absorption de la MC-LR a été observée principalement au niveau de l’estomac et de 
l’intestin grêle (Ito et Nagai, 1997, 2000). 

La distribution vers les autres organes et tissus cibles de la toxine se ferait également par les 
OATP (Komatsu et al., 2007 ; Jasionek et al., 2010 ; Feurstein et al., 2010). Après ingestion, la 
MC-LR est retrouvée chez le rongeur au niveau du foie, des poumons, des reins (Nishiwaki et al., 
1994 ; Ito et Nagai, 1997, 2000) mais également au niveau des tissus cérébraux et reproducteurs 
(Li et al., 2012b ; Wang et al., 2013a). 

Aucune étude par voie orale n’a permis de décrire le métabolisme de la MC-LR.  Les données 
disponibles suggèrent que la MC-LR est conjuguée au glutathion (GSH) puis à la cystéine pour 
augmenter sa solubilité et faciliter l’excrétion de la molécule (Kondo et al., 1996 ; Guo et al., 2015).  

Aucune étude n’a permis de recenser des informations sur l’excrétion de la MC-LR après 
exposition par voie orale. Les données concernant l’excrétion de la MC-LR montrent une 
élimination biphasique dans le sang (Falconer et al., 1986, Robinson et al., 1991), une excrétion 
par la bile (Pace et al., 1991 ; Stotts et al., 1997a et b) et par les urines et fécès (Lowe et al., 
2012 ; Sedan et al., 2015).  

 

 Toxicité aiguë  

Après une exposition aiguë à la MC-LR par voie orale, des DL50 de 3 à 10 mg.kg-1 sont rapportées 
chez le rongeur ( Fitzgeorges et al. 1994 ; Yoshida et al., 1997). 

Les effets observés chez l’animal ont lieu principalement au niveau du foie : altérations   
histologiques tels que la nécrose de la région centrolobulaire, la vacualisation et la stéatose 
(Yoshida et al., 1997, Ito et al., 1997a ; Fawell et al.,1999 ; Heinze et al., 1999 ; Sedan et al., 
2015). 
 

 Irritation 
Une étude unique a montré des effets irritants et sensibilisants chez le cochon d’Inde et le lapin, 
respectivement, suite à une exposition cutanée à la MC-LR (Torokne et al., 2001). La 
sensibilisation a été jugée modérée à sévère mais aucune corrélation entre l’intensité de la 
réaction de sensibilisation et la concentration en MC-LR n’a été mise en évidence. Tous les 
échantillons ont induit une irritation oculaire et cutanée négligeable à légère chez les lapins. Sur la 
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base d’une seule étude, il n’est pas possible de statuer sur l’effet de la MC-LR sur l’irritation et la 
sensibilisation. 
 

 Toxicité subchronique et chronique 
Chez l’animal, l’exposition subchronique et chronique à la MC-LR par voie orale induit : 

- Des effets hépatiques : hépatomégalie, inflammation chronique, dégénérescence des 
hépatocytes (Ito et al., 1997b, Fawell et al., 1999, Zhang et al., 2012 ; He et al., 2017) ; 

- Des effets pulmonaires : augmentation de l’épaisseur du septum alvéolaire, rupture de 
l’intégrité des jonctions cellulaires (Li et al., 2016 ; Wang et al., 2016) ; 

- Des modifications du profil métabolique et biochimique sérique : augmentation des 
transaminases, diminution du taux de protéines totales (Fawell et al., 1999, He et al., 
2017) ; 

- Des effets sur le système nerveux : altération des fonctions cognitives, lésions 
histologiques, dommages oxydatifs, neuro-inflammation (Li et al., 2012b ; Li et al., 2014a et 
b ; Li et al., 2015c). 
 

 Reprotoxicité et effets sur le développement 
Chez le rongeur, plusieurs études récentes indiquent que l’exposition à la MC-LR par voie orale 
induit : 

‐ Une altération de la qualité spermatique : diminution du compte spermatique, tératospermie 
et diminution de la motilité spermatique (Chen et al., 2011 ; Chen et al., 2017) ; 

‐ Une modification des concentrations hormonales sériques : diminution du taux de 
testostérone, augmentation des taux d’hormones lutéinisante et folliculostimulante (Chen et 
al., 2011) ; 

‐ Des lésions histologiques au niveau des testicules : destruction des cellules de Leydig et de 
Sertoli, fibrose, atrophie testiculaire (Chen et al., 2011 ; Chen et al., 2016b, 2017 ; Zhang et 
al., 2017b) ; 

‐ Des modifications au niveau des ovaires : atrésie des follicules, diminution du nombre de 
follicules primordiaux, primaires, secondaires et antraux (Wu et al., 2015). 

 
Concernant les effets sur le développement, certaines études chez l’animal exposé à la MC-LR par 
voie orale montrent sur la descendance des retards dans l’ossification du squelette, un poids 
corporel inférieur par rapport aux témoins et une perturbation du développement de la prostate 
(Fawell et al., 2014 ; Zhang et al., 2017). Une augmentation du taux de mortalité à la naissance a 
également été mise en évidence (Wu et al., 2015). 
 

 Génotoxicité 
La mutagénèse et la génotoxicité de la MC-LR ou d’extraits de cyanobactéries microcystiques 
(MCE) ont été évaluées selon divers protocoles d’essais (bactéries, cellules, animaux). Ces 
derniers mesurent différents paramètres biologiques ou « endpoints » (altérations primaires de 
l’ADN, mutations géniques et chromosomiques) selon des conditions expérimentales très 
hétérogènes (méthode, niveau et temps d’exposition). Les résultats de tests in vitro d’altérations 
primaires de l'ADN, dont les effets ont été considérés comme significatifs par leurs auteurs, ne 
permettent pas de les associer à une génotoxicité intrinsèque de la MC-LR. Il n’y a pas de preuve 
non plus à ce jour d’un mode d’action génotoxique de type oxydatif de la MC-LR. Les résultats des 
tests des comètes in vivo, tests d’altération primaire de l'ADN, ne permettent pas de conclure 
quant à l’existence d’un effet génotoxique de la MC-LR in vivo, ni par voie orale, ni par voie 
intrapéritonéale. 
A l’issue d’une analyse critique de l’ensemble des données sur la génotoxicité de la 
microcystine-LR s’appuyant sur une méthodologie de type « poids de la preuve », le CES 
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conclut à l’impossibilité de conclure sur le caractère génotoxique ou non de la 
microcystine-LR. 
 
 

 Cancérogénicité 
Les données de cancérogénèse concernant l’exposition à la MC-LR par voie orale sont peu 
nombreuses et ne permettent pas de statuer sur un potentiel effet cancérogène. Toutefois, le CIRC 
(Centre international de recherche sur le cancer) a classé la MC-LR comme possiblement 
cancérogène pour l’Homme (Groupe 2B) sur la base d’études in vivo par voie intrapéritonéale 
(CIRC, 2010).  
 

■ VTR Subchronique 

 

 Choix de l’effet critique 
 
In vivo, l’exposition à la MC-LR par voie orale (eau de boisson ou gavage) a montré divers effets. 
La MC-LR a d’abord été caractérisée au fil des études comme une hépatotoxine. De nombreuses 
études ces dernières années ont mis en évidence également d’autres effets néfastes : 
reprotoxicité, neurotoxicité, toxicité pulmonaire, cancérogénicité, etc. A l’issue de l’analyse de 
l’ensemble des études dont notamment celles qui ont conduit à définir des NOAEL1/LOAEL2 
inférieurs à 40 µg.kg pc-1.j-1 (plus faible NOAEL retenue pour des effets hépatotoxiques par les 
différents organismes internationaux pour élaborer des VTR), le CES a retenu l’altération de la 
qualité spermatique comme effet critique. Les effets sur la reproduction les plus pertinents sont 
observés au niveau de l’appareil reproducteur mâle. Enfin, quelques effets sur la fertilité féminine 
ont été observés chez la souris et le rat. Le choix de cet effet critique permet de protéger de 
l’ensemble des effets néfastes liés à une exposition par voie orale à la MC-LR au regard des 
faibles doses auxquelles la reprotoxicité est observée. 
Au vu des études récentes mettant en évidence des effets de la MC-LR sur la reproduction 
chez le rongeur par voie orale et de la gamme des doses d’exposition très basses à laquelle 
les effets surviennent, le CES retient comme effet critique pertinent pour l’homme 
l’altération de la qualité spermatique. Cette altération comprend : une diminution de la 
mobilité spermatique, du nombre de spermatozoïdes et l’augmentation du nombre 
d’anomalies spermatiques.  
 
 

 Analyse des VTR subchroniques existantes 

 

Les différentes VTR subchroniques proposées à ce jour se basent sur trois études (Fawell et al., 
1994 ; Heinze et al., 1999 ; Kuiper-Goodman et al., 1999). Elles mettent en évidence des effets 
néfastes observés au niveau hépatique et proposent des LOAEL/NOAEL supérieurs à 40 µg.kg pc-

1.j-1. Au vu du nombre d’études sur la toxicité par voie orale (via l’eau de boisson ou par gavage) 
chez le rongeur publiées ces dernières années démontrant l’apparition d’effets néfastes 
(notamment une hépatotoxicité, reprotoxicité et neurotoxicité) à des doses d’exposition égales ou 
inférieures à la NOAEL actuel de 40 µg.kg pc-1.j-1, il apparait nécessaire d’établir une VTR 
subchronique plus protectrice permettant ainsi de couvrir tous les autres effets mis en évidence 
récemment lors d’une exposition subchronique à de faibles doses de MC-LR par voie orale. 

                                                 
1 NOAEL : no observed adverse effect level (dose maximale n’entraînant pas d’effet néfaste observé) 
2 LOAEL : lowest observed adverse effect level (dose minimale entraînant un effet néfaste observé) 
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Ainsi, compte tenu de ces observations, le CES ne retient pas les VTR existantes et propose de 
construire une VTR subchronique par voie orale plus protectrice. 
 

 Construction d’une VTR subchronique 

o Choix de l’étude clé 
Cinq études (Chen et al., 2011 ; Chen et al., 2015 ; Wu et al. 2015 ; Chen et al., 2017 ; Zhang et 
al. 2017b) s’avèrent de bonne qualité, et certaines sont classées 1 selon la cotation de Klimisch.  

Parmi toutes les études, le CES a décidé de retenir comme étude clé celle de Chen et al. (2011) 
au regard de la qualité de l’étude (classée 1 selon la classification de Klimisch), de la gamme de 
doses étudiées relativement basses (0 ; 1 ; 3,2 et 10 µg.L-1), de l’existence d’une relation dose-
réponse pour plusieurs effets reprotoxiques (qualité spermatique, augmentation du taux de 
LH/FSH et diminution du taux de testostérone). Il s’agit également de l’étude dans laquelle les 
effets reprotoxiques surviennent à la dose la plus faible (3,2 µg.L-1 soit 0,48 µg.kg pc-1.j-1). 

 
o Choix de la dose critique 

Les préconisations méthodologiques suggèrent de privilégier la construction d’une Benchmark 
Dose (BMD) chaque fois que les données disponibles le permettent, de retenir une NOAEL en 
second choix et une LOAEL en dernière option (Anses, 2017).  
Une BMD a pu être modélisée à partir d’une relation dose-réponse entre la diminution de la 
mobilité spermatique et l’exposition quotidienne à la MC-LR durant 3 mois (cf. annexe 5). 
Néanmoins le ratio BMD/BMDL est supérieur à 10 et la BMD obtenue est 14 fois plus basse que la 
première dose expérimentale testée. Or, d’après les recommandations du logiciel BMDS Wizard 
développé par ICF International (ICF BMDS Wizard), un ratio BMD/BMDL supérieur à 5 et une 
BMD plus de trois fois plus petite que la première dose expérimentale testée suggèrent un manque 
de robustesse de la modélisation obtenue. Il a donc été décidé de ne pas retenir cette BMDL et de 
retenir la NOAEL. 
 

NOAEL = 1 µg.L-1 

 
Cette NOAEL correspond à une concentration de MC-LR dans l’eau. Un facteur de conversion de 
0,15 recommandé par l’EFSA (EFSA, 2012)3 a été utilisé par défaut pour obtenir une dose 
quotidienne d’exposition subchronique chez la souris. 
 

NOAEL = 0,15 µg.kg pc-1.j-1 

o Ajustement allométrique 
Pour réduire la valeur de l’incertitude sur la variabilité inter-espèce, un ajustement allométrique a 
été réalisé. Une dose équivalente humaine (HED  = Human Equivalent Dose) est calculé à l’aide 
de l’équation suivante4 : 

1/4

homme Poids

animal Poids
animal Dose Homme eéquivalent Dose 








 
En l’absence de données moyennes concernant le poids des souris de l’étude, un poids moyen de 
25 g a été utilisé, comme préconisé par l’US EPA (US EPA, 2006). Celui utilisé pour l’Homme pour 
le calcul est de 70 kg.  
 

NOAEL HED = 0,15 x (0,025 / 70)1/4 = 0,02 µg.kg pc-1.j-1 

                                                 
3 Ce facteur a été établi par le NTP à partir de 8 études de toxicité dans lesquelles figuraient la consommation d’eau de 
boisson et le poids corporel des animaux testés (rats ou souris). 
4 Cette équation est issue des recommandations de l’US EPA (US EPA, 2006).  
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o Choix des facteurs d’incertitude 
Le calcul de la VTR à partir de Chen et al. (2011) a été effectué à l’aide des facteurs d’incertitude 
suivants (Anses, 2017) :  

- Variabilité inter-espèces (UFA) : 2,5. L’ajustement dosimétrique réalisé a permis de calculer 
une dose équivalente humaine, à l’aide de l’équation précédente. Pour tenir compte de la 
variabilité toxicodynamique et d’incertitudes résiduelles, un facteur d’incertitude 
supplémentaire a été fixé à 2,5 selon les recommandations de l’IPCS (IPCS, 2005) et sur la 
base des pratiques de l’Anses. 

- Variabilité inter-individuelle (UFH) : 10. En l’absence de connaissance sur l’existence de 
sous-population sensible, une valeur finale de 10 par défaut a été choisie pour la variabilité 
intra-espèce. 

Un facteur d’incertitude global de 25 est donc utilisé pour la construction de la VTR. 
 

o Proposition de VTR subchronique   
VTR = NOAELHED / UF = 0,02/ 25 = 0,0008 µg.kg-1 pc .j-1 ~ 1 ng.kg-1 pc .j-1 

 
o Niveau de confiance 

Un niveau de confiance global moyen/fort a été attribué à cette VTR en se basant sur les 4 
critères suivants : la nature et la qualité des données (fort), le choix de l’effet critique et le mode 
d’action (moyen-fort), le choix de l’étude clé (moyen) et le choix de la dose critique (moyen-fort).  
 

4. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS DE L’AGENCE 

L’Agence nationale de sécurité sanitaire de l’alimentation, de l’environnement et du travail adopte 
les conclusions et recommandations du CES « Valeurs sanitaires de référence » qui portent sur la 
proposition de valeurs toxicologiques de référence par voie orale pour la microcystine-LR. 

Pour rappel, dans le cadre des VTR et en lien avec les scénarios généralement pris en compte en 
évaluation des risques sanitaires chez l’Homme, l’Anses distingue trois types de durée 
d’exposition :  

- Pour les expositions aiguës, de 1 à 14 jours ; 

- Pour les expositions subchroniques, de 15 à 364 jours ; 

- Pour les expositions chroniques, à partir de 365 jours. 

 
Concernant la VTR subchronique, l’Agence retient la valeur de 1 ng.kg-1.pc.j-1 (cf. tableau 1). 
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Tableau 1 : VTR subchronique par voie orale pour la microcystine-LR 

 

Effet critique 
(étude clé) 

Concentration critique UF VTR 

Altération de la qualité 
spermatique 

Chen et al. (2011) 

NOAEL = 1 µg.L-1  

= 0,15 µg.kg pc-1.j-1 

 

Ajustement allométrique 
 NOAEL HED = 0,02 µg.kg pc-1.j-1 

25 
 

UFA : 2.5 

UFD : 10 

 

1 ng.kg pc-1.j-1 

Indice de confiance 
Moyen/ fort 

 

L’Agence rappelle qu’en l’état des connaissances actuelles, il n’est pas possible de conclure sur le 
caractère génotoxique de la MC-LR ni sur son caractère cancérigène. 
Enfin, l’Agence signale que la VTR construite ne se rapporte qu’à la MC-LR. Par conséquent, 
l’Agence souligne la nécessité d’acquérir des connaissances relatives à la toxicité potentielle 
d’autres variants de la microcystine car ces derniers pourraient présenter des propriétés toxiques 
équivalentes ou supérieures à celles de la MC-LR (identification des toxines nouvelles, réalisation 
d’essais de toxicité subchronique et chronique, réalisation d’essais d’évaluation de la 
cancérogénicité, etc.). 

 

 

Dr Roger Genet 
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1. Contexte, objet et modalités de traitement de 

la saisine 

1.1 Contexte  

Une valeur toxicologique de référence, ou VTR, est un indice toxicologique qui permet de qualifier 

ou de quantifier un risque pour la santé humaine. Elle établit le lien entre une exposition à une 

substance toxique et l’occurrence d’un effet sanitaire indésirable. Les VTR sont spécifiques d’une 

durée d’exposition (aiguë, subchronique ou chronique) et d’une voie d’exposition (orale ou 

respiratoire). La construction des VTR diffère en fonction des connaissances ou des hypothèses 

formulées sur les mécanismes d’action des substances. Actuellement, l’hypothèse par défaut est 

de considérer une relation monotone entre l’exposition, ou la dose, et l’effet, ou la réponse. En 

l’état actuel des connaissances et par défaut, on considère généralement que, pour les effets non 

cancérogènes, la toxicité ne s’exprime qu’au-delà d’un seuil de dose (Afsset, 2010).  

