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INTRODUCTION

1. L’irritation cutanée désigne I'apparition sur la peau de Iésions aprés exposition a
une substance ou un mélange [selon la définition du Systéme général harmonisé de
classification et d'étiquetage des produits chimiques (SGH) des Nations Unies (ONU)] (1)
(2). La présente Ligne directrice (LD) propose une procédure in vitro pouvant servir a
identifier les dangers liés aux produits chimiques (substances et mélanges) irritants,
classés en catégorie 2, correspondant a la définition du SGH de 'ONU (1) (2) (3). Pour les
pays membres ou régions n'ayant pas adopté la catégorie 3 facultative (substances
faiblement irritantes) selon le SGH de 'ONU, la présente Ligne directrice peut aussi servir
a identifier des produits chimiques non classés. Par conséquent, suivant le cadre
réglementaire et le systéme de classification en vigueur, cette Ligne directrice peut étre
utilisée pour déterminer le pouvoir irritant pour la peau d’un produit chimique, en tant que
méthode de substitution a part entiére remplagant I'essai d'irritation cutanée in vivo, ou en
tant que méthode substitutive partielle, dans le cadre d’une stratégie d’essai (3).

2. Jusqu’a présent, I'évaluation de lirritation cutanée impliquait généralement le
recours a des animaux de laboratoire [LD 404 de 'OCDE, adoptée en 1981 et révisée en
1992, 2002 et 2015] (4). Pour tester le potentiel de corrosivité, trois méthodes d’essai in
vitro validées ont été adoptées: elles constituent respectivement les Lignes directrices de
'OCDE 430, 431 et 435 (5) (6) (7). Le Document Guide No. 203 de I'OCDE sur les
Approches Intégrées sur les Essais et I'Evaluation (IATA) pour l'irritation et la Corrosion de
la peau décrit plusieurs modules qui rassemblent les sources d’information et les outils
d’analyse et (i) fournit des orientations sur la fagon d’intégrer et d’utiliser les données
d’essais et autres données pour I'évaluation du potentiel d’irritation ou de corrosion de la
peau des produits chimiques testés et (ii) propose une approche quand des essais
supplémentaires sont requis (3).

3. La présente Ligne directrice porte sur le danger d’irritation cutanée pour la santé
humaine. Elle fait appel @ un systéme d’essai in vitro utilisant un épiderme humain
reconstitué qui reproduit fidélement les propriétés biochimiques et physiologiques des
couches supérieures de la peau humaine, c’est-a-dire I'épiderme. Le systéme d’épiderme
humain reconstitué utilise des dérivés de kératinocytes humains non transformés comme
source cellulaire afin de reconstruire un modéle d’épiderme comprenant une cyto-
architecture et une histologie représentatives. Un ensemble de normes de performance
ont été développées afin de faciliter la validation et I'évaluation de méthodes d’essai sur
épiderme humain reconstitué similaires ou modifiées, conformément aux principes du
document d’orientation n°34 (8) (9). La présente Ligne directrice a été initialement adoptée
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en 2010, puis mise a jour une premiére fois en 2013 afin d’y inclure de nouvelles méthodes
d’essai faisant usage du modéle de peau humaine reconstituée, puis une seconde fois en
2015 afin d'y inclure la référence au Document guide IATA No. 203 et d’y introduire une
procédure alternative de mesure de la viabilité cellulaire et mis a jour plus récemment pour
y inclure d’autres méthodes utilisant le modéle de I'épiderme humain reconstruit. La
derniére mise a jour a été effectuée en 2025 pour soustraire le modéle EpiSkin™ qui n’est
plus commercialement disponible. Les éléments de cette méthode avaient été utilisés pour
définir les éléments essentiels de ces méthodes d’essais dans le document sur les
Standards de Performance (24). Par ailleurs, les données de cette méthode permettant
l'identification des substances classées par rapport aux substances non classées forment
la base principale pour le calcul de la spécificité et de la sensibilité des standards de
performance définis a 'origine.

4, Les méthodes d’essai sont comprises dans la présente Ligne directrice sont listées
dans I'annexe 2 qui fournit également des informations sur le type d’étude de validation
menée pour valider chaque méthode respectivement. Comme noté dans I'annexe 2, la
méthode de référence validée (MRV) a été utilisée pour développer la présente Ligne
directrice, y compris les normes de performance (8). A la suite d’une revue indépendante,
toutes les méthodes comprises dans cette Ligne directrice ont la capacité prédictive
minimum suivante : 80% de sensibilité, 70% de spécificité, et 75 % d’exactitude.
L’acceptation mutuelle des données ne sera garantie pour les méthodes d’essai qui sont
validées selon les normes de performance (8) seulement si ces méthodes d’essai ont été
examinées et adoptées par TOCDE. Les méthodes d’essai figurant dans la présente Ligne
directrice peuvent étre utilisées sans discrimination dans le but de répondre aux exigences
réglementaires des pays et de générer des résultats d’essai issus de 'une des méthodes
d’essai in vitro sur lirritation de la peau, tout en bénéficiant de I'acceptation mutuelle des
données. Les Standards de Performance existants (24) restent valables apres la
soustraction du modéle EpiSkin™,

5. Les définitions des termes utilisés dans ce document figurent a 'annexe 1.

REMARQUES PRELIMINAIRES ET LIMITES

6. L’'une des limites de la présente Ligne directrice, comme I'a démontré I'étude de
validation prospective compléte évaluant et caractérisant les méthodes d’essai sur
I'épiderme humain reconstitué (16), est qu’elle ne permet pas la classification des produits
chimiques dans la catégorie facultative 3 du SGH de 'ONU (1). Par conséquent, son
utilisation sera fonction de la réglementation en vigueur dans les pays membres. Pour une
évaluation compléte des effets cutanés locaux faisant suite a une exposition unique, le
Document Guide no. 203 sur les Approches Intégrées pour les Essais et I'Evaluation doit
étre consulté (3). Il est entendu que l'utilisation de peau humaine est soumise a des
conditions et considérations d’éthique nationales et internationales.

7. La présente Ligne directrice se rapporte aux effets irritation de la peau humaine. Si
elle ne fournit pas dinformations appropriées sur la corrosion cutanée, on notera
cependant que la LD 431 de 'OCDE relative a la corrosion cutanée, bien que faisant appel
a un protocole différent, est basée sur le méme systéme d’essai sur épiderme humain
reconstitué (6). La présente Ligne directrice a recours a des modéles d’épiderme humain
reconstitué utilisant des kératinocytes humains, et reproduisant donc in vitro I'organe cible
de l'espéce étudiée ; de plus, elle couvre directement I'étape initiale de la cascade
inflammatoire/du mécanisme d’action (lésions cellulaires et tissulaires causant un
traumatisme localisé) survenant au cours de l'irritation in vivo. Les essais réalisés dans le
cadre de I'étude de validation de MRV sous-tendant cette Ligne directrice ont porté sur un
large éventail de produits chimiques; la base de données de cette étude totalisait 58
produits chimiques (16) (18) (23). La présente Ligne directrice peut étre utilisée pour tester
des solides, des liquides, des semi-solides et des cires. Les liquides peuvent étre aqueux
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ou non; les solides peuvent étre solubles ou insolubles dans I'eau. Si possible, les solides
sont moulus finement avant application; aucun autre prétraitement de I'échantillon n’est
nécessaire. Les gaz et les aérosols n‘ont pas encore fait I'objet d’'une étude de validation
(29). Bien qu'’il soit envisageable de pouvoir tester des gaz et des aérosols en faisant appel
a de I'épiderme humain reconstitué, I'actuelle Ligne directrice ne permet pas de tester les
produits de ce type.