En pratique, la construction de la VTR à seuil comprend les quatre étapes suivantes : 

 choix de l’effet critique ; 

 choix d’une étude de bonne qualité scientifique permettant généralement d’établir une 

relation dose – réponse ; 

 choix ou construction d’une dose critique à partir des doses expérimentales et/ou des 

données épidémiologiques ; 

 application de facteurs d’incertitude à la dose critique pour tenir compte des incertitudes. 

L’élaboration des VTR suit une approche très structurée et exigeante qui implique des évaluations 

collectives par des groupes de spécialistes. 

1.2 Objet de la saisine 

La direction générale de la santé a saisi l’Anses le 19 juillet 2016 d’une demande d’actualisation de 

l’évaluation des risques liés à la présence de cyanobactéries et de leurs toxines dans les eaux 

destinées à la consommation humaine (EDCH), à la baignade et autres activités récréatives. 

L’un des objectifs de ce travail est d’actualiser le corpus documentaire relatif à la toxicité des 

cyanobactéries et le cas échéant, sélectionner ou construire de nouvelles valeurs toxicologiques 

de références représentatives de scénarios d’exposition liés à l’ingestion d’EDCH ou d’eau 

pendant les activités aquatiques récréatives telle que la baignade. Dans le cadre de cette saisine, 

une VTR subchronique par voie orale liée à l’ingestion de microcystine-LR est proposée. 
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1.3 Modalités de traitement : moyens mis en œuvre et organisation 

L’Anses a confié au comité d’experts spécialisé (CES) « Eaux » l’instruction de cette saisine. Le 
CES « Valeurs sanitaires de référence » a été mandaté pour évaluer les VTR existantes et en 
construire une nouvelle le cas échéant. 

Les travaux d’expertise ont été soumis régulièrement aux 2 CES tant sur les aspects 
méthodologiques que scientifiques et tiennent compte des observations et éléments 
complémentaires transmis par les membres des CES. Les travaux ont été adoptés par le CES 
« Valeurs sanitaires de référence » réuni le 18 octobre 2018. 

Ces travaux sont ainsi issus de collectifs 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 conflit d’intérêt 

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

Les déclarations d’intérêts des experts sont publiées sur le site internet du ministère en charge des 

solidarités et de la santé (https://dpi.sante.gouv.fr).  
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2. Informations générales 

2.1 Cyanobactéries  

 

Anciennement appelées « algues bleues » ou « algues bleu-vert », les cyanobactéries sont des 

micro-organismes procaryotes à Gram négatif dont la pigmentation peut varier du bleu-vert au 

rouge (De Reviers, 2002 et 2003). Elles sont actuellement présentes dans la plupart des 

écosystèmes.  

Les cyanobactéries sont des procaryotes photosynthétiques, classées du point de vue 

systématique dans le règne des Eubactéries. À l’instar des autres bactéries, la structure cellulaire 

des cyanobactéries est caractérisée par l’absence de noyau et d’organites intracellulaires. Ces 

micro-organismes ont longtemps été rangés dans le règne végétal car ils présentent aussi des 

caractéristiques propres aux algues en vivant dans les eaux continentales et les milieux marins. 

Comme les végétaux, les cyanobactéries possèdent de la chlorophylle-a, et non de la 

bactériochlorophylle comme certaines bactéries. Elles renferment généralement, comme autres 

pigments photosynthétiques, des phycobiliprotéines et réalisent une photosynthèse productrice 

d’oxygène en utilisant l’eau comme donneur d’électrons. 

La multiplication des cyanobactéries est végétative, c’est-à-dire asexuée, et s’effectue par division 

binaire d’une cellule mère en deux cellules filles, par bourgeonnement ou par divisions multiples. 

Selon les espèces et les conditions environnementales, les temps de doublement des populations 

varient de quelques heures à plusieurs jours. 

Dans des conditions qui leur sont favorables, ces cyanobactéries connaissent des phases de 

prolifération massive aussi qualifiées d’efflorescences (bloom en anglais). Durant ces phases de 

prolifération massive, se développe une biomasse importante et une ou deux espèces deviennent 

alors très largement dominantes. Les effets indésirables pour l’environnement et la santé humaine 

sont alors nombreux.  

La présence de cyanobactéries signalée sur tous les continents est source de préoccupation 

croissante vis-à-vis des risques sanitaires associés pour l’Homme et l’animal (Vichi et al., 2016). 

En effet, ces micro-organismes peuvent produire et libérer des cyanotoxines ou d’autres composés 

bio-actifs, capables d’agir sur différents organes cibles tels que le foie et le système nerveux. 

L’Homme est exposé aux cyanotoxines principalement par ingestion d’eau destinée à la 

consommation humaine (EDCH ou accidentellement lors d’activités récréatives aquatiques.  
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2.2 Synthèse des microcystines 
 

Les microcystines (MC) sont les cyanotoxines les plus recherchées en milieu naturel. Elles sont 

produites par de nombreux genres de cyanobactéries tels que Microcystis, Planktothrix, 

(Oscillatoria), Anabaena ou Hapalosiphon. Au sein d’une même espèce de cyanobactérie, on note 

une hétérogénéité quant à la production de toxines avec des souches toxinogènes et non 

toxinogènes. Les microcystines sont synthétisées par les cellules en croissance. La production de 

ces toxines dépend de la présence de gènes de biosynthèse dont l’expression peut être régulée 

par des facteurs environnementaux (Schatz et al., 2007), du taux de croissance des cellules et de 

la disponibilité des nutriments (Briand et al., 2008), de la proportion entre les souches toxiques et 

non toxiques (Briand et al., 2008) et de l’état physiologique des clones toxiques (Chorus, 2001). 

 

2.3 Structure et propriétés physico-chimiques de la microcystine-

LR 

 

Les microcystines constituent un groupe de plus de 250 variants différents de peptides cycliques 

comprenant 7 acides aminés (Catherine et al., 2017). Elles sont caractérisées par la présence d’un 

acide aminé Adda [Acide 3-amino-9-méthoxy-2,6,8-triméthyl-10-phényldeca-4,6-diènoïque], 

caractéristique des cyanobactéries. Des variations structurales apparaissent suite au changement 

de deux acides aminés ou d’autres changements dans les petits groupes latéraux. Les 

caractéristiques physico-chimiques de la microcystine-LR disponibles à ce jour ont été recensées 

dans le tableau 1. 

 

Tableau 1 : Identification de la substance et propriétés physico-chimiques (US EPA, 2011 ; INERIS-

PSC, 2018) 

Nom Microcystine-LR 
Numéro CAS 101043-37-2 
Abbréviation MC-LR 
Formule  C49H74N10O12 
Forme physique Solide 
Poids moléculaire 995.17 g/mole 
Densité 1.29 g/m3 
Solubilité dans l’eau Forte 
Koc 10000000000 L/kg 
Kow 0.7017 
Bioaccumulation BCF 3.162 
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Les microcystines sont très stables dans l’eau et supportent de nombreux changements 

environnementaux tels que des variations de pH ou de température (jusqu’à 300 °C). Ces 

molécules sont particulièrement solubles dans l'eau, avec différents degrés de solubilité selon les 

variants et l’état de détoxication (Harada, 1996 ; Sivonen & Jones, 1999 ; Codd et al., 2005). 

La microcystine-LR (MC-LR) est la microcystine la plus commune et la plus largement étudiée des 

variants de MC, caractérisée par la présence d’une leucine (L) et d’une arginine (R), acides 

aminés de type L en positions 2 et 4 (Figure 1) (Carmichael, 1988).  

 

 

Figure 1 : Structure chimique de la MC-LR, avec une leucine (L) et une arginine (R), acides aminés de 

type L en positions 2 et 4 
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3.  Synthèse des données toxicologiques 

La synthèse des données toxicologiques a été rédigée sur la base des rapports de synthèse 

réalisés par des organismes reconnus au niveau international (US EPA 2015a et b ; EFSA 2016 ; 

Santé Canada, 2016) complétée par une recherche bibliographique réalisée sur la période 2006-

2018. Le détail de cette recherche bibliographique complémentaire est présenté en Annexe 2. 

3.1 Toxicocinétique 

Un nombre limité d’études in vivo par voie orale décrivant la toxicocinétique des microcystines a 

été rapporté. Quelques données acquises avec des voies d’administration intrapéritonéale (ip) ou 

intraveineuse (iv) et des études menées in vitro permettent de décrire des paramètres cinétiques 

et de compléter le profil Absorption Distribution Métabolisme Excrétion (ADME).  

3.1.1 Absorption 

Au vu des données disponibles à ce jour, il est montré que l’absorption de la MC-LR est réalisée 

par diffusion facilitée via des récepteurs de la famille des polypeptides transporteurs d’anions 

organiques (OATP). Il s’agit de transporteurs permettant l’absorption de nombreuses molécules 

par le tractus intestinal ainsi que leur transport vers le foie, le cerveau et de nombreux autres 

tissus (Cheng et al., 2005 ; Fischer et al., 2005 ; Svoboda, 2011). Ces transporteurs sont retrouvés 

dans de nombreux organes et permettent aux microcystines d’être absorbées par l’organisme, en 

traversant la barrière intestinale.  

Après avoir exposé par gavage (une dose unique de 500 µg.kg-1) des souris ICR mâles à la MC-

LR (purifiée à partir d’un échantillon de cyanobactéries), Ito et al. (1997a) et Ito et Nagai (2000) ont 

étudié l’absorption orale de la molécule par immunohistochimie. Une absorption par l’estomac a 

été observée, mais la molécule est principalement absorbée par l’intestin grêle (Ito et Nagai, 

2000). Les auteurs ont pu observer également une érosion des villosités de l’intestin grêle au 

niveau de cellules épithéliales de surface. 

Dans une étude in situ, Dahlem et al. (1989) ont exposé des rats à la MC-LR (purifiée à plus de 

95%) par voie iléale pour étudier de façon indirecte la biodisponibilité orale. Les animaux exposés 

par voie iléale à 5 mg.kg pc-1 d’infusion de toxine ont montré des symptômes cliniques tels qu’une 

respiration difficile et un choc circulatoire. Des signes de toxicité hépatique ont été observés dans 

les 6 heures qui ont suivi l’exposition. Lorsque les auteurs ont administré cette même dose au 

niveau de l’anse intestinale isolée, la toxicité hépatique observée est plus faible, suggérant que 

l’absorption intestinale de la MC-LR pourrait être spécifique à un site bien que les différences de 

surface d’absorption n’ont pas été prises en compte. 
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Stotts et al. (1997a et b) montrent une absorption orale de la dihydromicrocystine 1marquée au 3H 

chez le porc après une exposition de l’anse iléale. Les auteurs ont pu déterminer que la 

concentration maximale de la toxine dans le sang a été atteinte 90 minutes après l’administration 

de la dose (75 µg.kg pc -1). 

Greer et al. (2018) ont évalué chez le porc l’absorption orale de la microcystine-LR pure lors d’une 

exposition répétée en leur administrant par gavage une dose quotidienne de 0,04 µg.kg pc-1 de 

toxine durant 13 semaines. La MC-LR n’a pas été détectée dans le sérum chez ces animaux. En 

revanche, lorsque les porcs sont exposés 5 semaines de plus à 2 µg.kg pc -1 .j-1, la MC-LR libre est 

retrouvée dans le gros intestin et le rein de 2 animaux à des concentrations de 1,4 et 

1,9 µg.kg pc-1, respectivement. De plus, la moitié des animaux exposés à cette dose montraient 

une accumulation de MC-LR liée (26,4 µg) dans le tissu hépatique, soit environ 1,1% de la dose 

administrée. 

3.1.2 Distribution 

La distribution de la MC-LR vers les autres organes et tissus semble être réalisée de la même 

manière que l’absorption, c’est-à-dire par transport facilité via les OATP.  

Des études in vitro et in vivo ont montré que l’inhibition de l’absorption de la MC-LR par les OATP 

pouvait réduire voire supprimer sa toxicité dans le foie (Runnegar et al., 1981 et 1995 ; Runnegar 

et Falconer, 1982 ; Hermansky et al., 1990a et b). Des études in vitro montrent que des cellules 

dépourvues d’OATP (HEK293, neurones primaires de souris Balb/c,HepG2)  n’absorbent pas la 

microcystine-LR tandis que l’introduction de ces transporteurs dans les cellules permet l’entrée de 

la molécule (Komatsu et al., 2007 ; Jasionek et al., 2010 ; Feurstein et al., 2010 ; Fischer et al., 

2010). 

Lorsque des hépatocytes primaires humains sont transfectés avec des transporteurs OATP 

(HEK293-AOTP1B1 et HEK293-OATP1B3), puis exposés à la microcystine-LR, une augmentation 

dose-dépendante de la toxine est observée dans ces cellules contrairement aux HEK293 

transfectées avec le vecteur contrôle (résistantes à la MC-LR). En présence d’inhibiteur 

d’OATP1B3, la cytotoxicité de la MC-LR est atténuée chez les HEK293-OATP1B3, de même que 

son entrée dans la cellule (Fischer et al., 2010). 

Lu et al. (2008) ont utilisé des souris dépourvues du transporteur OATP1B2 pour montrer son 

importance dans le transport de la MC-LR vers le foie. Les auteurs ont observé une hépatotoxicité 

sévère et des décès chez les souris sauvages exposées à la microcystine-LR par voie 

intrapéritonéale (ip) (120 µg.kg-1). En revanche, les souris OATP1B2-null ont montré une 

résistance à cette toxicité induite par la MC-LR.  

                                                 
1 La dihydromicrocystine 3H (2H MC-LR) a pu être utilisée à la place de la MC-LR dans les études de toxicocinétique 

anciennes car  il était plus facile d'incorporer le tritium dans cette molécule et de façon plus stable que dans la MCLR. En 

outre la 2H MC-LR a la même cible toxique (le foie) que la MC-LR et donc probablement le même comportement.  
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Pour démontrer le rôle du transporteur OATP1A5 dans l’absorption de la MC-LR par les neurones 

sécretant la GnRH, Ding et al. (2017) ont exposé des cellules GT1-7 à la MC-LR. Ils ont pu 

observer une augmentation du taux d’ARNm d’au moins quatre transporteurs (OATP1A4, 

OATP1A5, OATP5A1, OATP2B1) dans ces cellules mais seul le taux de protéines de l’OATP1A5 a 

augmenté. Ils ont aussi montré que la MC-LR ne pouvait pas être transportée dans les cellules 

déficientes en OATP1A5 qui étaient donc par conséquent protégées d’une diminution de viabilité 

cellulaire. 

La distribution de la microcystine-LR a été étudiée par Ito et al. (1997a) et Ito et Nagai (2000) en 

exposant par gavage des souris ICR mâles (une dose unique de 500 µg.kg pc-1). En plus de 

l’absorption par l’estomac et l’intestin grêle observé par immunohistochimie, les auteurs ont pu 

noter également la présence de la toxine dans le plasma sanguin, le foie, les poumons et les reins. 

Néanmoins, l’érosion des villosités intestinales constatée au cours de l’étude a pu renforcer le 

passage de la molécule dans la circulation sanguine. 

Nishiwaki et al. (1994) ont comparé la distribution de la 3H-dihydromicrocystine-LR chez la souris 

en fonction du mode d’exposition. Après administration unique par voie orale, moins d’1% de la 

dose administrée est retrouvée dans le foie 6 heures et également 6 jours après l’administration 

contre 38 % de la dose dans le contenu gastrointestinal. En revanche, on retrouve près de 72 % 

de la dose dans le foie lorsque la MC-LR est administrée par voie intrapéritonéale, ainsi que 1,4 % 

dans le petit intestin, 0,5% dans le rein et la vésicule biliaire, 0,4% dans les poumons et 0,3% dans 

l’estomac.  

Lorsque des rats Sprague-Dawley sont exposés à la MC-LR (pure à plus de 95%) par gavage 

toutes les 48 heures (0,04 ; 0,2 ; 1,0 mg.kg pc -1), la microcystine-LR et ses métabolites (MC-LR-

GSH et MC-LR-Cys) ont pu être quantifiés dans le foie des animaux (He et al., 2012). On retrouve 

dans le foie des animaux du groupe exposé à la plus forte dose un taux de MC-LR de 

91,8 ± 25,8 ng.g-1, et de concentrations en MC-LR-GSH et MC-LR-Cys de 13 ± 2 ng.g-1 et 

28,5 ± 3 ng.g-1, respectivement. 

Sedan et al. (2015) ont exposé des souris à la MC-LR (50 ou 100 µg.kg-1 toutes les 48 heures 

pendant un mois) par gavage et ont pu détecter la présence de la toxine dans le foie des souris 

exposées. On retrouve en moyenne 1,4% de la dose totale administrée dans le foie des animaux 

exposés à la plus forte dose et 0,2% chez les animaux traités à 50 µg.kg-1. 

Chez la souris gestante, l’exposition maternelle à la MC-LR via l’eau de boisson (10 et 50 µg.L-1), à 

12 jours de gestation, et l’exposition des descendants jusqu’au 21ème jour postnatal, entraîne une 

accumulation de MC-LR dans la prostate ou les testicules des descendants, avec des teneurs 

encore détectables à 90 jours après la naissance (Zhang et al., 2017a et b).  

Des études ont été réalisées sur des vaches laitières et des bovins, mais il est à noter que ces 

données montrent de nombreuses faiblesses (absence de témoins, faible nombre d’animaux et de 

concentration d’exposition, manque de données concernant les concentrations en microcystines). 

Orr et al. (2001) ont exposé des vaches laitières à des cellules de Microcystis aeruginosa via l’eau 

d’abreuvement dans le but de rechercher la MC-LR dans le lait des animaux. Celle-ci n’a pas été 

détectée (limite de détection à 2 ng.L-1). Elle n’est pas détectée non plus après une ingestion des 
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cellules par capsule à gélatine (Feitz et al., 2002 ; Limite de détection à 0,2 ng.L-1). En revanche, 

en présence de cellules de Microcystis aeruginosa dans l’eau d’abreuvement de bovins durant 29 

jours, on retrouve 10-39% de la MC-LR totale ingérée par l’animal dans le foie, mais pas dans le 

plasma sanguin (Orr et al., 2003).  

Certaines études optant pour d’autres voies d’exposition ont permis de caractériser la distribution 

de la microcystine-LR au sein de l’organisme. 

Robinson et al. (1989) ont décrit la distribution de la microcystine-LR tritiée (pure à plus de 95%) 

après une injection intrapéritonéale d’une dose sublétale de 45 µg.kg-1 ou létale de 101 µg.kg-1 

chez la souris. Pour les deux doses, on observe une distribution similaire du marquage radioactif 

(en % de radioactivité totale) après 60 minutes, à savoir une accumulation dans le foie qui atteint 

un maximum de 60%. Lors de l’exposition à 101 µg.kg-1, les auteurs ont retrouvé 56% de la dose 

administrée dans le foie, 7% dans l’intestin, 0,9% dans le rein et moins de 1% dans le cœur, la rate 

et le muscle squelettique. Les mêmes auteurs ont réalisé l’experience en administrant 35 µg.kg-1 à 

des souris par voie iv (Robinson et al., 1991). Après une heure, la distribution était de 67% de la 

dose initiale dans le foie, 8,6% dans le petit intestin, 6% dans la carcasse (corps sans le foie, 

l’intestin, les reins, le cœur, les poumons et la rate) et 0,8% dans les reins ainsi que des traces 

dans le plasma. Un fort taux de MC-LR dans les poumons a été retrouvé après 3 minutes, la toxine 

n’était plus détectable après 10 minutes. 

L’accumulation de la MC-LR dans le foie et les reins a pu être observée à de nombreuses reprises 

à la suite d’études exposant des animaux à la toxine par voie intrapéritonéale (Wang et al., 2008 ; 

Lowe et al., 2012 ; Huang et al., 2013 ; Sedan et al., 2013 ; Guo et al., 2015 ; Liu et al., 2016a) 

mais aussi dans la rate (Li et al., 2012a) , l’hippocampe (Li et al., 2012b) et les testicules (Wang et 

al. 2013a). 

Zhao et al. (2015) ont étudié la distribution de la MC-LR lors d’une exposition prénatale. Des rates 

SD gestantes ont été exposées avec des pompes à perfusion à 10 µg.kg pc-1.j-1 (0.25 µL.h-1) de 

MC-LR du 8ème jour de gestation au 15ème jour postnatal. Les auteurs ont montré une accumulation 

de la MC-LR dans les cerveaux des descendants suggérant en plus du passage de la molécule 

vers les tissus cérébraux, un franchissement de la barrière placentaire. Une étude ultérieure a 

montré l’accumulation de la MC-LR dans le foie des descendants après exposition prénatale (Zhao 

et al., 2016). 

3.1.3 Métabolisme 

Les données concernant le métabolisme de la MC-LR sont limitées. Aucune étude par voie orale 

n’a permis de décrire cette étape. Néanmoins, certaines études in vitro et in vivo par d’autres voies 

d’administration apportent des éléments d’information. 

Les microcystines peuvent être conjuguées au glutathion (GSH) et à la cystéine pour augmenter 

leur solubilité et faciliter leur excrétion (Kondo et al., 1996). 

Lorsque des souris CD-1 sont exposées à une dose de 35 µg.kg pc-1 de 3H-dihydromicrocystine-

LR par voie iv, l’urine et les matières fécales contiennent respectivement 9,2 ± 1,0% et 14,5 ± 

1,1% de la dose administrée, et, 60% de cette quantité correspond à la toxine telle qu’administrée. 
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L’analyse par HPLC a permis de montrer la présence d’autres pics d’intensité plus faible sortant à 

des temps de rétention différents sur le chromatogramme, suggérant ainsi la présence de 

métabolites (Robinson et al., 1991). Pace et al. (1991) ont aussi détecté dans le foie de rat isolé 

perfusé la toxine d’origine (3H-dihydromicrocystine-LR) et un métabolite plus polaire. Cependant, la 

caractérisation de ces métabolites n’a pas été réalisée dans ces études. 

Après injection ip de 4 µg de MC-LR (purifiée à partir de cellules provenant d’une efflorescence 

cyanobactérienne) chez le rat, Kondo et al. (1992, 1996) ont isolé des conjugués et observé une 

modification structurelle des groupes Adda et Mdha (N-méthyldéhydroalanine) de la MC-LR. Il a 

aussi été mis en évidence que ces groupes Adda et Mdha représentaient des sites propices à 

l’oxydation facilitée par le CYP450 et à la conjugaison avec le GSH ou la cystéine.  

Takenaka (2001) a montré que les conjugués de MC-LR au GSH étaient formés par les enzymes 

de glutathion S-transférase (GST) du cytosol du foie de rats et dans les microsomes. Cette 

conjugaison a été également caractérisée in vitro par Buratti et al. (2011) en mettant la MC-LR 

(pure à plus de 95%, isolée de Microcystis aeruginosa) en présence de cinq GST recombinantes 

humaines (A1-1, A3-3, M1-1, P101 et T1-1). Les cinq enzymes ont pu catalyser la conjugaison, 

mais avec des relations dose-réponse différentes. Cette réaction était dépendante de la 

concentration en glutathion, du pH et de la température. 

Il a été rapporté une différence d’efficacité catalytique de la conjugaison de la MC-LR au GSH 

entre les humains et les rongeurs. Les rongeurs montrent une meilleur affinité au substrat, 

induisant une efficacité deux fois plus élevée de la réaction catalytique (Buratti et Testai, 2015). 

Li et al. (2015a) ont exposé des rats SD à la MC-LR (pure à plus de 95%) par voie ip (0,25 ou 0,5 

fois la dose létale 50 (DL50) de 82,7 µg.kg-1 déterminée dans l’étude). Pour déterminer le rôle de la 

GSH dans l’hépatotoxicité induite par la MC-LR, certains rats ont été prétraités au Buthionine 

sulfoximine (BSO), un inhibiteur de la synthèse de GSH. Les animaux prétraités au BSO et 

exposés à la toxine montrent plus de dommages hépatiques et une accumulation de la MC-LR et 

de ses conjugués. Néanmoins, les taux de MC-LR-GSH et MC-LR-Cys étaient plus bas chez les 

rats prétraités suggérant que des tissus ayant de faibles concentrations en GSH sont plus 

vulnérables à la MC-LR et que la GSH est un élément essentiel à la détoxication de la MC-LR in 

vivo. Ces observations ont été confirmées dans une deuxième étude identique réalisée par les 

mêmes auteurs (Guo et al., 2015 ; Chen et al., 2016a). Une représentation schématique de la 

détoxication de la MC-LR a été proposée par Guo et al. (2015) (Figure 2). 
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Figure 2 : Rôle du glutathion (GSH) dans la détoxication de la microcystine-LR 

Une exposition à la MC-LR engendre la production d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) induisant un stress oxydatif 

et des dommages hépatiques. La GSH se lie à la MC-LR pour former un conjugué MC-LR-GSH via la glutathion-S-

Transférase (GST) et ce conjugué est dégradé en conjugué cystéine (MC-LR-Cys) réduisant la toxicité de la MC-LR et 

facilitant son excrétion (Guo et al., 2015). 

 

3.1.4 Excrétion 

Aucune étude n’a permis de recenser des informations sur l’excrétion de la MC-LR après 

exposition par voie orale. Seules des études par d’autres voies d’administration nous renseignent 

sur l’élimination de la MC-LR par l’organisme. 

Lorsque des rates albinos recoivent une dose par voie iv de 2 µg d’extraits de M. aeruginosa, on 

peut déterminer une élimination dans le sang en deux phases, avec un premier constituant ayant 

une demi-vie de 2,1 minutes et un second de 42 minutes (Falconer et al., 1986). Après 

120 minutes, les auteurs retrouvent dans les urines 1,9% de la dose administrée, et 9,4% dans 

l’intestin, suggérant une excrétion biliaire de la toxine. 

Pace et al. (1991) ont utilisé des foies de rats isolés perfusés pendant 60 minutes avec 0,3 ou 

0,5 µg.mL-1 de [3H]MC-LR (Flux constant de 10 mL par minute). Les auteurs ont retrouvé 1,7% de 

la dose administrée dans la bile, contenant à la fois la toxine sous forme libre (78%) et des 

métabolites plus polaires.  

L’excrétion de la MC-LR a été étudiée également par Robinson et al. (1991) chez la souris mâles 

VAF/plus CD-1 par injection iv de 35 µg-1.kg-1 de MC-LR radiomarquée. L’élimination plasmatique 

suivait un mode d’élimination bicompartimentale, avec des demi-vies de 0,8 et 6,9 minutes pour 

les phases alpha et beta, respectivement. Dans une étude sur 6 jours, il a été retrouvé 9,2 % de la 

dose administrée dans l’urine et 14,5% dans les fécès, dont 60% dans les 6 et 12 premières 

heures après l’injection de la toxine MC-LR. 



Anses  rapport d’expertise collective Dossier 2016-SA-0297 - VTR Microcystine-LR 

 

 page 23 / 80 Septembre 2018 

Chez le porc, une injection iv de dihydroMC-LR radiomarquée (75 µg.kg-1) ou une exposition de 

l’anse iléale à la même dose ont toutes deux montré une excrétion par voie biliaire dans les 30 

premières minutes, et un passage par la veine porte (effet de premier passage hépatique) (Stotts 

et al., 1997a et b). Les deux voies d’administration ont permis de montrer une élimination 

biphasique rapide. A des doses plus élevées, l’élimination dans le sang est ralentie, probablement 

en raison de  la toxicité hépatique et du choc circulatoire observés.  

Lowe et al. (2012) ont administré par voie ip une dose de 55 µg.kg-1 pc à des rats Wistar et ont pu 

montrer une élimination partielle de la MC-LR dans l’urine et les fécès dans les 24h suivant 

l’exposition. La présence des conjugués de la MC-LR à la GSH et la cystéine dans les urines a 

aussi été rapportée. De même, lorsque des souris N:NIH-S sont exposées à 25 µg MC-LRéq.kg-1 

par voie ip durant une semaine, la présence de la toxine est détectée dans les urines et les 

matières fécales (Sedan et al., 2015). 

 

 

3.2 Toxicité aiguë et subaiguë 

Les études in vivo par voie orale (eau de boisson et gavage) chez les mammifères ont 

principalement été retenues pour réaliser le profil toxicologique de la microcystine-LR . Certaines 

études par voie ip et/ou iv ont permis de compléter ce profil et d’apporter plus de poids aux effets 

observés par voie orale.  

3.2.1 Effets aigus et subaigus 

3.2.1.1 Données chez l’Homme 

Aucune donnée n’est disponible à ce jour. 

3.2.1.2 Données chez l’animal 

Fitzgeorge et al., (1994) ont exposé des souris CBA et des souris BALBc (sexe et nombre 

d’animaux non précisés) à la MC-LR (qualifiée de convenablement purifiée) par gavage. Des 

décès sont rapportés dans les deux heures suivant l’administration. La DL50 a été estimée à 3000 

µg.kg-1 et une augmentation du poids du foie (43%) et des reins (5,9%) a été rapportée. 

Yoshida et al. (1997) ont évalué la toxicité aiguë par voie orale chez des souris BALB/c en leur 

administrant par gavage une solution saline contenant la MC-LR (purifiée à plus de 95%). Les 

auteurs ont d’abord utilisé des doses allant de 16,8 à 20 mg.kg-1, où la mort de deux souris a été 

rapportée dans les 160 minutes après ingestion. Pour déterminer une DL50, les souris ont reçu des 

doses de MC-LR de 0, 8, 10 et 12,5 mg.kg-1. Une DL50 de 10 mg.kg-1 a été établie par les auteurs. 

Des dommages hépatiques ont été observés chez les animaux exposés à des doses supérieures 

à 10 mg.kg-1 accompagnés de dommages rénaux pour les souris décédées.  

Ito et al. (1997a) ont comparé les effets aigus de la MC-LR sur le foie et le tractus gastro-intestinal 

de souris mâles ICR âgées de 5 et 32 semaines. Les animaux ont reçu une unique dose par 



Anses  rapport d’expertise collective Dossier 2016-SA-0297 - VTR Microcystine-LR 

 

 page 24 / 80 Septembre 2018 

gavage de 500 µg.kg-1 de MC-LR. Les auteurs ont observé les effets les plus sévères chez les 

souris agées de 32 semaines. Contrairement aux jeunes souris, des changements pathologiques 

hépatiques ont été observées chez les souris agées, tels que des saignements, une disparition 

des hépatocytes et une nécrose de la région centrolobulaire. 

Des souris Cr1:CD-1(ICR)BR et des rats Cr1:CD(SD)BR ont été exposés à la MC-LR (pureté non 

indiquée) par gavage (une dose unique de 500, 1580 ou 5000 µg.kg pc -1) et sacrifiés 14 jours 

après l’administration de la dose. Des DL50 de 5000 µg.kg-1.pc-1 et > 5000 µg.kg-1 ont été 

déterminées pour les souris et les rats, respectivement. Des dommages hépatiques plus ou moins 

sévères ont été observés à toutes les doses d’exposition chez les deux espèces (Fawell et 

al.,1999).  

Une autre étude a permis de comparer les effets aigus par voie orale de la MC-LR chez des souris 

mâles Swiss albino jeunes (6 semaines) et plus âgées (36 semaines) (Rao et al. 2005). Une dose 

unique de MC-LR (3,5 g.kg-1 d’extrait cellulaire de Microcystis aeruginosa soit 9,625 mg.kg-1 de 

MC-LR) a été administrée. Les auteurs relèvent alors une mortalité entre 4 et 5 heures après 

l’administration, avec un temps plus court chez les souris agées de 36 semaines. Les deux 

groupes exposés ont montré une augmentation du poids du foie et une fragmentation de l’ADN par 

rapport aux contrôles, mais aucune différence entre les deux groupes n’a été notée. Cependant, 

une plus grande augmentation de la déplétion en GSH et de la peroxidation lipidique a été 

observée chez les souris plus agées, de même que la concentration de ɣ-GT sérique. 

L’administration d’extraits d’ Aphanizomenon flos-aquae (produisant environ 20 µg.g-1 de MC-LR) 

via l’alimentation chez la souris, pendant 64 jours, a permis d’établir une dose maximale sans effet 

observable (NOAEL), pour la MC-LR, estimée entre 43,3 et 333 µg.kg-1.j-1 (selon l’estimation de 

l’ingestion) pour tous les aspects toxicologiques testés (mortalité, poids corporel, poids des 

organes, histologie) (Schaeffer et al.,1999). 

Heinze et al. (1999) ont mis en évidence des dommages hépatiques (lésions et poids relatif du foie 

augmenté de 17%) et une modification de la biochimie sérique permettant de déterminer une dose 

minimale avec un effet nocif observable (LOAEL) de 50 µg.kg-1.j-1 chez le rat, par voie orale (eau 

de boisson, 28 jours, MC-LR dont la pureté n’est pas indiquée).  

Une LOAEL de 50 µg.kg-1 est aussi établie après avoir exposé des souris N:NIH-S par gavage à 

de la MC-LR (50 et 100 µg.kg-1) issue d’extraits purifiés de Microcystis aeruginosa toutes les 48h 

pendant 1 mois (Sedan et al., 2015). Comme l’exposition a été réalisée tous les 2 jours, les 

auteurs ont extrapolé une LOAEL de 25 µg.kg-1.j-1. Les effets associés sont des modifications 

histologiques dans le foie (vacuolisation, stéatose), une diminution des lymphocytes intra-

épithéliaux dans le petit intestin, une augmentation des lipides sanguins, et une modification de 

certains marqueurs du stress oxydatif (augmentation de la peroxydation des lipides, diminution de 

l’activité de la superoxyde dismutase (SOD) et de la quantité de GSH). L’exposition à une dose de 

100 µg.kg-1.j-1 engendre le même type d’effets mais plus marqués. 

Des souris mâles ont été exposées à 0,04 et 0,2 mg.kg-1.j-1 de MC-LR par voie orale pendant 28 

jours. Les auteurs ont pu alors définir une LOAEL de 40 µg.kg-1.j-1 pour des effets divers : 

augmentation du poids du foie, des lymphocytes et des vacuoles lipidiques autour de la veine 
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centrale hépatique, modification des variables biochimiques hépatiques et sanguines (CT, HDL, 

LDL, VLDL2), et modification du microbiote intestinal (Zhang et al., 2016). 

3.2.2 Irritation et sensibilitation 

3.2.2.1 Données chez l’Homme 

Aucune donnée n’est disponible à ce jour. 