8. Lors de 'examen des mélanges, des produits chimiques difficiles a tester (p. ex.
instables) ou des produits chimiques d’essai qui ne sont pas clairement dans le domaine
d’applicabilité décrits dans la présente directive, il convient de tenir compte de la question
de savoir si les résultats de ces essais des résultats scientifiquement significatifs.. De telles
dispositions ne sont pas nécessaires quand il existe une exigence réglementaire de tester
le mélange. Cependant, du fait que les mélanges couvrent une large gamme de catégories
et de composition, et que I'information sur les essais de mélanges est encore parcellaire,
il convient de ne pas utiliser la présente Ligne directrice pour une catégories spécifique de
mélanges quand il a été démontré que la Ligne directrice ne s’applique pas a cette
catégorie spécifiqgue (par exemple en suivant la stratégie proposée par Eskes et al. (30)).
Des précautions similaires doivent étre prises dans les cas ou des classes ou des
propriétés physico-chimiques spécifiques limitent I'utilisation de la Ligne directrice. Une
étude comparant les données in vitro et in vivo pour 65 formulations agrochimiques a révélé
une précision globale de 54% (basée sur 65 formulations agrochimiques), une sensibilité
de 44% (basée sur 25 formulations) et une spécificité de 60% (basée sur les formulations
40). Ces données indiquent un manque d’applicabilité du test d’irritation cutanée in vitro
basé sur la RhE pour les formulations agrochimiques (47).

9. Les produits chimiques testés absorbant la lumiére dans la méme gamme que le
MTT formazan et les produits chimiques testés capable de réduire de facon directe le
colorant vital MTT (en MTT formazan) peuvent interférer avec les mesures de viabilité
cellulaire et requirent I'utilisation de témoins adaptés pour la correction 9voir paragraphes
27 a 33).

10. Une seule expérience réalisée a 'aide de trois réplicats de tissus identiques devrait
suffire pour tester les produits chimiques dont la classification est sans équivoque. En
revanche, dans le cas de résultats ambigus, tels que des mesures non concordantes pour
les différents réplicats et/ou une viabilité moyenne égale a 50 + 5 %, une seconde
expérience est envisagée, voire une troisiéme en cas de résultats discordants entre les
deux premiéres.

PRINCIPE DE L’ESSAI

11. Le produit chimique est appliqué localement sur un modéle tridimensionnel
d’épiderme humain reconstitué, composé de kératinocytes non transformés prélevés sur
épiderme humain et mis en culture pour former un modéle multicouche hautement
différencié d’épiderme humain. Ce modéle se compose de couches organisées (basale,
épineuse et granuleuse), ainsi que d’'un stratum corneum multicouche contenant des
couches lipidiques lamellaires intercellulaires représentant les principales classes de
lipides, similaires a celles que I'on observe in vivo.

12. L’irritation cutanée consécutive a I'application d’'un produit chimique, qui se
manifeste principalement par des érythémes ou des cedémes, résulte d’une cascade
d’évenements débutant par la pénétration du produit chimique a travers le stratum corneum
ou il peut causer la lésion des couches sous-jacentes de kératinocytes et les autres cellules
de la peau. En mourant, les cellules Iésées peuvent soit rejeter des médiateurs de
l'inflammation ou induire la cascade inflammatoire qui agit aussi sur les cellules du derme,
en particulier les cellules stromales et endothéliales des vaisseaux sanguins. C'est la
dilatation et la perméabilité accrue des cellules endothéliales qui sont responsables des
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érythémes et des cedémes observés (29). Il faut noter que les méthodes d’essai fondées
sur l'utilisation d’épiderme humain reconstitué permettent de mesurer les événements
déclencheurs de la cascade, p.ex. les lésions cellulaires et tissulaires (16) (17), en
'absence de toute vascularisation du systéme d’essai in vitro, grace a la lecture de la
viabilité cellulaire.

13. La viabilité cellulaire du modéle d’épiderme humain reconstitué est mesurée via la
conversion enzymatique du colorant vital MTT [bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-
diphényltétrazolium, numéro CAS 298-93-1] en un sel de formazan bleu mesuré
quantitativement aprés son extraction des tissus (31). Les produits chimiques irritants sont
mis en évidence par leur capacité a faire chuter la viabilité cellulaire sous un seull
prédéterminé (< 50 %, pour la catégorie 2 du SGH de 'ONU). En fonction du cadre législatif
et de I'applicabilité de la présente Ligne directrice, les produits chimiques testés produisant
une viabilité cellulaire supérieure au seuil défini peuvent étre considérés comme non
irritants (> 50 %, sans catégorie).

DEMONSTRATION DES COMPETENCES

14. Avant d’appliquer en routine I'une des méthodes d’essai validées conformes a la
présente Ligne directrice (annexe 2), les laboratoires font la preuve de leur compétence
technique en utilisant les 10 substances énumérés au tableau 1. Les utilisateurs des
méthodes comprises dans la Ligne directrice peuvent consulter le Tableau 2 de 'annexe 3
pour les valeurs indicatives de viabilité cellulaire atteintes pour chacune des substances
d’épreuve de compétences énumérées dans le Tableau 1 ci-dessous. Dans le cas ou une
substance figurant dans le tableau 1 serait indisponible ou ne peut pas étre utilisé pour des
raisons justifiées, ou dans d’autres cas ou il est justifié de la remplacer par une autre
substance (par exemple a partir de la liste de substances de référence (8)), cette autre
substance peut étre utilisée si des données de référence appropriées in vivo et in vitro sont
disponibles, et dans la mesure ou les mémes critéres de sélection que ceux décrits sous
le tableau 1 sont utilisés. L'utilisation d’'une substance d’épreuve de compétence autre que
celles énumérées au tableau 1 doit étre justifiée.

15. Dans le cadre de la démonstration des compétences, il est recommandé aux
utilisateurs de contr6ler les propriétés de barriere des tissus dés réception, comme précisé
par le producteur du modéle d’épiderme humain reconstitué. Cette étape est
particulierement importante lorsque les tissus sont transportés sur de longues
distances/durées. Lorsqu’'une méthode d’essai a été établie avec succeés, et que le
laboratoire a acquis et démontré sa maitrise de cette méthode, il ne sera plus nécessaire
de procéder systématiquement a cette vérification.
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Table 1. Substances utilisés pour les épreuves de compétence?
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Numéro

Substancee CAS

Score g
in .
R physique

Catégorie du
SGH de
I’ONU

SUBSTANCES NON CLASSEES (Sans catégorie dans le SGH de 'ONU)

acide naphtylacétique 86-87-3

isopropanol 67-63-0

stéarate de méthyle 112-61-8

butyrate d'heptyle 5870-93-
9

salicylate d’hexyle 6259-76-
3

0 solide
0.3 liquide
1 solide
1.7 liquide
2 liquide

sans catégorie
sans catégorie
sans catégorie

sans catégorie

(cat. 3
facultative)®

sans catégorie
(cat. 3
facultative)®

SUBSTANCES CLASSEES (Catégorie 2 du SGH de 'ONU)

3-p-cuményl-2- 103-95-7
méthylpropionaldéhyde
1-bromohexane* 111-25-1
hydroxyde de potassium 1310-58-
(solution aqueuse a 5 %) 3
1-méthyl-3-phényl-1- 5271-27-
pipérazine* 2
heptanal 111-71-7

2.3 liquide
2.7 liquide
3 liquide
8§ solide
3.4 liquide

catégorie 2

catégorie 2
catégorie 2

catégorie 2

catégorie 2

Note:

1 Ces produits chimiques constituent un sous-ensemble des produits chimiques utilisés dans I'étude de validation et leur sélection repose sur
les critéres suivants : (i) les substances chimiques sont disponibles dans le commerce, (i) ils sont représentatifs de la gamme de scores
d'irritation obtenus avec le test de Draize (de non-irritant a fortement irritant), (iii) ils ont une structure chimique bien définie, (iv) ils sont
représentatifs des fonctions chimiques utilisées dans le processus de validation, (v) ils ont donné des résultats in vitro au cours des nombreux
essais dans de nombreux laboratoires, (vi) ils ont fourni des prédictions in vitro correctes, et (vii) ils ne sont pas associés a un profile extrémement
toxique (par exemple cancérogéne ou toxiques pour la reproduction) et ils ne sont pas associés a des colts de recyclage prohibitifs).