3.2.2.2 Données chez l’animal  

Aucune étude sur les effets irritants et sensibilisants de la MC-LR purifiée n’a été recensée à ce 

jour. Des échantillons d’efflorescences cyanobactériennes provenant de cinq lacs ou étangs 

différents ont été testés sur des cochons d’Inde et des lapins afin d’évaluer les effets irritants et 

sensibilisants, respectivement (Torokne et al., 2001). Les concentrations en MC (total de LR, RR 

et YR) des échantillons prélevés variaient de 0,1 à 2,21 mg.g-1. Pour déterminer la sensibilisation, 

les cochons d’Inde ont reçu une injection intradermique puis une application locale sur le site de 

l’injection sept jours plus tard. La sensibilisation a été modérée à sévère chez 30 à 67% des 

animaux mais aucune corrélation entre l’intensité de la réaction de sensibilisation et la 

concentration en MC n’a été mise en évidence. Tous les échantillons ont induit une irritation 

oculaire et cutanée négligeable à légère chez les lapins. 

3.3 Toxicité subchronique et chronique 

3.3.1 Données chez l’Homme  

Aucune donnée n’est disponible à ce jour. 

3.3.2 Données chez l’animal 

Des souris ICR ayant reçu 80 ou 100 doses de 80 µg.kg-1 pc de MC-LR (pureté non indiquée) par 

gavage sur une période de 28 semaines ne montrent pas de changement dans le poids moyen du 

foie, mais des lésions légères au niveau des hépatocytes situés près de la veine centrale 

hépatique chez la moitié des individus (Ito et al., 1997b). 

L’administration par gavage de MC-LR (0, 40, 200 ou 1000 µg.kg-1.j-1, pureté non indiquée) à des 

souris mâles pendant 13 semaines induit des altérations hépatiques incluant une inflammation 

chronique, une dégénérescence d’hépatocytes, ainsi qu’un impact biochimique (ie., transaminases 

sériques élevées, taux de protéines totales sériques diminués) dans le groupe exposé à 

1000 µg.kg-1.j-1. Dans le groupe exposé à 200 µg.kg-1.j-1 une légère atteinte hépatique est 

observée. Dans cette étude, la dose de 40 µg.kg-1.j-1 est considérée comme la NOAEL (Fawell et 

al., 1999).  

                                                 
2 CT : Cholestérol total ; HDL : Lipoprotéines de haute densité ; LDL : Lipoprotéines de basse densité ; 

VLDL : Lipoprotéines de très basse densité 
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Une étude a montré que des souris femelles BALB/c âgées de six semaines ayant ingéré pendant 

18 mois 20 µg.L-1.j-1 de MC-LR via l’eau de boisson (quantité cumulée ingérée estimée de 35,5 mg 

par souris) n’ont pas montré de signe de toxicité (survie, poids corporel, consommation d’aliments, 

histopathologie du foie) ou d’accumulation de MC-LR dans l’organisme après 18 mois. Il est 

néanmoins rapporté une hausse importante des taux de cholestérol chez 22% des souris traitées 

au 18ème mois. En l'absence d'autres effets liés au traitement, les auteurs n'ont pas jugé ces effets 

significatifs sur le plan toxicologique (Ueno et al., 1999). 

Zhang et al. (2010) ont exposé des souris C57Bl/6 mâles à des concentrations de 0,1,40 ou 

80 µg.L-1 (soit 0 ; 0,2 ; 8 et 16 µg.kg pc-1.j-1 selon les auteurs) de MC-LR (pureté ≥ 95 %) via l’eau 

de boisson durant 180 jours. Les auteurs ont pu observer une diminution importante du poids 

corporel et une augmentation du poids relatif du foie aux concentrations supérieures à 40 µg.L-1 

(données non fournies). À ces mêmes concentrations, il est également rapporté une infiltration de 

lymphocytes et une infiltration graisseuse ainsi qu’une augmentation de l’expression de la 

métalloprotéinase matricielle 9 (MMP9) a été observée. Les mêmes auteurs ont réalisé cette étude 

sur 270 jours (Zhang et al., 2012). Ils observent alors à partir de 8 µg.kg-1.j-1 une diminution 

significative du poids corporel et une augmentation relative du poids du foie, une histopathologie 

modérée avec infiltration de lymphocytes, une augmentation de l’expression des protéines 

métalloprotéinase et de la phosphorylation de protéines kinase. Cependant, les niveaux d’effets 

sont difficilement quantifiables dans ces deux études qui ne présentent pas l’intégralité des 

données.  

L’ingestion chronique de MC-LR purifiée via l’eau de boisson (concentrations de 1, 5, 10, 20 ou 40 

µg.L-1) par des souris pendant 12 mois entraîne une production d’espèces radicalaires de 

l’oxygène dans les hépatocytes (à 10 µg.L-1), une diminution de l’intégrité des ADN 

mitochondriales (ADNmt) et nucléaires et de l’amplification des ADNmt (à 20 µg.L-1), ainsi qu’une 

variation de l’expression des gènes mitochondriaux et nucléaires liés à la réplication de l’ADNmt 

avec une dérégulation du fonctionnement des mitochondries et des cellules hépatiques pour toutes 

les concentrations étudiées (Li et al., 2015b).  

Une exposition similaire (même modèle, mêmes concentrations et temps d’exposition) a permis de 

définir une NOAEL de 1 µg.L-1 ainsi qu’une LOAEL de 5 µg.L-1 pour des effets histologiques et 

métaboliques dans les poumons (augmentation de l’épaisseur du septum alvéolaire et des zones 

de collapsus, modification de l’expression des gènes mitochondriaux dans les cellules 

pulmonaires, modification des niveaux de cytokines inflammatoires) (Li et al., 2016).  

Des valeurs de NOAEL et de LOAEL de 1 et 10 µg.L-1, concernant des effets hépatiques 

(infiltration de lymphocytes et stéatose, augmentation du poids relatif du foie, modification de 

l’expression enzymatique) ou pulmonaires (collapsus et épaississement des septa alvéolaires, 

rupture de l’intégrité de la jonction cellulaire), ont été respectivement rapportées chez des souris 

exposées par voie orale pendant 6 mois à de la MC-LR purifiée à des concentrations de 1, 10 et 

40 µg.L-1 (Wang et al., 2016)  

Une LOAEL de 40 µg.kg-1 est rapportée par He et al. (2017) chez des souris mâles gavées toutes 

les 48h pendant 90 jours à des doses de MC-LR allant de 40 à 200 µg.kg-1. Les effets observés 
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sont des augmentations des concentrations en bilirubine et albumine, une modification de 

l’expression de 57 protéines hépatiques (associées au métabolisme lipidique, à l’immunité et la 

protéolyse), une modification du profil métabolique sérique et hépatique, une augmentation du 

contenu lipidique et des effets histopathologiques hépatiques (infiltrats inflammatoires, 

hypertrophie des hépatocytes, apoptose, dommages ultra-structuraux), ainsi qu’une augmentation 

des concentrations de cytokines pro-inflammatoires TNF-α.  

3.4 Neurotoxicité  

Après une injection intra-hippocampique de 1 ou 10 µg.L-1 de MC-LR (pureté ≥ 98%), Li et al. 

(2012b) ont observé une altération de la mémoire, évaluée par le test du labyrinthe de Morris chez 

des rats mâles. Les animaux exposés ont montré une augmentation de la latence à retrouver la 

plateforme quelle que soit la dose. Chez les rats exposés à 10 µg.L-1, une analyse histologique du 

cerveau a permis d’observer des dommages dans la région CA1 de l’hippocampe, accompagnés 

d’une diminution de la densité cellulaire mais pas du volume. Les deux concentrations d’exposition 

ont entraîné une augmentation du niveau de malondialdéhyde (MDA) et l’activité des catalases 

dans cette même région. Une augmentation de l’activité de la SOD et de la GSH peroxydase est 

observée après exposition à 10 µg.L-1. 

L’étude de la neurotoxicité de la MC-LR a été menée in vivo sur des rats par des injections intra-

hippocampique (1 et 10 μg.L-1). Les fonctions cognitives (apprentissage et mémoire) se sont 

révélées fortement altérées, par des tests comportementaux (Li et al., 2014a). De plus, des lésions 

histologiques et des dommages oxydatifs ont été observés au niveau de l’hippocampe. 

Une étude des fonctions cognitives (apprentissage et mémoire) a été réalisée chez des rats 

Sprague Dawley âgés de 28 jours après une exposition par gavage à la MC-LR (pure à ≥ 95%) 

tous les 2 jours durant 8 semaines (à 0,2, 1 ou 5 µg.kg-1). Un effet dose-dépendant (allongement 

du temps pour trouver la plateforme) est observé au 3ème jour. Aucun effet n’a été observé sur la 

mémoire à long terme et la mémoire de travail. L’analyse histologique de l’hippocampe des 

animaux montre que sur 3 marqueurs, à la plus forte dose, une différence significative par rapport 

aux témoins est mise en évidence sur le nombre d’astrocytes marqués et le nombre de neurones 

marqués. Les auteurs concluent à des altérations du comportement d’apprentissage et à une 

neuroinflammation dans l’hippocampe (Li et al., 2014b).  

Li et al. (2015c) ont réalisé une étude de neurotoxicité développementale chez le rat. La MC-LR a 

été administrée par gavage à des femelles âgées de 28 jours pendant 8 semaines (doses 1, 5 ou 

20 µg.kg-1.j-1) avant gestation. Par conséquent, les portées n’ont pas été exposées directement. 

Les auteurs n’ont pas observé d’altérations du développement neuromoteur des jeunes à 

l’exception d’un test (le cliff avoidance3). Chez les mâles, une diminution de la baisse de 

                                                 
3 Cliff Avoidance : Ce test permet d’évaluer la réaction d’évitement de l’animal par rapport au vide. Ce 
réflexe met en jeu la force musculaire et la coordination des membres antérieurs et postérieurs du rongeur. 
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performance lors du test « Labyrinthe de Morris4 » a été observée dès la plus faible dose. Le 

même effet est observé chez les femelles aux deux plus fortes doses. Une toxicité pro-

inflammatoire au niveau hippocampique a été observée à la plus forte dose (marqueurs de 

peroxydation lipidique et stress oxydant). Les auteurs concluent que l’exposition progestationnelle 

des mères conduit à une neurotoxicité développementale à court et moyen terme.  

3.5 Effets sur la reproduction et le développement 

3.5.1 Données chez l’Homme 

Aucune donnée n’est disponible à ce jour. 

3.5.2 Données chez l’animal 

Une étude de toxicité développementale a été conduite par Fawell et al. (1999), dans laquelle des 

souris gestantes ont été exposées à la MC-LR (pureté non indiquée) par gavage à des doses de 0, 

200, 600 ou 2000 µg.kg-1.j-1 aux jours 6 à 15 de gestation. Les souris ont été sacrifiées au 18ème 

jour de gestation. Sur 26 souris exposées à 2000 µg.kg-1.j-1, sept mères gestantes sont mortes et 

deux autres ont été sacrifiées pour état moribond. L’autopsie de ces animaux a révélé un foie 

altéré. Aucune modification apparente n’a été observée chez les souris survivantes. Les fœtus des 

mères exposées à la plus forte dose ont montré un retard dans l’ossification du squelette ainsi 

qu’un poids corporel inférieur à celui des animaux témoins. 

Dans une étude réalisée par Chen et al. (2011), des souris mâles ont été exposées à la MC-LR (0, 

1, 3,2 ou 10 µg.L-1) via l’eau de boisson durant trois ou six mois. Aucun groupe n’a présenté de 

signes cliniques de toxicité ni de modification du poids corporel ou du poids des testicules. Une 

diminution significative du nombre de spermatozoïdes et de leur mobilité à partir de 3,2 µg.L-1 est 

observée après 3 ou 6 mois d’exposition à la MC-LR. Ces effets sont accompagnés d’une 

augmentation significative d’anomalies spermatiques à partir de 3,2 µg.L-1 lors d’une exposition 

d’une durée de 6 mois. Après 3 mois d’exposition, le taux de testostérone diminue de façon 

significative à la plus forte dose (10 µg.L-1 ). Après 6 mois d’exposition, on observe une diminution 

significative du taux de testostérone par destruction des cellules de Leydig et une augmentation 

dose-dépendante du taux de LH à partir de 3,2 µg.L-1, ainsi qu’une augmentation du taux de FSH 

à 10 µg.L-1, traduisant un hypogonadisme compensé. Une  désorganisation de l’épithélium des 

tubules séminifère est notée par les auteurs chez les souris exposées à 10 µg.L-1 pendant 3 mois, 

tandis qu’une atrophie testiculaire est également observée après 6 mois d’exposition à 10 µg.L-1. 

Cette atrophie est associée à un élargissement de la lumière des tubules séminifères, un 

amincissement de l’épithélium spermatogène, ainsi qu’une destruction des cellules de Leydig, de 

Sertoli et des spermatozoïdes matures. Le nombre de cellules apoptotiques augmente 

significativement après trois mois à 10 µg.L-1, et après six mois à partir de 3.2 µg.L-1. Une NOAEL 

de 1 µg.L-1 est établie dans cette étude. 

                                                 
4 Labyrinthe de Morris : Dispositif aquatique circulaire très utilisé en neurosciences comportementales pour 
évaluer la mémoire du rongeur. 
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Des souris femelles BALB/c ont été exposées à la MC-LR (1, 10 et 40 µg.L-1, purifiée à plus de 

95%) par l’eau de boisson pendant 3 ou 6 mois (Wu et al., 2015). Après 3 mois d’exposition, les 

auteurs ont pu observer une atrésie des follicules à 40 µg.L-1. Cette atrésie survient dans tous les 

groupes exposés 6 mois et est accompagnée d’une diminution du nombre de follicules 

primordiaux, primaires, secondaires et antraux. Des anomalies du cycle oestral sont observées à 3 

et 6 mois lors d’une exposition à 40 µg.L-1. Une augmentation significative du taux de mortalité à la 

naissance est relevée par les auteurs dans les groupes exposés à 40 µg.L-1 durant 3 mois, et dans 

les groupes exposés à 10 et 40 µg.L-1 durant 6 mois. Ces effets ont permis de définir une NOAEL 

de 10 µg.L-1 (à 3 mois) ou 1 µg.L-1 (à 6 mois), et une LOAEL de 40 µg.L-1 (à 3 mois) et de 10 µg.L-1 

(à 6 mois). 

Chez la souris mâle BALB/c, l’administration par voie orale de MC-LR via l’eau de boisson (1 ; 10 ; 

20 ou 30 µg.L-1), pendant 90 jours, provoque une fibrose accrue du tissu testiculaire, une 

diminution significative et dose dépendante (à partir de 10 µg.L-1) du nombre de spermatozoïdes 

ainsi qu’une augmentation du nombre d’anomalies spermatiques (5 morphologies anormales chez 

les souris exposées à 20 µg.L-1) (Chen et al., 2016b, 2017).  

Des souris gestantes BALB/c ont été exposées à la MC-LR du 12ème jour de la période 

embryonnaire jusqu’au 21ème jour post-natal à 1, 10 ou 50 µg.L-1 par voie orale (eau de boisson ad 

libitum). Au 30ème jour après la naissance, on constate une diminution significative de la taille des 

animaux exposés à 10 µg.L-1 par rapport aux témoins, de même que l’index PHI des groupes 

exposés à 10 et 50 µg.L-1. En revanche, aucune différence entre les groupes n’est observée 

concernant la distance ano-génitale. Après 90 jours, il est constaté une diminution de ces trois 

paramètres par rapport aux contrôles pour toutes les doses d’exposition. Les auteurs ont montré 

que la MC-LR pouvait interférer dans le développement de la prostate des souris mâles de la 

descendance, notamment via l’observation d’une nécrose prostatique, d’une hyperplasie, d’une 

inflammation et de fibrose. Ce phénomène pourrait être expliqué par la perturbation de la 

conversion des androgènes en oestrogènes observée au cours de l’étude (Zhang et al., 2017a). 

Les mêmes auteurs ont exposé des souris gestantes BALB/c du 12ème jour de la période 

embryonnaire jusqu’au 21ème jour post-natal de 1 à 50 µg.L-1 par voie orale (eau de boisson ad 

libitum) et ont pu constater une diminution du poids corporel, de l’indice testiculaire et de la 

prolifération cellulaire dans les testicules des descendants, ainsi qu’une augmentation de 

l’apoptose cellulaire et des dommages dans la structure des tissus testiculaires (Zhang et al., 

2017b). Ces effets seraient potentiellement médiés par une modification de l’expression des 

ARNpi.  

Bien que la voie d’exposition par injection ip ne soit pas considérée comme pertinente pour évaluer 

les risques de toxicité liés à une exposition orale, certaines études réalisées sur des souris et 

autres espèces de rongeurs nous permettent de renforcer les éléments de preuve sur le caractère 

reprotoxique masculin et féminin de la microcystine-LR.  

L’exposition à la MC-LR chez le lapin, le rat ou la souris par voie ip entraîne des modifications 

histologiques sévères ayant un impact sur la qualité spermatique en altérant les tubes séminifères, 

les cellules de Leydig, les cellules germinales et les cellules de Sertoli. De plus, chez le rat (28 
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jours d’exposition) et chez la souris mâle (6 mois d’exposition) ou sa descendance (souris gestante 

exposée du 12ème jour de gestation au 21ème jour postnatal), on constate un hypogonadisme non 

compensé (diminution de la testostérone sérique sans augmentation de la LH ou FSH circulante). 

Des changements dans les hormones lutéinisantes circulantes, les hormones folliculostimulantes 

et les niveaux de testostérone, ainsi que dans l'expression des gènes Lhβ, Fshβ et GnRH ont 

aussi pu être observés (Bu et al., 2006 ; Ding et al., 2006; Li et al., 2008,2009,2011a ; Wang et al., 

2012 ; Chen et al., 2013a ; Wang et al.,2013b ; Zhou et al., 2013 ; Wu et al. 2014 ; Meng et al. 

2016).  

Les doses nécessaires pour observer un effet toxique sont d’autant plus faibles que l’exposition est 

de longue durée. Il est à noter que les effets sur l’appareil reproducteur féminin sont encore mal 

caractérisés. 

3.6 Génotoxicité et mutagénécité 

La mutagenèse et la génotoxicité de la MC-LR ou d’extraits de cyanobactéries microcystiques 

(MCE) ont été évaluées au travers une multiplicité de systèmes d’essai présentant différents 

niveaux d’organisation (bactéries, cellules, animaux), mesurant différents paramètres biologiques 

ou « endpoints » (altérations primaires de l’ADN, mutations géniques et chromosomiques) selon 

des conditions expérimentales mises en œuvre très hétérogènes (méthode, niveau et temps 

d’exposition). 

Sur la base de l’ensemble des résultats de tests in vitro d’altérations primaires de l'ADN, lorsque 

des effets considérés comme significatifs par leurs auteurs ont été notés, il n’est pas possible de 

les attribuer à une génotoxicité intrinsèque de la MC-LR. La démonstration d’un mode d’action 

génotoxique de type oxydatif direct n’est pas probante. 

Concernant l’induction de mutations chromosomiques, cinq études sur différents modèles 

cellulaires, différentes conditions opératoires, avec des temps de traitement parfois très longs (plus 

de 24 heures) ont été évaluées, et des résultats considérés comme significatifs ont été obtenus. 

Néanmoins, ces résultats ont été obtenus sur différents extraits de cyanobactéries dont les teneurs 

en MC-LR sont parfois inconnues (Abramsson-Zetterberg et al., 2010). Quelques fois, les résultats 

étaient réalisés sur un système d’essai basé sur des cellules génétiquement modifiées non 

standardisé et très peu décrit dans la littérature, réalisé dans des conditions expérimentales très 

limitées (une seule dose) et ayant mené à un résultat statistiquement significatif exclusivement 

après un temps très long d’exposition de 30 jours qui pourrait conduire à des phénomènes 

secondaires (Huang et al., 2009 ; et Wang et al., 2015), 

En revanche, aucune induction du nombre de cellules micronucléées n’a été observée dans les 

lymphocytes humains binucléés traités jusqu’à 10 µg MC-LR.mL-1 (Zegura et al ., 2011), mais des 

résultats significatifs ont été notés vis-à-vis de cellules humaines HepG2 traités pendant 24h à 5 et 

20 µM (soit d’environ 5 et 20 µg.mL-1) sans qu’aucun mode d’action éventuel ne puisse être 

proposé (Dias et al., 2014). En outre, l’occurrence d’un mécanisme aneugène ne peut pas être 

affirmée. 
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Concernant l’induction de mutations géniques, au cours de trois tests d’Ames (système bactérien) 

utilisant différentes conditions expérimentales, la MC-LR pure ne s’est pas révélée mutagène avec 

ou sans activation métabolique vis-à-vis des souches classiquement requises (à l’exception de la 

souche de Salmonella typhimurium TA102 mais qui a été substituée par les souches d’Escherichia 

Coli WP2 uvrA et WP2 [pKM101]), permettant de mettre en évidence des événements 

mutationnels de type décalage du cadre de lecture et substitution de paires de bases. Les seules 

réponses « positives » ont été observées sur des extraits de cyanobactéries microcystiques (Ding 

et al., 1999 ; Sieroslawska et al., 2013) confirmant la présence de substance(s) mutagène(s).  

Le seul test de mutations géniques disponible sur cellules de mammifère (Wang et al., 2015) 

correspond à un système d’essai non standardisé basé sur des cellules génétiquement modifiées, 

dont les données dans la littérature sont restreintes compliquant l’évaluation de ses performances 

en termes de sensibilité et de spécificité et réalisé dans des conditions expérimentales très limitées 

(une seule dose). Les résultats sont majoritairement négatifs avec une augmentation 

statistiquement significative de la fréquence de mutation observée exclusivement après un temps 

très long d’exposition de 30 jours qui pourrait conduire à des phénomènes secondaires (tels que 

des processus inflammatoires compatibles avec l’implication de la NOS) interférant avec ce type 

de détection.  

Globalement, ces résultats permettent de conclure que la MC-LR n’est pas mutagène in vitro sur 

un système bactérien alors que les réponses mutagènes observées pour des extraits de 

cyanobactéries microcystiques sont dues à la présence d’autre(s) substance(s) mutagène(s). 

L’induction de mutations géniques est le paramètre biologique qui est sans doute le mieux 

renseigné qualitativement. 

Le test des comètes in vivo a également été réalisé sur plusieurs éléments d’essai (MC, MCE), 

divers organes cibles, différentes espèces. Des augmentations statistiquement significatives de la 

fragmentation de l'ADN in vivo ont été rapportées dans 4 études dont 2 qui ont investigué des 

MCE, on ne peut donc pas exclure que la réponse génotoxique observée soit due à d’autre(s) 

substance(s) que la MC-LR.  

Pour les essais sur la MC-LR pure, ces effets significatifs pourraient être directement liés aux 

conditions expérimentales utilisées menant à des effets secondaires non intrinsèques à la MC-LR 

tels que :  

- l’interférence avec la méthode même d’isolement en utilisant la méthode de broyage des 

cellules utilisée par Sasaki et al., (1998),  

- l’intégration dans le comptage principal des cellules fortement endommagées qui doivent 

être comptabilisées indépendamment de la lecture principale. Ces cellules doivent en 

effet être exclues du comptage car elles peuvent être liées à des phénomènes 

cytotoxiques (apoptose, nécrose) et non pas à la génotoxicité, 

- l’utilisation de l’Olive Tail Moment (OTM) comme paramètre de quantification de la 

fragmentation de l’ADN connu pour surestimer la réelle fragmentation, 
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- le non suivi des critères d’interprétation définis par la ligne directrice de l’OCDE No. 489, 

permettant d’évaluer la significativité biologique de ces effets, 

- l’augmentation transitoire de la fragmentation de l’ADN observée par Dias et al., (2014) 

qui ne peut pas être considérée comme biologiquement significative.  

Par ailleurs, l’étude de Gaudin et al. (2008) a également mis en évidence des effets 

statistiquement significatifs sur la fragmentation de l'ADN mais les niveaux de fragmentation sont 

considérés comme très faibles et en absence de données historiques, ceux-ci ne peuvent pas être 

considérés comme biologiquement significatifs.  

Sur l’ensemble des résultats de tests des comètes in vivo, tests d’altération primaire de l'ADN, il ne 

peut pas être conclu que la MC-LR soit génotoxique in vivo, ni par voie orale, ni par voie 

intrapéritonéale. 

On considère que les données des tests mesurant l'induction d’anomalies chromosomiques 

stables, en particulier in vivo dans les systèmes de mammifères, sont à considérer pour déterminer 

un effet génotoxique (Brusick et al., 2016). Cinq tests du micronoyau in vivo sont disponibles. 

L’étude de Zhang et al. (2011) réalisée sur un mélange de 3 MC [MC-RR + MC-LR + MC-YR] a 

mené à des augmentations statistiquement significatives de l’induction de micronoyaux mais 

l’analyse de teneur en MC totales (1,41 mg.g-1) confirme la présence de nombreuses autres 

substances qui peuvent être à l’origine des effets génotoxiques observés comme cela a été 

clairement constaté dans plusieurs expérimentations in vitro. On ne peut donc pas exclure que la 

réponse génotoxique observée pour cet extrait est due à d’autre(s) substance(s) que la MC-LR et 

autres MC. 

Aucune augmentation de la fréquence des érythrocytes polychromatiques micronucléés n’a été 

retrouvée au niveau du sang périphérique de souris mâles CBA exposées par voie intrapéritonéale 

aux doses allant de 10 à 55 µg MC-LR.kg-1 (Abramsson-Zetterberg et al., 2010). 

La MC-LR a induit une augmentation significative de la fréquence de réticulocytes micronucléés 

après un traitement unique de souris mâles à la seule dose de MC-LR de 37,5 µg.kg pc-1 par voie 

ip (Dias et al., 2014). Or, dans cette même étude, aucune augmentation biologiquement 

significative de la fragmentation de l’ADN n’a été mise en évidence dans le test des comètes. 

L’hypothèse d’un mode d’action aneugène de la MC-LR a été avancée. Néanmoins, les conditions 

expérimentales étant trop restreintes (1 seule dose testée) et la probabilité d’un mécanisme 

d’inhibition des protéines phosphatases par la MC-LR dans ces conditions opératoires totalement 

hypothétiques, le niveau de preuve est donc insuffisant pour confirmer un mode d’action 

génotoxique de type aneugène, même si cette hypothèse ne peut pas a priori être totalement 

écartée. 

Enfin, les résultats de la publication de Dong et al., (2008) ne peuvent être retenus. En effet, d’une 

part cette évaluation sur spermatocytes ne fait référence à aucun essai réglementaire de 

génotoxicité sur cellules germinales. Par ailleurs, cette étude ne donne que très peu de détails 

protocolaires et le résultat des fréquences de micronoyaux n’est même pas présenté. De plus, il 
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faut également souligner qu’à ce jour, aucune publication n’a mis en évidence de substances 

génotoxiques exclusivement sur cellules germinales.  

L’ensemble des résultats de tests d’induction d’aberrations chromosomiques in vivo, ne permet 

pas de conclure que la MC-LR est génotoxique in vivo, ni de mettre en avant un quelconque mode 

d’action. 

Aucune étude évaluant l’induction de mutations géniques in vivo par la MC-LR n'est publiée. 

Enfin, l’hypothèse d’un mode d’action oxydant/nitrosant (direct et/ou indirect) de la MC-LR 

conduisant à des effets génotoxiques a été proposée. Quand elle a été investiguée, les résultats 

ne permettent pas d’affirmer que l’induction d’une oxydation initiale directe intrinsèque à la MC-LR 

existe et lorsqu’elle a été retrouvée, elle semble même plutôt due à des phénomènes interférant 

(e.g., peroxydation lipidique) pouvant être à l’origine d’une oxydation secondaire. Certains auteurs 

ont aussi démontré que des extraits MCE augmentaient les taux de malondialdéhyde in vivo (Li et 

al., 2011b). 

Sur la base d’un examen critique de l’ensemble des données sur la génotoxicité de la 

microcystine-LR associé à une évaluation par une approche de type « Poids de la preuve », 

le CES arrive à la conclusion qu’il n’est pas possible de statuer sur le caractère 

génotoxique de la microcystine-LR. 

3.7 Cancérogénicité 

Les données de cancérogenèse concernant l’exposition à la MC-LR par voie orale sont limitées. 

Le CIRC (Centre international de recherche sur le cancer) a classé la MC-LR comme possiblement 

cancérogène pour l’Homme (Groupe 2B) sur la base d’études in vivo par voie ip (CIRC, 2010).  

Chez la souris, l’administration orale de MC-LR (80 µg.kg-1) répétée 100 fois dans une période de 

28 semaines ne provoque pas de formation de nodule au niveau du foie (Ito et al., 1997).  

Dans l’étude de Labine et Minuk (2014), aucune tumeur hépatique n’a été mise en évidence chez 

des souris ayant reçu 1 mg.L-1 de MC-LR via l’eau de boisson pendant 28 semaines. 

L’administration de MC-LR via l’eau de boisson (1, 5, 10, 20, 40, et 80 μg.L-1) à des souris pendant 

3, 6, 9, et 12 mois engendre, pour les concentrations les plus élevées (40 et 80 μg.L-1) et après 9 

et 12 mois, la présence de nodules tumoraux hépatiques et une augmentation du nombre de 

cellules atypiques (Xu et al., 2018). 

Des études ont montré un effet promoteur de tumeur in vivo par voie ip (Nishiwaki-Matsushima et 

al., 1992 ; Sekijima et al., 1999). Les données issues d’administration par voie ip ne sont pas 

considérées dans ce rapport mais il est intéressant de noter qu’il semble exister une différence 

d’intensité d’effets entre les deux voies d’administration. En effet, chez la souris, l’administration 

subchronique par voie ip de MC-LR (20 µg.kg-1) provoque l’apparition de nodules hépatiques (Ohta 

et al.,1994) contrairement à l’administration d’une dose plus forte (80 µg.kg-1) par voie orale (Xu et 

al., 2018). Enfin, il a été récemment montré que la MC-LR induisait in vivo l’hyperplasie de la 

prostate dans un modèle murin, sans que cela ne soit associé à l’apparition de tumeurs 

prostatiques (Pan et al., 2018). 
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3.8  Mécanismes d’action 

Des études mécanistiques ont été réalisées, incluant des travaux in vivo, in situ sur des organes 

isolés et perfusés et in vitro, afin de caractériser la toxicologie de la MC-LR.  

 

- Inhibition des protéines phosphatases 

Le mode d’action principal de la toxicité induite par la MC-LR implique l’inhibition des protéines 

phosphatase sérine/thréonine (PP) et notamment les PP1 et PP2A (Barford et al. 1998). Les 

protéines phosphatases régulent une suite de phénomènes cellulaires chez les mammifères tels 

que la prolifération et division cellulaire, la transduction de signal ou l’expression de gènes 

(Rossini, 2014).  

De nombreuses méthodes ont été utilisées afin étudier l’interaction moléculaire entre les 

microcystines et les protéines phosphatase (Runnegar et al.,1995; MacKintosh et al.,1995; 

Goldberg et al.,1995 ; Craig et al.,1996 ; Maynes et al., 2004 et 2006, Campos et Vasconcelos, 

2010). Des études ont montré l’implication des acides aminés Adda, leucine, Mdha et glutamate 

dans ces liaisons (Namikoshi et al., 1993 ; Rinehart et al., 1994 ; Herfindal et Selheim, 2006). Il a 

été montré que la liaison covalente avec la MC a lieu au niveau de la cystéine 273 de la PP1 et de 

la cystéine 269 de la PP2A (Harada et al., 1990 ; Golberg et al.,1995 ; MacKintosh et al., 1995 ; 

Craig et al., 1996 ; Maynes et al., 2004). 

L’inhibition de la PP2A par les MC-LR, menant à une hyperphosphorylation des protéines, est à 

l’origine de nombreux mécanismes de toxicité. Liu et Sun (2015) ont rapporté dans une revue le 

rôle des protéines associées à la PP2A dans les voies de signalisation impliquées dans la toxicité 

de la MC-LR. 

 

- Modification du cytosquelette 

Une revue sur la perturbation du cytosquelette induite par la MC-LR a été récemment réalisée par 

Zhou et al. (2015). 

L’altération des microtubules par l’inhibition des PP2A induite par la MC-LR, est observée dans les 

cellules d’origine humaine à partir de 1 µM MC-LR de façon dose dépendante (Sun et al., 

2011,2014). Il a été montré que la toxine affectait l’homéostasie de nombreux gènes du 

cytosquelette dans le foie, le rein et la rate chez le rat Wistar mâle traité à 80 µg.kg-1 ( Hao et al., 

2010). 

La MC-LR agit aussi sur les protéines appartenant à la famille des MAP-K (Mitogen-Activated 

protéines kinases), amenant à une hyperphosphorylation de différents types de protéines 

associées aux microfilaments tels que Tau (Tubuline Associated Unit), VASP (vasodilatator-

stimulated phosphoprotein) et HSP27 (Heat Shock Protein 27) (Zeng et al., 2015 ; Sun et 

al.,2015). L’état de phosphorylation de ces proteines influence leur capacité à stabiliser le 

cytosquelette dans la cellule. En plus d’agir sur la phosphorylation de ces protéines, la MC-LR agit 

également sur leur distribution et leur liaison sur le cytosquelette (Sun et al., 2015). 
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Lorsqu’elle se lie à la sous-unité catalytique C de la PP2A, la protéine α4 forme un complexe à 

faible activité catalytique, qui permet de servir de réserve en cas de besoin lors d’un stress 

cellulaire. La MC-LR cible la dissociation de ce complexe, ce qui expliquerait la compensation de 

la réduction de l’activité de la PP2A observée dans les cellules exposées à une faible 

concentration de MC-LR (Liu et Sun., 2015). L’inhibition de la PP2A pourrait donc avoir lieu 

lorsque la réserve de complexe α/PP2A/C est épuisée. En effet, des cellules HEK293 

surexprimant la protéine α4 sont moins sensibles à l’altération du cytosquelette médiée par 

l’inhibition de la PP2A après exposition à la MC-LR ( Huang et al., 2016). De plus, la protéine α4 

est essentielle à la phosphorylation de protéines associées au cytosquelette tels que HSP27 et 

VASP. 

 

- Induction du stress oxydant 

Lors d’une exposition à la MC-LR, la formation d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) augmente 

et est parfois accompagnée d’une dépletion en GSH, traduisant ainsi un phénomène de stress 

oxydant pouvant également  conduire à une mort apoptotique des cellules via la libération de 

certains facteurs apoptotiques (Campos et Vasconcelos., 2010).  

In vivo, des changements d’expression d’ARNm et de protéines de stress du réticulum 

endoplasmique sont observés après une exposition répétée de 7 jours à la MC-LR chez la souris 

par voie intrapéritonéale (Qin et al., 2015). 

Une récente publication a mis en évidence chez la souris femelle C57BL/6 exposée à la MC-LR la 

capacité de la toxine à induire dans les ovaires une apoptose des cellules, et un stress cellulaire 

via la stimulation de la production d’ERO et de MDA mais aussi une déplétion des capacités 

antioxydantes cellulaires (Liu et al., 2018). 