2 Score in vivo d'aprés la Ligne directrice de 'TOCDE n° 404 (4).

3 Dans cette Ligne directrice, les substances classées dans la catégorie facultative 3 du SGH de 'ONU (matiéres faiblement irritantes) (1) sont

considérées comme « sans catégorie ».

4 le 1-méthyl-3-phényl-1-pipérazine et le 1-bromohexane peuvent avoir des résultats variables dans différents laboratoires dépendant du

fournisseur et peuvent étre considérés comme suggéré au paragraphe 15.

PROTOCOLE

16. Les éléments et le protocole d’'une méthode d’essai d'irritation cutanée sur
épiderme humain reconstitué sont décrits ci-aprés (voir aussi 'annexe 3 concernant les
parametres liés a chaque méthode d’essai). Il existe des modes opératoires normalisés
pour les méthodes d’essai contenues dans la présente Ligne directrice (32) (33) (34) (35)
(42) (44) (48). En dépit du fait que le modele EpiSkin™ n’est plus disponible dans le
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commerce, les références documentaires sont laissées dans la Ligne directrice a des fins
d’évaluation des données, et non pas pour générer de nouvelles données.

ELEMENTS DE LA METHODE D’ESSAI SUR EPIDERME HUMAIN RECONSTITUE

Conditions générales

17. L’épiderme est reconstruit a partir de kératinocytes humains non transformés.
Plusieurs couches de cellules épithéliales viables (couche basale, stratum spinosum,
stratum granulosum) doivent étre présentes sous un stratum corneum fonctionnel. Le
stratum corneum doit comporter plusieurs couches présentant le profil lipidique nécessaire
pour constituer une barriere fonctionnelle suffisamment robuste pour résister a la
pénétration rapide de substances cytotoxiques de référence telles que le dodécylsulfate
de sodium (SDS) ou le Triton X-100. La fonction de barriere est démontrée et peut étre
évaluée soit en déterminant la concentration a laquelle une substance de référence réduit
la viabilité des tissus de 50 % (C150) apres un temps d’exposition donné, soit en définissant
le temps d’exposition requis pour réduire la viabilité des cellules de 50 % (TE50) aprés
application de la substance de référence a une concentration fixe déterminée. Le modele
d’épiderme humain reconstitué présente des propriétés de confinement suffisantes pour
éviter que de la matiére puisse contourner le stratum corneum pour atteindre les tissus
viables, ce qui nuirait a la qualité de la modélisation de I'exposition cutanée. Enfin, le
modele est exempt de toute contamination bactérienne, virale, mycoplasmique ou
mycosique.

Conditions fonctionnelles
Viabilité

18. L’essai utilisé pour quantifier la viabilité est 'essai MTT (31). Les cellules viables
de I'épiderme humain reconstruit peuvent réduire le colorant vital MTT en un précipité bleu
de MTT formazan qui est alors extrait des tissus au moyen de l'isopropanol (ou un solvant
similaire). La densité optique du solvant d’extraction seul doit étre suffisamment faible,
c’est-a-dire inférieur a 0.1. Le MTT formazan extrait peut étre quantifié soit par la mesure
de l'absorbance standard (DO) ou par une procédure de spectrophotométrie HPLC-UPLC
(36), comme décrit au paragraphe 33. Les utilisateurs du modéle d’épiderme humain
reconstitué font en sorte que chaque lot utilisé réponde aux critéres définis pour le témoin
négatif (TN). Une plage d’acceptabilité (valeurs limites inférieure et supérieure) pour le
témoin négatif (dans les conditions de la méthode d’essai d’irritation cutanée) est établie
par le développeur/fournisseur du modéle d’épiderme humain reconstitué. Les plages
d’acceptabilité pour les six méthodes validées comprises dans cette Ligne directrice sont
indiquées dans le tableau 4 de I'annexe 3. L'utilisateur de spectrophotométrie HPLC-UPLC
utilisera la gamme de DO du témoin négatif fournie au tableau 4 de 'annexe 3 comme
critere pour le contréle négatif. Il doit étre prouvé que les tissus traités par le témoin négatif
sont stables en culture (c'est-a-dire qu’ils présentent des mesures de viabilité
comparables) tout au long de la période d’exposition.

Fonction de barriére

19. Le stratum corneum et sa composition lipidique doivent étre suffisants pour résister
a la pénétration rapide de substances cytotoxiques de référence telles que le SDS ou le
Triton X-100. Cette capacité est évaluée par la CI50 et le TESO0 (tableau 5 de I'annexe 3).
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Morphologie

20. L’examen histologique du modéle d’épiderme humain reconstitué doit mettre en
évidence une structure semblable a celle de I'épiderme humain (comprenant notamment
un stratum corneum multicouche).

Reproductibilité

21. La reproductibilité dans le temps des résultats obtenus a I'aide des témoins positifs
et négatifs doit étre démontrée.

Contrdle de qualité

22. Il est impératif que le développeur/fournisseur du modéle d’épiderme humain
reconstitué garantisse et démontre que chaque lot utilisé répond & des criteres de
fabrication définis, dont les plus pertinents sont ceux relatifs a la viabilité (paragraphe 18),
a la fonction de barriéere (paragraphe 19) et a la morphologie (paragraphe 20). Ces
informations sont communiquées aux utilisateurs, afin qu’ils puissent les inclure dans le
rapport d’essai. Une plage d’acceptabilité (valeurs limites inférieure et supérieure) pour les
valeurs CI50 ou TE50 est établie par le développeur/fournisseur d’épiderme humain. Seuls
les résultats obtenus a I'aide de tissus répondant a ces critéres pourront étre retenus pour
prédire de facon fiable les effets irritants des produits chimiques testés. Les plages
d’acceptabilité pour les méthodes comprises dans la présente Ligne directrice sont
indiquées dans le tableau 5 de I'annexe 3.

Application des produits chimiques testés et des substances témoins

23. Il convient d’utiliser au minimum trois réplicats par essai pour chaque produit
chimique testé et pour les témoins. Pour les produits chimiques liquides comme pour les
produits chimiques solides, il convient d'appliquer une quantité suffisante de produit
chimique pour recouvrir uniformément la surface de la peau, c’est a dire dans une gamme
de 26 a 83 pL/cm2 ou mg/cm2(voir 'annexe 3). Dans le cas de produits chimiques solides,
il convient d'humidifier la surface de I'épiderme avec de I'eau déionisée ou distillée avant
application, afin d'assurer un bon contact entre la substance d’essai et la surface de
I'épiderme. Chaque fois que possible, il convient de tester les solides sous la forme d'une
poudre fine. Un filet en nylon peut étre utilisé pour aider I'étalement de la poudre en couche
fine pour toutes les conditions du test (voir annexe 3). A la fin de la période d'exposition, la
surface de I'’épiderme est nettoyée avec soin a I'aide d'un tampon aqueux ou de NaCl a
0.9 %, afin d'éliminer le produit chimique testé. En fonction de la méthode sur épiderme
humain reconstitué utilisée, la période d'exposition peut s’étendre de entre 15 a 60 minutes
et la température d'incubation entre 20 et 37°C. Les durées et températures d’exposition
sont optimisées pour chacune des méthodes d’essai sur épiderme humain reconstitué, et
tiennent compte des propriétés intrinseques de chaque méthode (p. ex. la fonction de
barriére).

24, Des témoins négatifs (TN) et positifs (TP) sont utilisés simultanément pour chaque
étude afin de démontrer que la viabilité (dans le cas du TN), la fonction de barriere et la
sensibilité tissulaire qui en résulte (dans le cas du TP) se situent dans une fourchette
historique définie de valeurs acceptables. La substance recommandée en tant que TP est
une solution aqueuse de SDS a 5 %. Pour les TN, il est recommandé d’utiliser de I'eau ou
une solution saline tamponnée au phosphate [phosphate buffered saline (PBS)].
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Mesures de la viabilité cellulaire

25. Selon le protocole, il est essentiel que mesures de la viabilité ne soient pas
réalisées immédiatement aprés I'exposition au produit chimique testé, mais aprés une
période d'incubation post-traitement suffisamment longue du tissu rincé dans un milieu
frais. Cette période permet aussi bien la disparition des effets faiblement cytotoxiques que
I'apparition d'effets cytotoxiques manifestes. Une période d'incubation post-traitement de
42 heures s'est révélée optimale au cours de I'optimisation de deux des méthodes basées
sur I'épiderme humain reconstitué sous-tendant cette Ligne directrice (11)(12)(13)(14)(15),
et constitue dorénavant un parameétre standard pour les méthodes incluses dans la
présente Ligne directrice.

26. Le test du MTT est une méthode quantitative standardisée, recommandée pour
mesurer la viabilité cellulaire dans le cadre de cette Ligne directrice. Elle est compatible
avec une utilisation sur un modeéle tissulaire tridimensionnel. L’échantillon de tissu est placé
dans une solution MTT a la concentration appropriée (par exemple, 0.3-1 mg/mL) pendant
3 heures. Le MTT est converti en bleu de formazan par les cellules viables. Le précipité
bleu de formazan est ensuite extrait a I'aide d’'un solvant (ex. : isopropanol, isopropanol
acide), et I'on mesure la concentration du formazan en déterminant sa DO a 570 nm a
'aide d’'un filire passe-bande de £30 nm au maximum, ou en utilisant une procédure de
spectrophotométrie HPLC-UPLC (voir paragraph 33) (36).

27. Les propriétés optiques du produit chimique testé ou son action chimique sur le
MTT (p. ex. les produits chimiques peuvent aussi bien inhiber ou faire disparaitre la
coloration que la provoquer) sont susceptibles d'interférer avec I'expérience et de conduire
a une estimation erronée de la viabilité. Cela peut se produire lorsque le produit chimique
testé n'a pas été totalement éliminé du tissu par ringage ou lorsqu'il a pénétré dans
I'épiderme. Si un produit chimique agit directement sur le MTT (p. ex. un agent réducteur
du MTT), est naturellement coloré, ou s’il se colore durant le traitement du tissu, des
contrbles supplémentaires sont pratiqués pour détecter et corriger les interférences du
produit chimique avec la mesure de la viabilité (voir paragraphes 28 et 32). On trouvera
une description détaillée de la maniere de corriger la réduction directe du MTT ou les
interférences dues aux agents colorants dans le mode opératoire normalisé des méthodes
d’essai validées contenues dans cette Ligne directrice (32) (33) (34) (35)(42)(44)(48).

28. Afin d’identifier les agents réducteurs directs du MTT, il convient d’ajouter chaque
produit chimique testé a un milieu MTT fraichement préparé. Si le mélange de MTT et de
produit chimique testé (ou la suspension testée pour les produits chimiques testés
insolubles) devient bleu/violet, on considére que le produit chimique testé est un réducteur
direct du MTT et il convient alors de procéder a des vérifications fonctionnelles
supplémentaires sur les modeles d’épiderme humain reconstruit non viables,
indépendamment du choix de mesurer I'absorbance (OD) ou de procéder par analyse par
HPLC/UPLC-spectrophotométrie. Cette vérification s’effectue sur des tissus tués qui ne
présentent qu’une activité métabolique résiduelle, mais absorbent et retiennent le produit
chimique testé dans des proportions similaires aux tissus viables. Chaque produit chimique
réducteur du MTT est appliqué sur au moins deux réplicats de tissus tués qui sont soumis
a la procédure d’essai compléte pour générer un témoin de réduction non spécifique du
MTT (NSMTT) (32) (33) (34) (35)(42)(44)(48). Un seul témoin MTT NS par produit chimique
testé suffit, indépendamment du nombre d’épreuves indépendantes menées. La viabilité
tissulaire réelle est calculée comme suit : le pourcentage de viabilité tissulaire obtenu pour
les tissus vivants exposés au réducteur du MTT (%viabilitétest) moins le pourcentage de
réduction non spécifique du MTT obtenu pour les tissus tués exposés au méme réducteur
du MTT et calculé en proportion du témoin négatif testé en paralléle de I'essai a corriger
(%MTT NS), soit Viabilité tissulaire réelle = [%%viabilitétest] - [%MTT NS].

29. Pour repérer les interférences potentielles par des produits chimiques testés
colorés ou qui deviennent colorés en contact avec I'eau ou lisopropanol, et pour
déterminer si des témoins supplémentaires sont nécessaires, une analyse de spectre est
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menée sur les produits chimiques dans I'eau (environnement au moment de I'exposition)
et/ou dans I'isopropanol (solvant d’extraction). Si le produit chimique testé dans I'eau et/ou
dans l'isopropanol absorbe assez la lumiere a une longueur d’'onde de 570+30 nm, alors
on considére que le produit chimique testé interfere avec la mesure de I'absorbance (DO)
du formazan et des témoins colorés doivent étre préparés, ou bien une procédure
d’analyse par HPLC/UPLC-spectrophotométrie est employée et aucun témoin
supplémentaire n’est nécessaire (voir paragraphes 32 et 33). Lorsque les mesures
d’absorbance (DO) sont effectuées, chaque produit chimique testé causant une
interférence est appliquée sur au moins deux réplicats de tissus viables, et les deux
réplicats sont soumis a la procédure d’essai compléte, a la seule différence qu’ils sont
incubés dans le milieu plutét que dans la solution MTT lors de I'étape de l'incubation avec
MTT, afin de générer un témoin de couleur non spécifique dans les tissus vivants (Tvivants
NS). Le témoin Tvivants NS est testé en paralléle de I'essai avec le produit chimique testé
coloré et, dans le cas d’'un essai multiple, un témoin Tvivants NS indépendant est effectué
pour chaque essai (dans chaque épreuve) pour tenir compte de la variabilité biologique
inhérente aux tissus vivants. La viabilité tissulaire réelle est calculée comme suit : le
pourcentage de viabilité tissulaire obtenu pour les tissus vivants exposés au produit
chimique causant une interférence et incubés avec la solution MTT (%viabilitétest) moins
le pourcentage de couleur non spécifique obtenu pour les tissus vivants exposés au produit
chimique causant une interférence et incubés dans du milieu sans MTT en parallele de
l'essai a corriger (%Tvivants NS), soit Viabilité tissulaire réelle = [%viabilitétest] —
[%Tvivants NS].