Dans des hépatocytes primaires, l’induction d’ERO a été observée, accompagnée d’une inhibition 

de la PP2A (Zegura et al., 2004). 

Bien que les mécanismes liés à la production d’ERO induite par la MC-LR ne sont pas encore bien 

caractérisés, l’implication d’une dysfonction mitochondriale (chute du potentiel membranaire et 

transition de la perméabilité) et l’activation de calpaïne et de la protéine kinase II 

Ca2+/calmoduline-dépendante (CamKII) ont été suggérées (Ding et Nam Ong., 2003). 

In vitro, l’exposition à la MC-LR a montré un effet dose et temps dépendant de la production 

d’ERO, de l’activation de la p38-MAPK et de la phosphorylation de Tau (Meng et al., 2015). 

L’injection par voie ip de 0,25 et 0,5 µg MC-LR.kg pc-1 chez le rat a entrainé une altération temps-

dépendant de niveau de GSH dans le foie, des changements significatifs de taux d’enzymes 

antioxydantes (GSH réductase et peroxydase), l’activation de NF-κB et l’expression de p53, Bac et 

Bcl-2 (Chen et al., 2016b). Le prétraitement avec des antioxydants, in vivo et in vitro, a 

significativement diminué l’apoptose induite par la MC-LR traduisant la suppression du stress 

oxydant et l’augmentation de la fonction mitochondriale (Meng et al., 2015 ; Xue et al., 2015). 

- Induction de l’apoptose 
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La phosphorylation observée de protéines telles que p53, Bcl-2 et Bad, du cytochrome c et des 

caspases pourraient expliquer l’apoptose induite lors d’une exposition à la MC-LR ( Wang et al., 

2013b; Liu et al., 2016a et b). De plus, la CamKII est nécessaire lors de l’apoptose induite par la 

MC-LR : l’utilisation d’inhibiteur de CamKII limite la phosphorylation des protéines liées à 

l’apoptose (Liu et Sun., 2015). L’augmentation de l’expression de la protéine p53 a été montrée in 

vitro dans des cellules HepG2 apoptotiques, des hépatocytes en culture et dans le tissu hépatique 

de rats après exposition à la MC-LR (Campos et Vasconcelos 2010). 

Après exposition à la MC-LR, une augmentation des protéines Bax et Bid, proapoptotiques, a été 

observée ainsi qu’une diminution de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 (Fu et al., 2005 ; Weng et 

al., 2007 ; Xing et al., 2008 ; Takumi et al.,2010 ; Huang et al., 2011 ; Li et al.,2011a). 

Mode d’action sur les organes cibles 

Dans le foie, ces mécanismes mènent à une toxicité centrolobulaire avec des zones 

hémorragiques hépatiques lors d’exposition aiguës à de fortes doses de MC-LR. Lors d’une 

exposition répétée, à plus faible dose (< 20 µg.kg pc-1; Gehringer, 2004), l’inhibition des 

phosphatases entraîne une prolifération cellulaire et une hypertrophie hépatique ainsi qu’une 

activité promotrice de tumeur (Svirčev et al., 2010).  

Ces dernières années, de nombreuses publications ont pu mettre en évidence, in vivo comme in 

vitro, une forte association entre une toxicité de la reproduction et une exposition à la MC-LR, à de 

multiples doses, par différentes voies et sur plusieurs espèces (cf. § 3.5 ; Chen et al., 2016c). Il 

existe peu d’études mécanistiques sur la toxicité sur l’appareil reproducteur femelle. 

Chez le mâle, il a été montré in vivo la présence de la MC-LR au sein du testicule (cellules de 

Sertoli et spermatogonies) après exposition par voie ip, suggérant la capacité de la toxine à 

traverser la barrière hémato-testiculaire (Wang et al., 2008 et 2013a). Les mêmes auteurs ont 

démontré la formation d’adduits à la PP2A dans les testicules.  

L’inhibition de l’activité de cette protéine phosphatase observée entraînerait alors une perturbation 

des voies de signalisation PI3K-AKT, MAPK/ERK mais aussi MAPK/JNK , et serait responsable de 

l’augmentation du taux des protéines MMP-8 et Snail (Zhang et al., 2017a ; Chen et al., 2018 ; 

Zhou et al., 2018), capables de dégrader ou réprimer, respectivement, les protéines des jonctions 

serrées de la barrière hémato-testiculaire (Zhou et al., 2015; Chen et al., 2016b et 2017). Ces 

modifications cellulaires pourraient expliquer en partie les dommages histologiques observés au 

niveau des tubules séminifères des testicules (dissémination et pertes des cellules, relâchement 

du tissu testiculaire) et les conséquences sur la spermatogénèse qui en découlent.  

La dépopulation des cellules de Sertoli, de Leydig et de cellules spermatogéniques observée dans 

les études de reprotoxicité pourrait aussi s’expliquer par l’implication de nombreux facteurs 

apoptiques déclenchés lors de l’exposition à la MC-LR. La toxine entraînerait en effet une 

augmentation du taux des protéines proapoptotiques p53, Bax , du cytochrome c, des caspases 3, 

8 et 9 mais aussi du système Fas/FasL (Xiong et al., 2009 ; Li et al., 2012c ; Chen et al., 2013b ; 

Wang et al., 2013b ; Zhou et al., 2013). Des mécanismes inflammatoires et de type oxydatif ont 

également été mis en évidence lors d’une exposition à la MC-LR, pouvant par conséquent être 
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responsables de la mort des cellules ( Xiong et al., 2010 ; Saad et al., 2012 ; Chen et al., 2013a et 

2017). 

Enfin, les perturbations fonctionnelles du système reproducteur mâle induites par la MC pourraient 

aussi s’expliquer par une modification du système endocrinien. En effet, la MC-LR est capable de 

perturber les taux de testostérone, de LH et FSH mais aussi de GnRH au niveau de l’axe 

hypothalamo-hypophysaire (Chen et al., 2011 ; Wang et al., 2012 ; Xiong et al., 2014). La MC-LR 

pourrait donc avoir un effet direct cytotoxique sur le testicule mais aussi indirect via l’axe 

hypothalamo-hypophysaire entrainant des effets histopathologiques et fonctionnels. 

Il est globalement difficile de décrire un mécanisme d’action unique responsable des effets 

néfastes observés au sein des organes cibles de la MC-LR. La MC-LR semble avoir une 

toxicité passant par de multiples processus (Vichi et al., 2016 ; Buratti et al., 2017) où la 

PP2A semble avoir un rôle crucial. Après inhibition de la PP2A, l’état hyperphosphorylé des 

cellules cibles entraînerait une cascade de réactions cellulaires à travers différentes voies, 

responsables des altérations du cytosquelette, du stress oxydant, de l’apoptose menant 

aux effets histopathologiques et fonctionnels observés au sein des organes.  
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4.  Recueil des valeurs toxicologiques de 

référence 

L’ensemble des VTR construites par les différents organismes nationaux ou internationaux est 

recensé dans le tableau 2. 

4.1 VTR aiguës par voie orale. 
Aucune VTR aiguë par voie orale n’a été construite à ce jour pour la MC-LR.  

4.2 VTR subchroniques par voie orale. 
En 1998, l’Organisation Mondiale de la Santé a proposé une VTR de 0,04 µg.kg pc-1. j-1 pour la MC 

basée sur l’étude de Fawell et al. (1994) dans laquelle la MC-LR pure est administrée par gavage 

à des souris pendant 13 semaines. La NOAEL déduite par les auteurs est de 40 µg.kg pc-1.j-1. 

L’OMS a appliqué un facteur d’incertitude de 1000 (100 pour les variations intra et inter-espèces et 

10 pour le manque de données sur la toxicité chronique et la cancérogénicité) (OMS, 1998). 

Le National Health and Medical Research Council a proposé un Apport Quotidien Tolérable (AQT) 

de 0,04 µg.kg pc-1.j-1 basé sur la même étude source que l’OMS en appliquant un facteur 

d’incertitude de 1000 (100 pour les variations intra et inter espèces et 10 pour le manque de 

données sur la toxicité chronique et la cancérogénicité) (NHMRC, 2004). 

L’Institut National de Santé Publique du Québec (2005) utilise également l’étude de Fawell et al. 

(1994) pour dériver une VTR de 0,4 µg.kg pc-1.j-1 en appliquant un facteur d’incertitude de 100 pour 

les variations inter et intra-espèces à la NOAEL de 40 µg.kg pc-1.j-1. 

En 2008, le NHMRC a dérivé une VTR de 0,02 µg.kg pc-1.j-1 en se basant sur l’étude de Kuiper 

Goodman et al. (1999) réalisée chez le porc pendant 44 jours avec la MC-LR. Une LOAEL de 100 

µg.kg pc-1.j-1 est déterminée. Le NHMRC lui a appliqué un facteur d’incertitude de 5000 (100 pour 

les variations intra et inter-espèces, 10 pour la cancérogénicité et 5 pour l’utilisation d’une LOAEL 

plutôt qu’une NOAEL) (NHMRC, 2008). 

Santé Canada a proposé, en 2012, une VTR de 0,4 µg.kg pc-1.j-1, identique à celle de l’INSPQ, en 

utilisant l’étude de Fawell et al. (1994) (Santé Canada, 2012). 

En 2015, une Reference Dose (RfD) de 0,05 µg.kg pc-1.j-1 a été calculée par l’US EPA en utilisant 

comme étude source celle de Heinze (1999) dans laquelle la MC-LR pure est administrée par voie 

orale via l’eau de boisson à des rats pendant 28 jours. La LOAEL déterminée est de 

50 µg.kg pc-1.j-1. L’US EPA applique un facteur d’incertitude de 1000 (100 pour les variations intra 

et inter-espèces, 3 pour l’utilisation d’une LOAEL au lieu d’une NOAEL et 3 pour l’incertitude dans 

les données (données sur la cancérogénécité, sur les effets systémiques, sur la neurotoxicité et 

sur les effets sur le développement et la reproduction) (US EPA, 2015a et b). 
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En utilisant l’étude de Heinze (1999), Santé Canada propose, en 2016, un AQT de 

0,056 µg.kg pc-1.j-1 en appliquant à la LOAEL un facteur d’incertitude de 900 (100 pour les 

variations intra et inter-espèces, 3 pour le manque de données (non précisé) et 3 pour l’utilisation 

d’une LOAEL plutôt que d’une NOAEL) (Santé-Canada, 2016).  

 

1.1 VTR chroniques par voie orale 

1.1.1 VTR à seuil 

Aucune VTR à seuil n’a été construite à notre connaissance pour la microcystine-LR. 

1.1.2 VTR sans seuil pour les effets cancérogènes 

Aucune VTR sans seuil pour les effets cancérogènes n’a été construite à ce jour pour la 

microcystine-LR. 

 

Tableau 2 : Recensement des valeurs toxicologiques de références par voie orale pour la 

microcystine-LR 

Organisme 

(année) 
Etude source  

Dose critique 

Effet critique 
UF 

VTR 

Niveau de confiance 

OMS  

(1998) 

Fawell et al. 1994 

MC-LR pure 

administrée par 

gavage à des souris 

pendant 13 semaines 

 

NOAEL = 40 µg.kg-1.j-1 

basée sur les 

dommages hépatiques 

observés 

 

1000 

UFA = 10 

UFH = 10 

UFL = 1  

UFs = 1 

UFD = 10 

 

 

 

VTR = 0,04 µg.kg-1.j-1 

 

 

NHMRC 

(2004) 

(EDCH) 

Fawell et al. 1994 

MC-LR pure 

administrée par 

gavage à des souris 

pendant 13 semaines 

 

 

NOAEL = 40 µg.kg-1.j-1 

basée sur les 

dommages hépatiques 

observés 

1000 

UFA = 10  

UFH = 10 

UFL = 1  

UFs = 1 

UFD = 10 

 

 

AQT = 0,04 µg.kg-1.j-1 

 

INSPQ 

(2005) 

Fawell et al. 1994 

MC-LR pure 

administrée par 

gavage à des souris 

pendant 13 semaines 

 

NOAEL = 40 µg.kg-1.j-1 

basée sur les 

dommages hépatiques 

observés 

 

100 

UFA = 10  

UFH = 10 

UFL = 1  

UFs = 1 

 

 

VTR = 0,4 µg.kg-1.j-1 
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UFD = 1 

NHMRC  

(2008) 

(Eaux 

récréatives) 

Kuiper-Goodman et 

al. 1999 

MC-LR administrée à 

des porcs pendant 44 

jours. 

LOAEL = 100 µg.kg-1.j-1 5000 

UFA = 10  

UFH = 10 

UFL = 5  

UFs = 1 

UFD = 10  

 

 

VTR = 0,02 µg.kg-1.j-1 

 

Santé 

Canada 

(2012) 

(EDCH et 

eaux 

récréatives) 

Fawell et al. 1994 

MC-LR pure 

administrée par 

gavage à des souris 

pendant 13 semaines 

 

NOAEL = 40 µg.kg-1.j-1 

basée sur les 

dommages hépatiques 

observés 

 

100 

UFA = 10  

UFH = 10 

UFL = 1  

UFs = 1 

UFD = 1 

 

 

VTR = 0,4 µg.kg-1.j-1 

 

US EPA  

(2015) 

Heinze 1999 

MC-LR pure 

administrée par voie 

orale via l’eau de 

boisson à des rats 

pendant 28 jours 

LOAEL = 50 µg.kg-1.j-1 

basée sur les 

dommages hépatiques 

observés. 

1000 

UFA = 10 

UFH = 10 

UFL = 3 

UFs = 1 

UFD = 3 

 

 

RfD = 0,05 µg.kg-1.j-1 

 

Santé 

Canada 

(2016) 

(EDCH) 

Heinze 1999 

MC-LR pure 

administrée par voie 

orale via l’eau de 

boisson à des rats 

pendant 28 jours 

LOAEL = 50 µg.kg-1.j-1 

basée sur les 

dommages hépatiques 

observés. 

900 

UFA = 10  

UFH = 10 

UFL = 3  

UFs = 1 

UFD= 3  

 

 

AQT = 0,056 µg.kg-1.j-1 
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5.  Proposition de VTR subchronique par voie orale 

5.1 Choix de l’effet critique 

Initialement considérée comme une toxine hépatique, la MC-LR administrée par voie orale (eau de 

boisson ou gavage) est également capable d’exercer une action toxique sur de nombreux autres 

organes ou systèmes (reprotoxicité, neurotoxicité, toxicité pulmonaire, carcinogénicité, etc.) à des 

doses plus faibles. 

A la suite de l’analyse des études qui ont permis de définir des NOAEL/LOAEL inférieures à 

40 µg.kg pc-1.j-1 (plus faible NOAEL retenue pour élaborer des VTR), le CES a retenu l’effet 

reprotoxique comme effet critique.  

Les effets sur la reproduction les plus pertinents sont observés au niveau de l’appareil 

reproducteur mâle, d’un point de vue histologique mais aussi fonctionnel. Les principaux effets 

observés sont : la réduction de la qualité spermatique par altération des tubes séminifères, des 

cellules de Leydig, des cellules germinales et des cellules de Sertoli. L’exposition à la MC-LR 

aboutit aussi tant chez la souris que le rat à un hypogonadisme non compensé par diminution de la 

testostérone sérique sans augmentation de la LH et la FSH circulantes. Enfin, quelques effets sur 

la fertilité féminine ont été observés chez la souris et le rat. 

Le choix de cet effet critique permet d’être protecteur vis-à-vis de l’ensemble des effets adverses 

observés lors d’une exposition par voie orale à la MC-LR au regard des faibles doses auxquelles la 

reprotoxicité est observée. 

Ainsi, compte tenu : 

- du nombre de données émergentes mettant en évidence les effets de la MC-LR sur 

l’appareil reproducteur chez le rongeur par voie orale ; 

- de la gamme de dose d’exposition très basse à laquelle les effets surviennent ; 

Le CES retient comme effet critique pertinent pour l’homme l’altération de la qualité 

spermatique comprenant la diminution de la mobilité spermatique et du nombre de 

spermatozoïdes et l’augmentation du nombre d’anomalies spermatiques. Il est également 

important de noter que les autres altérations testiculaires (histologiques et production de 

testostérone) surviennent aux mêmes doses que celles observées pour la qualité 

spermatique. 
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5.2 Analyse des VTR existantes 

Les différentes VTR subchroniques proposées à ce jour se basent sur 3 études (Fawell et al., 

1994 ; Heinze et al., 1999 ; Kuiper-Goodman et al., 1999) mettant en évidence des effets adverses 

observés au niveau hépatique proposant des LOAEL/NOAEL supérieures à 40 µg.kg pc-1.j-1.  

Au vu du nombre d’études sur la toxicité par voie orale (via l’eau de boisson ou par gavage) chez 

le rongeur publiées ces dernières années démontrant une apparition d’effets adverses (notamment 

une hépatotoxicité, reprotoxicité et neurotoxicité) à des doses d’exposition égales ou inférieures à 

la NOAEL actuelle de 40 µg.kg pc-1.j-1, il apparait nécessaire d’établir une VTR subchronique plus 

protectrice permettant ainsi de couvrir tous les nouveaux effets mis en évidence ces dernières 

années lors d’une exposition subchronique à des faibles doses de MC-LR par voie orale. 

Ainsi, compte tenu de ces observations, le CES ne retient pas les valeurs existantes et 

propose de construire une VTR subchronique par voie orale plus protectrice. 