30. Dans le cas des produits chimiques identifiés comme causant & la fois une
réduction directe du MTT (voir paragraphe 28) et une interférence de couleurs (voir
paragraphe 29), une troisieme série de témoins est nécessaire lors de la mesure de
'absorbance (DO), en plus des témoins MTT NS et Tvivants NS décrits aux paragraphes
précédents. En général, ce cas se présente pour les produits chimiques testés foncés
(bleus, violets, noirs, par exemple), car leur couleur intrinséque empéche I'évaluation de
leur potentiel de réduction directe du MTT décrite au paragraphe 28. Cela rend la
réalisation des témoins MTT NS et Tvivants NS obligatoires par principe. Les produits
chimiques testés nécessitant la réalisation des deux témoins NSMTT et CNSvivants sont
susceptibles d’étre absorbés et retenus a la fois par les tissus vivants et par les tissus tués.
Par conséquent et dans ce cas, I'utilisation du témoin NSMTT peut permettre de corriger
'essai non seulement en fonction du potentiel de réduction directe du MTT du produit
chimique testé, mais aussi de l'interférence de couleurs due a I'absorption et la rétention
du produit chimique testé par les tissus tués. Cela signifie qu’une double correction pour
tenir compte de l'interférence de couleurs peut devoir étre effectuée, étant donné que le
témoin Tvivants NS permet déja de tenir compte de l'interférence de couleurs due a
'absorption et a la rétention du produit chimique testé par les tissus vivants. Afin d’éviter
cette double correction pour tenir compte de I'interférence de couleurs, un troisieme témoin
pour la couleur non spécifique dans les tissus tués (Tmorts NS) doit étre préparé. Dans ce
témoin supplémentaire, le produit chimique testé est appliqué sur au moins deux réplicats
de tissus tués qui sont soumis a la procédure d’essai compléte mais qui sont incubés dans
le milieu plutét que dans la solution MTT lors de I'étape d’incubation avec MTT. Un seul
témoin Tmorts NS par produit chimique testé suffit, indépendamment du nombre
d’épreuves, mais il doit étre mené en paralléle du témoin NSMTT et sur le méme lot de
tissus. La viabilité tissulaire réelle est calculée comme suit : le pourcentage de viabilité
tissulaire obtenu pour les tissus vivants exposés au produit chimique testé (Y%viabilitétest)
moins %NSMTT moins % Tvivants NS plus le pourcentage de couleur non spécifique
obtenu pour les tissus tués exposés au produit chimique testé causant une interférence et
incubés dans du milieu sans MTT, calculé en proportion du témoin négatif mené en
paralléle de I'essai a corriger (%oTmorts NS), soit Viabilité tissulaire réelle = [%viabilitétest]
- [%MTT NS] - [%Tvivants NS] + [%Tmorts NS].
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31. [l importe de noter qu’une réduction non spécifique du MTT et des interférences de
couleurs non spécifiques peuvent porter 'absorbance (DO) de I'extrait tissulaire au-dessus
de la plage de linéarité du spectrophotomeétre (lors des mesures de densité optique), et
gu’une réduction non spécifique du MTT peut aussi élargir la surface de pic de formazan
de l'extrait tissulaire au-dela de la plage de linéarité du spectrophotomeétre (lors des
mesures par HLCP/UPLC-spectrophotométrie). Il est donc important que chaque
laboratoire détermine la plage de linéarité de son spectrophotométre (pour la DO/surface
de pic), par exemple a laide de formazan (CAS # 57360-69-7), disponible dans le
commerce auprés de I'entreprise Sigma-Aldrich (Cat# M2003), avant de tester les produits
chimiques a des fins réglementaires. Les mesures d’absorbance standard (DO) au moyen
d’'un spectrophotométre sont pertinentes pour évaluer les réducteurs directs du MTT et les
produits chimiques testés colorés quand la DO des extraits de tissus traités par le produit
chimique testé sans correction pour la réduction directe du MTT et/ou pour les
interférences de couleur sont dans la plage de linéarité du spectrophotométre ou quand le
pourcentage de viabilité non-corrigée obtenu avec le produit chimique testé est <50%.
Néanmoins, les résultats pour les produits chimiques testés indiquant % MTT NS et/ou
Tvivants NS =50% du témoin négatif doivent étre interprétés avec précaution car ce seull
représente la limite utilisée pour différencier les produits chimiques classés des non-
classés (voir paragraphe 35).

32. Pour les produits chimiques testés colorés qui ne sont pas compatibles avec la
mesure de I'absorbance standard (DO) a cause de leur forte interférence avec I'essai de
MTT, peuvent étre évalués par une procédure de HPLC/UPLC-spectrophotométrie (voir
paragraphe 33) (36). Le systeme HPLC/UPLC permet de séparer le formazan du produit
chimique avant la quantification (36). Pour cette raison, les témoins Tvivants NS et Tmorts
NS ne sont pas nécessaires pour la procédure HPLC/UPLC-spectrophotométrie, quel que
soit le produit chimique testé. Les témoins MTT NS sont néanmoins nécessaires si I'on
s’attend a ce que le produit chimique testé soit un réducteur direct du MTT, ou que la
couleur empéche I'évaluation de leur potentiel de réduction directe du MTT (en suivant la
procédure décrite au paragraphe 28). Lorsqu'une procédure par CLHP/CLUP-
spectrophotométrie est employée pour quantifier le formazan, la viabilité tissulaire est
calculée en pourcentage par comparaison de la surface de pic de formazan obtenue avec
des tissus vivants exposés au produit chimique testé avec la surface de pic de formazan
obtenue avec le témoin négatif paralléle. Pour les produits chimiques testés réducteurs
directs du MTT, la viabilité tissulaire réelle est calculée comme suit : %viabilitétest moins
%MTT NS. Pour finir, il convient de noter que les réducteurs directs du MTT ou les
réducteurs directs du MTT causant aussi une interférence de couleurs, qui sont retenus
dans les tissus apreés le traitement et dont la capacité de réduction du MTT est telle qu’elle
conduit a des DO (pour la mesure de DO) ou a des surfaces de pic (pour la procédure
CLHP/CLUP-spectrophotométrie) des extraits tissulaires testés situées en-dehors de la
plage de linéarité du spectrophotomeétre, ne peuvent pas étre évalués; ce cas ne se
présente a priori que trés rarement.

33. La procédure par HPLC/UPLC-spectrophotométrie est utilisable pour mesurer le
formazan pour tous les types de produits chimiques (colorés ou non, réducteurs ou non
réducteurs du MTT) (36). Etant donné la diversité des équipements de HPLC/UPLC -
spectrophotométrie, tous les utilisateurs ne pourront pas reproduire des conditions
d’équipement identiques. Pour cette raison, preuve doit étre faite de [l'efficacité de
I'équipement de HPLC/UPLC -spectrophotométrie avant que celui-ci ne soit utilisé pour
guantifier le formazan des extraits tissulaires, en remplissant les critéres d’acceptabilité
pour un ensemble de paramétres normalisés de qualification inspirés des paramétres
décrits dans les recommandations a I'industrie de la Food and Drug Administration des
Etats-Unis sur la validation des méthodes de bio-analyse (36)(37). Ces paramétres
fondamentaux et leurs critéres d’acceptation sont fournis a I'annexe 4. Une fois que les
critéres d’acceptabilité définis a 'annexe 4 ont été remplis, I'équipement de HPLC/UPLC -
spectrophotométrie est considéré comme ayant fait la preuve de son efficacité et prét pour
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les mesures du formazan dans les conditions expérimentales décrites dans la présente
Ligne directrice d’essai.

Critéres d'acceptabilité

34. Pour chaque méthode d’essai faisant appel a des lots valables d’épiderme humain
reconstitué (voir paragraphe 22), les tissus traités par le témoin négatif (TN) présentent
une DO rendant compte de la qualité des tissus ayant été soumis a toutes les étapes
d'expédition et de réception ainsi qu’a l'intégralité du protocole. Les valeurs de DO des
témoins ne sont pas inférieures aux limites historiques. De la méme facon, les résultats
obtenus pour les tissus traités par le témoin positif (TP), c'est-a-dire la solution aqueuse de
SDS a 5 %, rendent compte de leur capacité a réagir a un produit chimique irritant dans
les conditions de la méthode d’essai (voir annexe 3 et pour plus d’information les modes
opératoires standardisés des méthodes d’essai contenues dans cette Ligne directrice
(32)(33)(34)(35)(42)(44)(48). Les mesures associees et appropriées de la variabilité entre
les réplicats de tissu (C’est-a-dire les écarts-types doivent normalement se situer dans les
limites d’acceptation établies pour la méthode d’essai considérée (voir annexe 3)).