5.3 Construction de VTR 

5.3.1 Choix de l’étude clé 

Afin de sélectionner l’étude clé qui permet de construire une VTR subchonique par voie orale, 

toutes les études in vivo sur la toxicité de la reproduction de la MC-LR chez les rongeurs par voie 

orale (via l’eau de boisson ou par gavage) ont été analysées. Pour évaluer la robustesse de ces 

études, le logiciel ToxRTool a été utilisé afin de les classer à l’aide de la cotation de Klimisch. Le 

tableau récapitulatif des études sélectionnées et les scores obtenus avec ToxRTool se trouvent en 

annexes 3 et 4.  

Cinq études (Chen et al., 2011 ; Chen et al., 2015 ; Wu et al. 2015 ; Chen et al., 2017 ; Zhang et 

al. 2017b) s’avèrent de bonne qualité, et certaines sont classées 1 dans la cotation de Klimisch 

(protocoles respectant ceux des lignes directrices OCDE ou autres). Toutes ces études ont été 

réalisées au sein du même laboratoire, qui est le seul à travailler sur la reprotoxicité de la MC-LR 

au niveau mondial. Des collaborations ont été réalisées avec d’autres laboratoires en fonction de 

l’aspect reprotoxique spécifique étudié (prostate, sperme, ovaires,etc). Ces études ont toutes été 

réalisées sur des souris Balb/c (souche très bien caractérisée au niveau du fond génétique et très 

utilisées dans les études de toxicologie), de type SPF (évitant la contamination par d’autres 

germes).  

Parmi toutes les études, le CES a décidé de retenir comme étude clé celle de Chen et al. (2011) 

pour les raisons suivantes :  

- La qualité de l’étude, classée 1 selon la classification de Klimisch ; 

- La gamme de dose étudiée relativement basse (0 ; 1 ; 3,2 et 10 µg.L-1) ;  

- L’existence d’une relation dose-réponse pour plusieurs effets reprotoxiques (qualité 

spermatique, augmentation du taux de LH/FSH et diminution du taux de testostérone) ; 
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- Il s’agit de l’étude où les effets reprotoxiques surviennent à la dose la plus faible (3,2 µg.L-1 

soit 0,48 µg.kg pc-1.j-1) ; 

- La possibilité de déterminer une NOAEL ; 

- De plus, les auteurs apportent une preuve de concept expliquant le mécanisme à l’origine 

de l’altération de la qualité spermatique : un effet perturbateur endocrinien diminuant la 

sécrétion de testostérone (confirmé sur la descendance : Zhang et al., 2017b) par altération 

des cellules de Leydig et s’accompagnant d’une augmentation de la LH/FSH du fait de 

l’absence de rétrocontrôle négatif par la testostérone, qui pourrait également être lié à une 

neurotoxicité directe de la MC-LR au niveau de l’axe hypothalamo-hypophysaire.  

 

 

5.3.2 Choix de la dose critique 

 

Les préconisations de méthodologie suggèrent de privilégier la construction d’une Benchmark 

Dose (BMD) chaque fois que les données disponibles le permettent, de retenir une NOAEL en 

second choix et une LOAEL en dernière option (Anses, 2017).  

Une Benchmark Dose (BMD) a pu être modélisée à partir d’une relation dose-réponse entre la 

diminution de la mobilité spermatique et l’exposition quotidienne à la MC-LR durant 3 mois 

(Annexe 5). Néanmoins :  

- Le ratio BMD/BMDL est supérieur à 10 

- La BMD obtenue est 14 fois plus basse que la première dose expérimentale testée 

Or, d’après les recommandations du logiciel BMDS Wizard développé par ICF International (ICF 

BMDS Wizard), un ratio BMD/BMDL qui dépasse 5 et une BMD plus de trois fois plus petite que la 

première dose expérimentale testée suggère un manque de robustesse de la modélisation 

obtenue. Il a donc été décidé de ne pas retenir cette BMDL et de retenir la NOAEL. 

NOAEL = 1 µg.L-1 

Cette NOAEL correspond à une concentration de microcystine dans l’eau. Un facteur de 

conversion de 0,15 recommandé par l’EFSA (EFSA, 2012)5 a été utilisé par défaut pour obtenir 

une dose quotidienne d’exposition subchronique chez la souris. 

NOAEL = 0,15 µg.kg pc-1.j-1 

 

5.3.3 Ajustement allométrique 

 

                                                 
5 Ce facteur a été établi par le NTP à partir de 8 études de toxicité dans lesquelles figuraient la 
consommation d’eau de boisson et le poids corporel des animaux testés (rats ou souris). 



Anses  rapport d’expertise collective Dossier 2016-SA-0297 - VTR Microcystine-LR 

 

 page 44 / 80 Septembre 2018 

Pour réduire la valeur de l’incertitude sur la variabilité inter-espèce, un ajustement allométrique a 

été réalisé. Une dose équivalente humaine (HED  = Human Equivalent Dose) est calculée à l’aide 

de l’équation suivante6 : 

 

En l’absence de données moyennes concernant le poids des souris de l’étude, un poids moyen de 

25 g a été utilisé, comme préconisé par l’US EPA (US EPA, 2006). Celui utilisé pour l’Homme pour 

le calcul est de 70 kg.  

 

NOAEL HED = 0,15 x (0,025 / 70)1/4 = 0,02 µg.kg pc-1.j-1 

5.3.4 Choix des facteurs d’incertitude 

Le calcul de la VTR à partir de Chen et al. (2011) a été effectué à l’aide des facteurs d’incertitude 

suivants (Anses, 2017) :  

- Variabilité inter-espèces (UFA) : 2,5 

L’ajustement dosimétrique réalisé a permis de calculer une dose équivalente humaine, à l’aide de 

l’équation précédente. Pour tenir compte de la variabilité toxicodynamique et d’incertitudes 

résiduelles, un facteur d’incertitude supplémentaire a été fixé à 2,5 selon les recommandations de 

l’IPCS (IPCS, 2005) et sur la base des pratiques de l’Anses. 

 

- Variabilité interindividuelle (UFH) : 10 

En l’absence de connaissance sur l’existence de sous population sensible, une valeur finale de 10 

par défaut a été choisie pour la variabilité intra-espèce. 

Un facteur d’incertitude global de 25 est donc utilisé pour la construction de la VTR. 

 

5.3.5 Proposition de VTR subchronique par voie orale 

 

VTR = NOAELHED / UF = 0,02/ 25 = 0,0008 µg.kg-1 pc .j-1  = 1 ng.kg-1 pc .j-1 

5.3.6 Niveau de confiance 

Le niveau de confiance global a été attribué à cette VTR en se basant sur les critères suivants : 

 

‐ Niveau de confiance dans la nature et la qualité du corpus de données : Fort 

                                                 
6 Cette équation est issue des recommandations de l’US EPA (US EPA, 2006).  

1/4

homme Poids

animal Poids
animal Dose Homme eéquivalent Dose 
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L’analyse bibliographique a révélé de nombreuses études sur la microcystine-LR dont beaucoup 

de bonne qualité. 

 

‐ Niveau de confiance dans le choix de l’effet critique et le mode d’action : Moyen à fort 

La nature de l’effet critique observé est bien décrit par les auteurs, et d’autres études réalisées 

chez le rongeur convergent vers cet effet.  

‐ Niveau de confiance dans le choix de l’étude clé : Moyen 

L’étude est de bonne qualité au regard de la pureté de la substance testée, du choix des doses 

testées et de la durée de l’étude (90 et 180 jours). Néanmoins, l’étude est issue de la seule équipe 

de recherche travaillant sur les effets sur la reproduction de la MC-LR lors d’une exposition par 

voie orale. 

‐ Niveau de confiance dans le choix de la dose critique : Moyen à fort 

La Benchmark dose modélisée à partir d’une relation dose-réponse observée n’a pas pu être 

retenue. Le couple LOAEL/NOAEL est de bonne qualité au regard du nombre de doses 

testées, du faible écart entre ces doses et de la présence de multiples relations dose-réponse. 

 

Le niveau de confiance global pour cette VTR est donc Moyen. 
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6.  Conclusions du CES  

Une VTR subchronique par voie orale est proposée pour la microcystine basée sur la diminution 

de la qualité spermatique (Tableau 3). Un niveau de confiance a été attribué à cette VTR. 

 

Tableau 3 : VTR subchronique par voie orale pour la microcystine-LR 

Effet critique 

(étude clé) 
Concentration critique UF VTR 

Altération de la qualité 

spermatique 

Chen et al. (2011) 

NOAEL = 1 µg.L-1  

= 0,15 µg.kg pc-1.j-1 
 

Ajustement allométrique 

 NOAEL HED = 0,02 µg.kg pc-1.j-1 

25 

 

UFA : 2.5 
UFD : 10 

 

1 ng.kg pc-1.j-1 

Indice de confiance 

Moyen 

 

Recommandations éventuelles  

 

 

Date de validation du rapport d’expertise collective par le comité d’experts spécialisé : le 

13/09/2018. 

 

Signature :  
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« Caractérisation des dangers des substances et 

valeurs toxicologiques de référence », 

 

 

M Michiels 
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Annexe 2 : Recherche bibliographique complémentaire sur la période 

2006 - 2018  

Date de la dernière consultation : 31 mai 2018 

 

Requête SCOPUS  

TITLE-ABS-KEY 

(toxicokinetic OR (absorption and ADME) OR (distribution and ADME) OR metabolism OR 

(excretion and ADME) OR ADME OR OATP OR transporters OR intestinal OR BBB OR "blood 

brain barrier" OR "placental barrier" OR "glutathione transferases" OR CYP OR "cytochrome P450" 

OR cytotoxicity OR toxicity OR "adverse effects" OR mortality OR genotoxicity OR carcinogenicity 

OR "reproductive toxicity" OR neurotoxicity OR immunotoxicity OR vitro OR "in vivo" OR liver OR 

kidney OR sperm OR ovary OR testicles OR thyroid OR brain OR "mode of action" OR mechanism 

OR "short-term" OR acute OR "long-term" OR chronic)  

AND  

(microcystin* OR "MC-LR" OR "MC-YR" OR "MC-RR" OR "MC-AR" OR "MC-LF" OR "MC-LW" OR 

"MC-FR" OR "MC-deLR" or "MC-deRR" OR "MC-deLW" OR "MC-deLF" OR "MC-(O)Y" OR "MC-

m[Glu(OCH3)]-LR") 
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ALL FIELDS 
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OR cytotoxicity OR toxicity OR "adverse effects" OR mortality OR genotoxicity OR carcinogenicity 
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kidney OR sperm OR ovary OR testicles OR thyroid OR brain OR "mode of action" OR mechanism 

OR "short-term" OR acute OR "long-term" OR chronic) 
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"MC-FR" OR "MC-deLR" or "MC-deRR" OR "MC-deLW" OR "MC-deLF" OR "MC-(O)Y" OR "MC-

m[Glu(OCH3)]-LR") 
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Annexe 3 : Tableau récapitulatif des études de toxicité de la microcystine-LR in vivo par voie orale chez 

le rongeur 

Référence 

de l’étude 

Description de l’étude  

Effets observés à une dose ≤ 40 µg.kg-1 pc.j-1 

dans l’étude 

Score de 

l’étude 

avec 

ToxRTool 

Toxine Animal Voie Doses Durée 

Chen et al. 

2011 

MC-LR 

(pure) 

Souris mâles 

SPF souche 

non indiquée 

(15-25g, âge 

non indiqué) 

Eau de boisson 

(ad libitum) 

1, 3.2, 10 µg.L-1 

= 0.15, 0.48, 1.5 

µg.kg-1.j-1 

3 et 6 mois  Diminution dose-dépendante de la mobilité des 

spermatozoïdes et de leur nombre à partir de 1 µg.L-1 

à 3 et 6 mois  

Augmentation dose-dépendante des anomalies des 

spermatozoïdes à partir de 1 µg.L-1 à 6 mois 

Epithélium des tubules séminifères est légèrement 

relâché à 3.2 µg.L-1 à 6 mois 

Légère atrophie testiculaire à 1 µg.L-1 plus prononcée 

à 3.2 µg.L-1  

Perte et dérangement des cellules spermatiques, 

élargissement de la lumière des tubes séminifères, 

amincissement de l’épithélium des tubules 

séminifères, perte des cellules de Leydig et des 

cellules de Sertoli à 6 mois à 3.2 µg.L-1 

Augmentation du nombre de cellules apoptotiques à 

3.2 µg.L-1 à 3 mois et à partir de 1 µg.L-1 à 6 mois 

19 (1/1) 

Wu et al. MC-LR Souris Eau de boisson 1, 10, 40 µg.L-1 3 et 6 mois Après 3 mois d'exposition, l'atrésie des follicules 20 (1/1) 
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2015  (isolée, 

≥95%) 

femelles SPF 

BALB/c (4 

semaines, 

poids non 

indiqué) 

(pas 

d’information sur 

la quantité) 

= 0.15, 1.5, 6 

µg.kg-1.j-1 

augmente avec 6 µg.kg-1.j-1 tandis qu'il n'y a pas de 

changement dans les autres catégories et après 6 

mois une accélération de l'atrésie des follicules est 

observée dans tous les groupes (non dose-

dépendante) et les follicules primordiaux, primaires, 

secondaires et antraux diminuent significativement 

dans le groupe à 6 µg.kg-1.j-1. Des anomalies du 

cycle oestral sont observées : après 3 ou 6 mois la 

phase estrus est raccourcie dans tous les groupes 

(dose-dépendant) et la durée de la phase proestrus 

est raccourcie dans le groupe à 6 µg.kg-1.j-1 ; après 6 

mois d'exposition une extension de la phase diestrus 

est observée dans tous les groupes (dose-

dépendant) ; Une diminution de la fertilité est 

également observée : il y a une augmentation 

significative du taux de mortalité à la naissance dans 

les groupes à 1.5 et 6 µg.kg-1.j-1 et la réduction de 

nombre de descendants vivants est dose et temps 

dépendante ; après 3 mois de traitement, une 

réduction significative dans le groupe à 6 µg.kg-1.j-1 

est observée et après 6 mois une réduction 

significative est observée dans les groupes à 1.5 et 6 

µg.kg-1.j-1 

 

Chen et al. 

2016  

MC-LR 

(pure) 

Souris mâles 

SPF BALB/c 

(6 semaines, 

poids non 

Eau de boisson 

(pas 

d’information sur 

la quantité) 

1, 10, 20, 30 

µg.L-1 = 0.15, 

1.5, 3, 4.5 µg.kg-

1.j-1 

90 jours Epaississement des membranes du tissu testiculaire 17 (2/2) 



Anses  rapport d’expertise collective Dossier 2016-SA-0297 - VTR Microcystine-LR 

 

 

 page 69 / 80 Septembre 2018 

indiqué) 

Chen et al. 

2017 

MC-LR 

(pure, 

≥95%) 

Souris mâles 

SPF BALB/c 

(6 semaines, 

poids non 

indiqué) 

Eau de boisson 

pas 

d’information sur 

la quantité) 

1, 10, 20, 30 

µg.L-1 = 0.15, 

1.5, 3, 4.5 µg.kg-

1.j-1 

90 jours Diminution du nombre de spermatozoïdes d’une 

manière dose-dépendante (significatif à partir de 1.5 

µg.kg-1.j-1) et augmentation du nombre d’anomalies 

des spermatozoïdes chez les souris exposées à 3 

µg.kg-1.j-1 et plus  

 

17 (2/3) 

Zhang et al. 

2017 

MC-LR 

(pure) 

Souris 

enceintes SPF 

BALB/c (2 

jours de 

grossesse) 

Eau de boisson 

(ad libitum) 

1, 10, 50 µg.L-1 

= 0.18, 1.8, 9 

µg.kg-1.j-1 

65 jours  A 30J : 10 et 50 µg.L-1 entraînent un retard du 

développement des ramifications d'acini et de la 

prolifération cellulaire dans la prostate des 

descendants mâles des femelles exposées; à 90J : 

une exposition à la MC-LR interfère avec le 

développement de la prostate des descendants 

entraînant nécrose, inflammation, hyperplasie, 

fibrose 

 

16 (2/3) 
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Annexe 4 : Evaluation de la qualité des études de toxicité de la 

microcystine-LR  

Reliability assessment of in vivo toxicity studies   
    

Study under evaluation   

Authors:   
  Chen et al.   
Titel:   

  Decline of sperm quality and testicular function in male mice during chronic low-dose exposure to 
microcystine-LR 

  

Testing facility, year, sponsor, study no. or bibliographic reference:   
  2011   

    
Explanations are available for most criteria and show up, when the cursor is moved over the criteria field. 
Please read carefully!  
Red criteria: the maximum score is needed for these criteria to achieve reliability category 1 or 2 (see 
worksheet Explanations): Please evaluate with special care! 

  
  

    

Criteria   
No. Criteria Group I: Test substance identification Score 

1 Was the test substance identified? 1 
2 Is the purity of the substance given?  1 
3 Is information on the source/origin of the substance given? 1 
4 Is all information on the nature and/or physico-chemical properties of the test item given, which you 

deem indispensable for judging the data (see explanation for examples)? 
1 

    4 
      
  Criteria Group II: Test organism characterisation   

5 Is the species given? 1 
6 Is the sex of the test organism given? 1 
7 Is information given on the strain of test animals plus, if considered necessary to judge the study, 

other specifications (see explanation for examples)? 
1 

8 Is age or body weight of the test organisms at the start of the study given? 1 
9 For repeated dose toxicity studies only (give point for other study types): Is information given on the 

housing or feeding conditions? 
0 

    4 
      
  Criteria Group III: Study design description   
10 Is the administration route given? 1 
11 Are doses administered or concentrations in application media given? 1 
12 Are frequency and duration of exposure as well as time-points of observations explained? 1 
13 Were negative (where required) and positive controls (where required) included (give point also, when 

absent but not required, see explanations for study types and their respective requirements on 
controls)? 