Interprétation des résultats et modele prédictif

35. La valeur de DO obtenue pour chaque produit chimique testé peut étre utilisée pour
calculer le pourcentage de viabilité cellulaire normalisé par rapport au témoin négatif, lequel
correspond a une viabilité cellulaire arbitrairement fixée a 100 %. En cas d’utilisation de la
procédure de spectrophotométrie HPLC-UPLC, la viabilité cellulaire calculée est le
pourcentage de pic de MTT formazan obtenu avec les tissus vivants traités par le produit
chimique testé par rapport au pic de MTT formazan obtenu avec le témoin négatif testé
simultanément. La valeur seuil du pourcentage de viabilité cellulaire, qui établit la
distinction entre les produits chimiques irritants et les produits chimiques non classés, de
méme que les procédures statistiques utilisées pour évaluer les résultats et identifier les
produits chimiques irritants, sont clairement définies et étayées par des données. |l
conviendra par ailleurs de démontrer leur pertinence (voir les modes opératoires
standardisés pour information). Les valeurs seuils permettant de prédire les effets irritants
sont indiquées ci-dessous :

e Le produit chimique testé est identifié nécessitant classification et étiqguetage selon
le SGH de 'ONU (catégorie 1 ou catégorie 2) si le pourcentage moyen de viabilité
du tissu aprés exposition et incubation post-traitement est inférieure ou égale (<) a
50 %. Puisque les méthodes d’essai sur épiderme humain reconstruit comprises
dans cette Ligne directrice ne sont pas en mesure de différencier les catégories 1
et 2 du SGH de I'ONU, de plus amples informations sur le potentiel de corrosion
de la peau seront requises pour décider sur la classification finale [voir aussi le
Document Guide IATA No. 203(3)]. Dans le cas ou le produit chimique testé est
identifi€ comme non-corrosif (par exemple sur la base de la LD 430, 431 ou 435),
et montre une viabilité cellulaire aprés traitement, et que lincubation post-
traitement est inférieure ou égale a 50%, le produit chimique testé est considéré
comme irritant pour la peau, conformément avec la Catégorie 2 du SGH de 'ONU.

e Selon la réglementation des pays membres (p.ex en cas de non-adoption de la
catégorie 3 optionnelle du SGH de 'ONU) , le produit chimique peut-étre considéré
comme non irritant pour la peau conformément a I'absence de catégorie du SGH
de 'ONU si la viabilité du tissu aprés exposition et incubation post-traitement est
supérieure (>) a 50 %.

© OCDE (2025)
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RESULTATS ET RAPPORT

Résultats

36. Pour chaque essai, il convient de présenter, sous forme de tableau, les résultats
obtenus pour chaque réplicat de tissu (par exemple, les valeurs de DO et le pourcentage
de viabilité cellulaire calculé pour chaque produit chimique testé, ainsi que la classification
correspondante), y compris les données obtenues, le cas échéant, en reproduisant les
expériences. Il conviendra en outre de préciser les valeurs moyennes + écart-type
correspondant a chaque essai. Les interactions observées avec le réactif MTT et les
produits chimiques d'essai colorés seront signalées pour chaque produit chimique testé.

Rapport d’essai

37. Le rapport d'essai contient les informations suivantes :

Produits chimigque testé et substances de controle :

Substance mono-constituant

e Identification chimique : désignation(s) IUPAC ou CAS, numéro(s) CAS, code
SMILES ou InChl, formule structurale et/ou autres identifiants, pureté, identité
chimique des impuretés s’il y a lieu et si les conditions pratiques le permettent;

Substance multi-constituants, UVCB ou mélange :

e Caractérisation, dans la mesure du possible, par exemple par l'identité chimique
(voir ci-dessus), y compris les données spectrales pour les UVCB si possible, les
caractéristiques quantitatives et les propriétés physico-chimiques pertinentes (voir
ci-dessus) des constituants, selon les données disponibles ;

e Apparence physique, hydrosolubilité, solubilité dans le DMSO et autres propriétés
physico-chimiques pertinentes, selon les données disponibles ;

e Source et numéro de lot si disponible ;

e Traitement du produit chimique testé ou de la substance de contrle avant la
conduite de I'essai, s’il y a lieu (par exemple chauffage, broyage) ;

e Stabilité du produit chimique testé, date de péremption, ou date de vérification
analytique si disponible;

e Conditions de stockage et stabilité, selon les données disponibles.

Modele d’épiderme humain reconstitué et protocole utilisés ; justification de ce choix (le cas
échéant)
Conditions de l'essai :
e modéle d’épiderme humain reconstitué utilisé (y compris numéro de lot) ;

e informations d’étalonnage de [l'appareili de mesure (par exemple
spectrophotomeétre), longueur d’onde et passe-bande (s’il y a lieu) utilisés pour
quantifier le MTT formazan, et la plage de linéarité de cet appareil de mesure ;

e description de la méthode utilisée pour quantifier le MTT formazan ;

© OCDE (2025)
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description des spécifications du systéme de spectrophotométrie HPLC/UPLC, s’il
y alieu;

informations complétes sur le modéle spécifique d’épiderme humain reconstitué
utilisé, et notamment sur ses performances, a savoir (liste non limitative) :

i) viabilité ;

ii) fonction de barriere ;

iii) morphologie ;

iv) controles de qualité (CQ) du modéle ;

références des données historiques du modele utilisé, a savoir (liste non limitative)
I'acceptabilité des données de contréle de qualité faisant référence aux données
historiques du lot :

démonstration de la compétence a exécuter la méthode d’essai, avant une
utilisation réguliére, au moyen des substances d’épreuve de compétence ;

Protocole de l'essai :

description détaillée des procédures appliquées, y compris les procédures de
lavage utilisées aprés la période d’exposition

doses de produit chimique testé et de substance de contréle ;
durée de la ou des périodes d’exposition et température(s) d’exposition ;

indication des témoins utilisés pour les agents réducteurs directs du MTT et/ou les
produits chimiques colorés, s’il y a lieu;

nombre de réplicats de tissus utilisés par produit chimique testé et substance de
contréle (contrdle positif, contrdle négatif et, le cas échéant, réduction non
spécifique du MTT et coloration non spécifique, témoin vivant non spécifique
(Tvivant NS), témoin mort non spécifique (Tmort NS)), par temps d’exposition ;

description des critéres de décision/du modeéle prédictif appliqgués en fonction du
modéle d’épiderme humain reconstitué utilisé ;

description de toute modificatin apportée au protocole d'essai (y compris aux
procédures de lavage).

Criteres d’acceptabilité de I'épreuve et de I'essai:

Résultats :

© OCDE (2025)

i) valeur moyenne des contrble positifs et négatifs et plage d’acceptabilité par rapports
aux données historiques;

ii) variabilité acceptable entre les réplicats de tissus pour les controles positifs et négatifs

i) variabilité acceptable entre les réplicats de tissus pour le produit chimique testé.

présentation des résultats sous forme de tableau, pour chaque produit chimique
testé et substance de contréle, chaque période d’exposition, chaque épreuve et
chaque mesure de réplicat, y compris la densité optique ou le pic de MTT formazan,
le pourcentage de viabilité cellulaire, le pourcentage moyen de viabilité cellulaire,
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les diffrences entre les réplicats , I'erreur standard et/ou le coefficient de variation
s’ily a lieu;

e S’ily alieu, les résultats des controles utilisés pour les agents réducteurs directs
du MTT et/ou les produits chimiques testés colorants, y compris la densité optique
ou le pic de MTT formazan, % MTT NS, % Tvivant NS, %Tmort NS, les différences
entre les réplicats de tissus, I'erreur standard et/ou le coefficient de variation s'il y
a lieu, et le pourcentage final corrigé de viabilité cellulaire ;

e description de tous autres effets observés ;

e classification obtenue compte tenu du modele prédictif/des critéres de décision
utilisés.

Discussion des résultats

e Toute déviation de la Ligne directrice identifiée pendant la conduite de I'essai, et
'impact ou non sur les résultats de I'essai.

Conclusions.

© OCDE (2025)
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ANNEXE 1 - DEFINITIONS

CI50 : valeur pouvant étre estimée en déterminant la concentration d'une substance marqueur qui réduit
la viabilité des tissus de 50 % (CI50) aprés un temps d'exposition déterminé. Voir également TESO.

Concordance : mesure de performance pour les méthodes d’essai produisant des résultats relatifs a des
catégories. Elle constitue un des aspects de la pertinence. Ce terme est parfois utilisé indifféeremment a la
place de « précision », et se définit comme la proportion de tous les produits chimiques testés qui ont été
correctement classés comme positifs ou négatifs. La concordance dépend étroitement de la prévalence
des résultats positifs dans les types de produits chimiques a I'essai (9).

Contrble positif : réplicat contenant tous les éléments du dispositif d’essai, traité au moyen d’'une
substamces connue pour induire une réponse positive. Afin de s’assurer que la variabilité des réponses
du contrdle positif peut étre évaluée dans le temps, l'intensité de la réponse positive ne doit pas étre
excessive.

Essai substitutif : essai congu pour remplacer un essai utilisé en routine et accepté, servant a
I'identification des dangers et/ou a I'évaluation de risques, et dont il a été démontré qu’il assure, par rapport
a l'essai accepté, une protection équivalente ou accrue de la santé humaine ou animale ou de
I'environnement, selon les cas, pour toutes les situations et produits chimiques d’essai possibles (9).

Fiabilité : mesure dans laquelle une méthode d’essai peut étre reproduite au fil du temps par un méme
laboratoire ou par plusieurs laboratoires en utilisant le méme protocole. Elle est évaluée en calculant la
reproductibilité intra-laboratoire et inter-laboratoires (9).

HPLC/UPLC : Chromatographie Liquide Haute Performance / Chromatographie Liquide Ultra Haute
Performance (en anglais : High Performance Liquid Chromatography/ Ultra High Performance Liquid
Chromatography).

IATA : Approches Intégrées d’Essai et d’Evaluation.

Irritation cutanée : apparition sur la peau de Iésions réversibles a la suite de I'application d’'un produit
chimique testé pendant une durée pouvant aller jusqu’a quatre heures. L'irritation cutanée est une réaction
locale du tissu cutané affecté qui se manifeste peu aprés une stimulation (38). Elle est provoquée par une
réaction inflammatoire locale impliquant le systéeme immunitaire inné (non spécifique) du tissu cutané. Elle
se caractérise essentiellement par un processus réversible impliquant des réactions inflammatoires et la
plupart des signes cliniques caractéristiques de l'irritation (érythéme, cedéme, démangeaisons et douleur)
qui sont associés au processus inflammatoire.

Mélange : désigne un mélange ou une solution composée de deux substances ou plus, qui ne réagissent
pas entre elles.

MTT NS : réduction non-spécifique du MTT.

Normes de performance : normes, fondées sur une méthode d'essai validée, permettant d’évaluer la
comparabilité d'une méthode d'essai proposée, structurellement et fonctionnellement similaire. Elles
comprennent : (i) les éléments essentiels de la méthode d'essai, (ii) une liste minimale de produits
chimiques de référence choisis parmi ceux utilisés pour démontrer les performances acceptables de la
méthode d'essai validée, et (iii) les niveaux de précision et de fiabilité comparables a ceux obtenus pour
la méthode d'essai validée, que la méthode d'essai proposée doit présenter lorsqu'on I'évalue a l'aide des
produits chimiques de référence de la liste minimale (9).
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Pertinence : description de la relation entre I'essai et I'effet étudié, et détermination de son adéquation et
de son utilité a des fins spécifiques. Elle définit le degré auquel I'essai mesure ou prédit correctement l'effet
biologique d’intérét. La pertinence tient compte de la précision (concordance) d'une méthode d'essai (9).

Précision : degré de conformité entre les résultats de la méthode d'essai et les valeurs de référence
acceptées. Elle constitue une mesure de performance de la méthode d'essai et I'un des aspects de sa
pertinence. Ce terme est souvent utilisé indifféremment a la place de « concordance » pour qualifier la
proportion de résultats corrects d'une méthode d'essai (9).

Produit chimique : désigne une substance ou un mélange.

Sensibilité : proportion des produits chimiques testés positifs/actifs qui sont correctement classés par
I'essai. Elle permet de mesurer la précision d’'une méthode d’essai produisant des résultats relatifs a des
catégories, et constitue un élément important a prendre en considération pour évaluer la pertinence d’une
méthode d’essai (9).

SGH [Systeme général harmonisé de classification et d'étiquetage des produits chimiques des
Nations Unies (ONU)] : systéme proposant la classification des produits chimiques (substances et
mélanges) conformément & des types et des niveaux normalisés de dangers physiques, sanitaires et
environnementaux, ainsi que la communication des éléments d'information correspondants, notamment
par des pictogrammes, mentions d’avertissement, mentions de danger, conseils de prudence et fiches de
données de sécurité, afin de diffuser des informations sur leurs effets indésirables dans le but de protéger
les personnes (en particulier les employeurs, employés, transporteurs, consommateurs et personnels des
services d'urgence) et I'environnement (1).

Spécificité : proportion des produits chimiques testés négatifs/inactifs qui sont correctement classées par
I'essai. Elle permet de mesurer la précision d’'une méthode d’essai produisant des résultats relatifs a des
catégories, et constitue un élément important a prendre en considération pour évaluer la pertinence d’une
méthode d’essai (9).

Substance : dans le contexte du SGH de 'ONU (1), désigne un élément chimique et ses composés a
I'état naturel ou obtenus par un processus de fabrication, y compris tout additif nécessaire pour préserver
la stabilité du produit et toute impureté résultant du processus mis en ceuvre, mais a I'exclusion de tout
solvant pouvant étre séparé de la substance sans affecter sa stabilité ni modifier sa composition.

Substance mono-constituant : une substance, définie par sa composition quantitiative, dans laquelle
un des constituants principaux est présent a hauteur d’au moins 80% (m/v).

Substance multi-constituant : une substance, définie par sa composition quantitative, dans laquelle plus
d’un constituant figure a une concentration supérieure ou égale a 10% (m/v) and inférieure ou égale a 80%
(m/v). Une substance multi-constituant est le résultat d’une processus de manufacture. La différence entre
un mélange et une substance multi-constituant est que le mélange est obtenu en mélangeant deux
substances ou plus sans que celles-ci réagissent entre elles.. une substance multi-constituant est le
résultat d’'une réaction chimique.

Témoin Tmort NS : témoin de couleur non-spécifique dans les tissus morts.
Témoin Tvivant NS : témoin de couleur non-spécifique dans les tissus vivants.

TES50: valeur pouvant étre estimée en déterminant le temps d'exposition nécessaire pour réduire la viabilité
cellulaire de 50 % apres application de la substance marqueur a une concentration fixe spécifiée. Voir
également CI50.

Viabilité cellulaire : paramétre mesurant l'activité totale d’'une population cellulaire, par exemple la
capacité des déshydrogénases mitochondriales cellulaires a réduire le colorant vital MTT [bromure de 3-
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(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium], qui, selon I'effet mesuré et le protocole utilisé pour
I'essai, est en corrélation avec le nombre total et/ou la vitalité des cellules vivantes.

Expérience : une expérience consiste en un ou plusieurs produits chimique testé(s) simultanément avec
un témoin négatif et un témoin positif, a 'aide de trois réplicats de tissus identiques.
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Les études de pré-validation, d’optimisation et de validation ont été effectuées pour sept méthodes
disponibles dans le commerce (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) (20) (21) (22) (23) (24) (25)
(26) (27) (28) (43) (45) (50) (51), sur la base du systéme d’essai d’épiderme humain reconstruit ayant la
capacité prédictive suivante : 80% de sensibilité, 70% de spécificité, 75% d’exactitude. Six de ces
méthodes in vitro sont commercialement disponibles, seul le modéle EpiSkin™ n’est plus disponible dans
le commerce. Les données générées par le modele EpiSkin™ restent néanmoins couvertes par
I’Acceptation Mutuelle des Données.