1 
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14 Is the number of animals (in case of experimental human studies: number of test persons) per group 
given? 

1 

15 Are sufficient details of the administration scheme given to judge the study (see explanation for 
examples)?  

1 

16 For inhalation studies and repeated dose toxicity studies only (give point for other study types): Were 
achieved concentrations analytically verified or was stability of the test substance otherwise ensured 
or made plausible?  

0 

    6 
      
  Criteria Group IV: Study results documentation   
17 Are the study endpoint(s) and their method(s) of determination clearly described? 1 
18 Is the description of the study results for all endpoints investigated transparent and complete? 1 
19 Are the statistical methods applied for data analysis given and applied in a transparent manner (give 

also point, if not necessary/applicable, see explanations)? 
1 

    3 
      
  Criteria Group V: Plausibility of study design and results   
20 Is the study design chosen appropriate for obtaining the substance-specific data aimed at (see 

explanations for details)? 
1 

21 Are the quantitative study results reliable (see explanations for arguments)? 1 
    2 
      

    19 
      
  A Numerical result leads to initial Category:  1 
  B Checking red scores leads to revised Category: 1 
  C Evaluator's proposal: Category:    
  D Justification in case evaluator deviates from B:   
      

 

Reliability assessment of in vivo toxicity studies   
    

Study under evaluation   
Authors:   
  Wu et al.    
Titel:   

  MC-LR exposure leads to subfertility of female mice and induces oxidative stress in granulosa cells   
Testing facility, year, sponsor, study no. or bibliographic reference:   
  2015   

    
Explanations are available for most criteria and show up, when the cursor is moved over the criteria field. 
Please read carefully!  
Red criteria: the maximum score is needed for these criteria to achieve reliability category 1 or 2 (see 
worksheet Explanations): Please evaluate with special care! 

  
  

    

Criteria   
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No. Criteria Group I: Test substance identification Score 
1 Was the test substance identified? 1 
2 Is the purity of the substance given?  1 
3 Is information on the source/origin of the substance given? 1 
4 Is all information on the nature and/or physico-chemical properties of the test item given, which you 

deem indispensable for judging the data (see explanation for examples)? 
1 

    4 
      
  Criteria Group II: Test organism characterisation   

5 Is the species given? 1 
6 Is the sex of the test organism given? 1 
7 Is information given on the strain of test animals plus, if considered necessary to judge the study, 

other specifications (see explanation for examples)? 
1 

8 Is age or body weight of the test organisms at the start of the study given? 1 
9 For repeated dose toxicity studies only (give point for other study types): Is information given on the 

housing or feeding conditions? 
1 

    5 
      
  Criteria Group III: Study design description   
10 Is the administration route given? 1 
11 Are doses administered or concentrations in application media given? 1 
12 Are frequency and duration of exposure as well as time-points of observations explained? 1 
13 Were negative (where required) and positive controls (where required) included (give point also, when 

absent but not required, see explanations for study types and their respective requirements on 
controls)? 

1 

14 Is the number of animals (in case of experimental human studies: number of test persons) per group 
given? 

1 

15 Are sufficient details of the administration scheme given to judge the study (see explanation for 
examples)?  

0 

16 For inhalation studies and repeated dose toxicity studies only (give point for other study types): Were 
achieved concentrations analytically verified or was stability of the test substance otherwise ensured 
or made plausible?  

1 

    6 
      
  Criteria Group IV: Study results documentation   
17 Are the study endpoint(s) and their method(s) of determination clearly described? 1 
18 Is the description of the study results for all endpoints investigated transparent and complete? 1 
19 Are the statistical methods applied for data analysis given and applied in a transparent manner (give 

also point, if not necessary/applicable, see explanations)? 
1 

    3 
      
  Criteria Group V: Plausibility of study design and results   
20 Is the study design chosen appropriate for obtaining the substance-specific data aimed at (see 

explanations for details)? 
1 

21 Are the quantitative study results reliable (see explanations for arguments)? 1 
    2 
      

    20 
      
  A Numerical result leads to initial Category:  1 
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  B Checking red scores leads to revised Category: 1 
  C Evaluator's proposal: Category:    
  D Justification in case evaluator deviates from B:   
      

 

Reliability assessment of in vivo toxicity studies   
    

Study under evaluation   
Authors:   
  Chen et al.    
Titel:   

  Microcystin-Leucine Arginine causes cytotoxic effects in sertoli cells resulting in reproductive 
dysfunction in male mice 

  

Testing facility, year, sponsor, study no. or bibliographic reference:   
  2016    

    
Explanations are available for most criteria and show up, when the cursor is moved over the criteria field. 
Please read carefully!  
Red criteria: the maximum score is needed for these criteria to achieve reliability category 1 or 2 (see 
worksheet Explanations): Please evaluate with special care! 

  
  

    

Criteria   
No. Criteria Group I: Test substance identification Score 

1 Was the test substance identified? 1 
2 Is the purity of the substance given?  0 
3 Is information on the source/origin of the substance given? 1 
4 Is all information on the nature and/or physico-chemical properties of the test item given, which you 

deem indispensable for judging the data (see explanation for examples)? 
1 

    3 
      
  Criteria Group II: Test organism characterisation   

5 Is the species given? 1 
6 Is the sex of the test organism given? 1 
7 Is information given on the strain of test animals plus, if considered necessary to judge the study, 

other specifications (see explanation for examples)? 
1 

8 Is age or body weight of the test organisms at the start of the study given? 1 
9 For repeated dose toxicity studies only (give point for other study types): Is information given on the 

housing or feeding conditions? 
0 

    4 
      
  Criteria Group III: Study design description   
10 Is the administration route given? 1 
11 Are doses administered or concentrations in application media given? 1 
12 Are frequency and duration of exposure as well as time-points of observations explained? 1 
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13 Were negative (where required) and positive controls (where required) included (give point also, when 
absent but not required, see explanations for study types and their respective requirements on 
controls)? 

1 

14 Is the number of animals (in case of experimental human studies: number of test persons) per group 
given? 

1 

15 Are sufficient details of the administration scheme given to judge the study (see explanation for 
examples)?  

0 

16 For inhalation studies and repeated dose toxicity studies only (give point for other study types): Were 
achieved concentrations analytically verified or was stability of the test substance otherwise ensured 
or made plausible?  

0 

    5 
      
  Criteria Group IV: Study results documentation   
17 Are the study endpoint(s) and their method(s) of determination clearly described? 1 
18 Is the description of the study results for all endpoints investigated transparent and complete? 1 
19 Are the statistical methods applied for data analysis given and applied in a transparent manner (give 

also point, if not necessary/applicable, see explanations)? 
1 

    3 
      
  Criteria Group V: Plausibility of study design and results   
20 Is the study design chosen appropriate for obtaining the substance-specific data aimed at (see 

explanations for details)? 
1 

21 Are the quantitative study results reliable (see explanations for arguments)? 1 
    2 
      

    17 
      
  A Numerical result leads to initial Category:  2 
  B Checking red scores leads to revised Category: 2 
  C Evaluator's proposal: Category:    
  D Justification in case evaluator deviates from B:   
      

 

Reliability assessment of in vivo toxicity studies   
    

Study under evaluation   

Authors:   
  Zhang et al.   
Title:   

  Toxic effects of microcystin-LR on the develoment of prostate in mice   
Testing facility, year, sponsor, study no. or bibliographic reference:   
  2017   

    
Explanations are available for most criteria and show up, when the cursor is moved over the criteria field.   
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Please read carefully!  
Red criteria: the maximum score is needed for these criteria to achieve reliability category 1 or 2 (see 
worksheet Explanations): Please evaluate with special care! 

  

    

Criteria   
No. Criteria Group I: Test substance identification Score 

1 Was the test substance identified? 1 
2 Is the purity of the substance given?  0 
3 Is information on the source/origin of the substance given? 1 
4 Is all information on the nature and/or physico-chemical properties of the test item given, which you 

deem indispensable for judging the data (see explanation for examples)? 
1 

    3 
      
  Criteria Group II: Test organism characterisation   

5 Is the species given? 1 
6 Is the sex of the test organism given? 1 
7 Is information given on the strain of test animals plus, if considered necessary to judge the study, 

other specifications (see explanation for examples)? 
1 

8 Is age or body weight of the test organisms at the start of the study given? 0 
9 For repeated dose toxicity studies only (give point for other study types): Is information given on the 

housing or feeding conditions? 
1 

    4 
      
  Criteria Group III: Study design description   
10 Is the administration route given? 1 
11 Are doses administered or concentrations in application media given? 1 
12 Are frequency and duration of exposure as well as time-points of observations explained? 1 
13 Were negative (where required) and positive controls (where required) included (give point also, when 

absent but not required, see explanations for study types and their respective requirements on 
controls)? 

1 

14 Is the number of animals (in case of experimental human studies: number of test persons) per group 
given? 

0 

15 Are sufficient details of the administration scheme given to judge the study (see explanation for 
examples)?  

1 

16 For inhalation studies and repeated dose toxicity studies only (give point for other study types): Were 
achieved concentrations analytically verified or was stability of the test substance otherwise ensured 
or made plausible?  

0 

    5 
      
  Criteria Group IV: Study results documentation   
17 Are the study endpoint(s) and their method(s) of determination clearly described? 1 
18 Is the description of the study results for all endpoints investigated transparent and complete? 1 
19 Are the statistical methods applied for data analysis given and applied in a transparent manner (give 

also point, if not necessary/applicable, see explanations)? 
1 

    3 
      
  Criteria Group V: Plausibility of study design and results   
20 Is the study design chosen appropriate for obtaining the substance-specific data aimed at (see 

explanations for details)? 
0 

21 Are the quantitative study results reliable (see explanations for arguments)? 1 



Anses  rapport d’expertise collective Dossier 2016-SA-0297 - VTR Microcystine-LR 

 

 page 76 / 80 Septembre 2018 

    1 
      

    16 
      
  A Numerical result leads to initial Category:  2 
  B Checking red scores leads to revised Category: 3 
  C Evaluator's proposal: Category:    
  D Justification in case evaluator deviates from B:   
      

 

Reliability assessment of in vivo toxicity studies   
    

Study under evaluation   
Authors:   
  Chen et al.   
Title:   

  Microcystin-leucine arginine exhibits immunomodulatory roles in testicular cells resulting in orchitis   
Testing facility, year, sponsor, study no. or bibliographic reference:   
  2017   

    
Explanations are available for most criteria and show up, when the cursor is moved over the criteria field. 
Please read carefully!  
Red criteria: the maximum score is needed for these criteria to achieve reliability category 1 or 2 (see 
worksheet Explanations): Please evaluate with special care! 

  
  

    

Criteria   
No. Criteria Group I: Test substance identification Score 

1 Was the test substance identified? 1 
2 Is the purity of the substance given?  1 
3 Is information on the source/origin of the substance given? 1 
4 Is all information on the nature and/or physico-chemical properties of the test item given, which you 

deem indispensable for judging the data (see explanation for examples)? 
1 

    4 
      
  Criteria Group II: Test organism characterisation   

5 Is the species given? 1 
6 Is the sex of the test organism given? 1 
7 Is information given on the strain of test animals plus, if considered necessary to judge the study, 

other specifications (see explanation for examples)? 
1 

8 Is age or body weight of the test organisms at the start of the study given? 1 
9 For repeated dose toxicity studies only (give point for other study types): Is information given on the 

housing or feeding conditions? 
0 

    4 
      
  Criteria Group III: Study design description   
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10 Is the administration route given? 1 
11 Are doses administered or concentrations in application media given? 1 
12 Are frequency and duration of exposure as well as time-points of observations explained? 1 
13 Were negative (where required) and positive controls (where required) included (give point also, when 

absent but not required, see explanations for study types and their respective requirements on 
controls)? 

1 

14 Is the number of animals (in case of experimental human studies: number of test persons) per group 
given? 

1 

15 Are sufficient details of the administration scheme given to judge the study (see explanation for 
examples)?  

0 

16 For inhalation studies and repeated dose toxicity studies only (give point for other study types): Were 
achieved concentrations analytically verified or was stability of the test substance otherwise ensured 
or made plausible?  

0 

    5 
      
  Criteria Group IV: Study results documentation   
17 Are the study endpoint(s) and their method(s) of determination clearly described? 1 
18 Is the description of the study results for all endpoints investigated transparent and complete? 1 
19 Are the statistical methods applied for data analysis given and applied in a transparent manner (give 

also point, if not necessary/applicable, see explanations)? 
1 

    3 
      
  Criteria Group V: Plausibility of study design and results   
20 Is the study design chosen appropriate for obtaining the substance-specific data aimed at (see 

explanations for details)? 
0 

21 Are the quantitative study results reliable (see explanations for arguments)? 1 
    1 
      

    17 
      
  A Numerical result leads to initial Category:  2 
  B Checking red scores leads to revised Category: 3 
  C Evaluator's proposal: Category:    
  D Justification in case evaluator deviates from B:   
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Annexe 5 : Modélisation d’une Benchmark Dose pour la microcystine-

LR à partir de données issues de l’étude de Chen et al. (2011) 

 

L’étude de Chen et al. (2011) permet d’identifier plusieurs relations dose-réponse entre la baisse 

du nombre de spermatozoides, la baisse de la mobilité spermatique et l’exposition quotidienne à la 

MC-LR durant 3 et 6 mois. Une augmentation dose-dépendante des anomalies spermatiques est 

également observée lors d’une exposition quotidienne de 6 mois à la toxine.  

Ces relations ont été modélisées à l’aide du logiciel proposé par l’EFSA (EFSA, 2017) qui utilise 

Proast (Proast software version 65,7) élaboré par le RIVM pour élaborer une Benchmark Dose 

(BMD).Dans la mesure où les effets sur la reproduction sont observés dès 3 mois d’exposition, 

seules ces données ont été exploitées :  

 

 Analyses quantitatives de la qualité spermatique des souris après 3 mois d’exposition à la MC-LR 

via l’eau de boisson (Chen et al., 2011) 

 Contrôle 

 (N = 10) 

1 µg/L  

(N = 10) 

3,2 µg/L  

(N = 10) 

10 µg/L 

 (N = 10) 

Nombre de spermatozoïdes (x 106 mL-1) 27,0 ± 1,5 23,5 ± 0,8 17,8 ± 1,5** 13,3 ± 1,3** 

Mobilité spermatique (%) 71,7 ± 3,3 57,6 ± 5,5 54,0 ± 6,4* 34,6 ± 3,3** 

Anomalies spermatiques (%) 5,9 ± 1,0 5,9 ± 1,0 6,1 ± 0,9 6,5 ± 1,0 

Les données représentent la moyenne ± écart-standard, avec écart type = erreur standard x N ½, * 

significatif p<0,05 ** significatif p<0,01 par rapport au contrôle 

 

L’objectif de la démarche est d’estimer la dose correspondant à un niveau de réponse défini ou à 

un pourcentage défini de réponse supplémentaire par rapport au témoin. Ce niveau ou ce 

pourcentage est appelé BMR pour Benchmark Response. S’agissant de variables continues 

(mesure d’une variable biologique), l’une des principales difficultés lors de la construction d’une 

BMDL concerne le choix de la BMR (Benchmark Response level), c'est-à-dire le choix de la 

modification maximale tolérée comme étant physiologique (ou non néfaste) pour le paramètre 

étudié.  

Selon l’US EPA (US EPA, 2012) (pour un effet critique portant sur l’augmentation et/ou la 

diminution d’une donnée continue), il est recommandé que le BMR corresponde à la moyenne du 

groupe contrôle +/- un écart-type du groupe témoin ce qui a conduit dans l’étude de Chen et al. 

(2011) à retenir comme BMR une diminution de 14,5 % de la mobilité spermatique ou de 17,5 % 

du nombre de spermatozoïde par rapport au groupe témoin. Le niveau de confiance associé à la 

BMDL est de 90% (one side/ unilatéral). 
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Lors de la détermination de la BMDL, plusieurs modèles mathématiques ont été testés. Le modèle 

qui a été sélectionné est celui proposant la BMDL la plus basse, autrement dit la plus protectrice. Il 

s’agit ici du modèle exponentiel qui a été retenu pour l’estimation de la limite inférieure de 

l’intervalle de confiance à 90% d’une dose correspondant à la diminution de la mobilité 

spermatique de 14,5% de la réponse par rapport au groupe non exposé (Figure 3). 

 

Résumé des données modélisées 

Effet Nombre de spermatozoïdes Mobilité spermatique  

BMR (%) (Correspondant à la 

moyenne du groupe contrôle – 

1 x écart-type* du groupe 

contrôle) 

17,5% 14,5 % 

BMD 

(µg/L) 

Exponentiel 0,94 0,72 

Hill 1,03 0,80 

BMDL 

(µg/L) 

Exponentiel 0,264 0,07 

Hill 0,343 0,099 

*Avec écart type = erreur standard x N ½ 
 
 
 

 
Modélisation de la diminution de la mobilité spermatique lors d'une exposition à la MC-LR 

La limite inférieure de l’intervalle de confiance à 90% de la BMD construite sur la diminution de la 

qualité spermatique pour un niveau d’effet correspondant à une diminution de 14,5% du niveau 

d’effet observé par rapport au groupe témoin en fonction de la mobilité spermatique car il s’agit de 

la BMDL la plus faible. 

 

BMDL = 0,07 µg/L 
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