Ces sept méthodes d’essai sont comprises dans cette Ligne directrice and énumérées ci-dessous, a coté
du type d’étude de validation effectué pour chacune des méthodes. Les méthodes EpiSkin™ et EpiDerm™
SIT (EPI-2000) ont été utilisées pour développer la présente Ligne directrice et les standards de
performance (8) sont EpiSkin™ et EpiDerm™ SIT (EPI-200). Ces Standards de Performance (8) restent
valables aprés la soustraction du modeéle EpiSkin™.

Nom de |la
N° méthode Type d’étude de validation Références
d’essai
1 EpiSkin™ Etude de validation prospective (2)(10)(11)(14)
(VRM) compléte (2003-2007). Les éléments (15) (16) (17)
(non disponible de cette méthode d’essai ont servia (18) (19) (20)
dans le définir les éléments essentiels des (21) (23) (32)
commerce a normes de performance du CEVMA (39) (40)
partir de originales et actualisées* (39) (40)
décembre 2024) (21)*. De plus, c’est principalement
sur la base des données de cette
méthode relatives a [lidentification
des substances non classées vs
classées qu'ont été définies les
valeurs de spécificité et de sensibilité
des normes de performance
originales*.
2 EpiDerm™ SIT EpiDerm™ (versionoriginale) au (2)(10)(11) (14

3

(EPI-200)
(VRM)

SkinEthic™

départ, cette méthode d’essai a été
soumise a une étude de validation
prospective compléte en méme
temps que la méthode n°l, entre
2003 et 2007. Les éléments de cette
méthode d’essai ont servi a définir les
éléments essentiels des normes de
performance du CEVMA, originales et
actualisées* (39) (40) (21).
EpiDerm™ SIT (EPI-200) une
modification de la méthode d’origine
EpiDerm ™ a été validée en 2008 sur
la base des normes de performance
originales du CEVMA* (21) en 2008.
Etude de validation fondée sur les

(15) (16) (17)
(18) (19) (20)
(21) (23) (32)
(39) (40)

(2) (21) (22) (23)
(33)

(2) (21) (22) (23)
(31)

(2) (22) (23) (24)
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RHE

4 LabCyte

EPI-

MODEL24 SIT

normes de performance originales du
CEVMA* (22) en 2008

Etude de validation (2011-2012)
basée sur les normes de performance
de la LD 439 de 'OCDE (8), qui sont
fondées sur les normes de
performance du CEVMA mises a

(29)

(2) (10) (11) (14)
(15) (16) (17)
(18) (19) (20)
(21) (23) (32)
(39) (40)

jour*(39) (40) et normes de
performance de
la présente LD
(8)*

(1) (8) (23) (39)
(40) (42) (43) (46)

Etude de validation basée sur les
normes de performance pour SIT
selon OCDE GD 220 (8), avis de
TESAC suivant en 2016 (45) et
examen indépendant par les pairs en
2018 (43)

5 epiCS®

6 Skin+ (1) (8) (23) (39)
(40) (44) (43) (45)

(46)

Etude de validation basée sur la
performance pour SIT selon OCDE
GD 220 (8), apres l'avis de TECVAM
en 2016 (46) et 'examen indépendant
par les pairs en 2018 (43)

Etude de validation basée sur la
performance pour SIT selon OCDE
GD 220 (8), suivi dune revue
indépendante en 2020.

7 KeraSkinTM
SIT

(48) (49) (50)
(51)

Notes:

*) Les normes de performance du CEVMA d'origine (21) ont été développées en 2007 a l'issue de I'étude de validation prospective (16) qui
avait évalué les performances des méthodes d’'essai n°1 et 2 sur la base du systeme de classification de I'UE tel que décrit dans la 28e
modification de la Directive sur les substances dangereuses (41). En 2008 a été adopté le systeme SGH de 'ONU (1), qui a porté de fait la
valeur seuil servant & distinguer les substances non classées des substances classées d’'un score in vivo de 2.0 & 2.3. Pour prendre en compte
cette évolution des exigences réglementaires, les valeurs de précision et la liste des produits chimiques de référence des normes de
performance du CEVMA ont été mises a jour en 2009 (2) (39) (40). Comme les normes de performance d'origine, les normes de performance
actualisées s'appuient largement sur les données issues des méthodes n°1 et 2 (17), mais elles utilisent aussi des données sur les produits
chimiques de référence tirées de la méthode n°3. En 2010, les normes de performance actualisées du CEVMA ont servi a définir les normes
de performance relatives a la présente Ligne directrice (8). Dans le cadre de la présente Ligne directrice, EpiSkin TM est considérée comme la
MRV, car elle a été utilisée pour définir les critéres élaborés dans les normes de performance. Le document explicatif du CEVMA/BIR
accompagnant la présente LD de 'OCDE (23) donne des informations détaillées sur les études de validation, présente une compilation des
données produites ainsi que des informations contextuelles sur les adaptations a apporter aux normes de performance compte tenu de la mise
en ceuvre du systéme SGH de 'ONU.

SIT : essai d'irritation cutanée (Skin Irritation Test)
RHE : épiderme humain reconstitué (Reconstructed Human Epidermis).
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ANNEXE 3

PARAMETRES DES PROTOCOLES SPECIFIQUES A CHAQUE METHODE D’ESSAI FIGURANT DANS LA
PRESENTE LD

Tableau 2 : Vue d’ensemble des paramétres des protocoles pour chaque méthode douverte par cette Ligne directrice

Les méthodes sur épiderme humain reconstitué (RhE) présentent des protocoles trés similaires, utilisant notamment toutes une période post-
incubation de 42 heures a 37°C (32) (33) (34) (35)(42) (44)(48) . Les variations concernent essentiellement trois parameétres liés aux différentes
fonctions de barrieére des méthodes d’essai, a savoir : A) temps et volume préincubation, B) application des produits chimiques testés et C) volume
post-incubation.

No 1 2 3 4 5 6 7
EpiSkin™
(E4%) LabCyt KeraSkinTM
non EpiDerm™ SkinEthic yte : : eraskin
diséomble S|Tp (EPL200) | RHE™ [EPF-MODEL24 epiCS Skin+ SIT
dans le =il (€45
commerce)
A) Préincubation
Temps d’incubation 18-24 18-24 heures =2 heures | 15-30 heures | 4 heures ou toute 2 heures 20-24 heures
heures la nuit ou toute la
nuit
Volume de milieu 2 mL 0.9 mL 3oulmL 0.5 mL 1mL ImL 0.9mL
B) Application du produit chimique
Pour les liquides 10 pL (26 30 pL (47 16 pL (32 25 pL (83 30pL 16pL 40 pL
L/cm?) L/cm?) L/cm?) L/cm?) (50pL/cm?) (32uL/cm?) | (67 uL/cm?)
Pour les solides 10 mg (26 25 mg (39 16 mg (32 25 mg (83 30mg 16pL 40 mg
mg/cm?) mg/cm?) mg/cm?) mg/cm?) (50mg/cm?) (67 mg/cm2)
+ED (51) + SSTPD +ED (10L) | +ED (25 L) + DPBS + DPBS (40

© OCDE (2025)
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(25L) (50uL) pL)
Utilisation de tulle de | pas utilisé si nécessaire appliqué pas utilisé appliqué appliqgué |Not used
nylon
Temps d’application | 15 minutes 60 minutes 42 minutes 15 minutes 20 minutes 42 minutes 30 minutes
total
Température TA a)aTA TA TA TA TA 37°C
d’application pendant 25
minutes
b) a 37°C
pendant 35
minutes
C) Volume post-incubation
Volume de milieu 2 mL 0.9mLx2 2 mL 1mL 1mL 2mL 0.9mL
Solution de MTT 2mL 0.3 300 pL 1 300 pL 1 500 pL 0.5 300 puL 0.5 300 uL 0.4
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL SO & gl mg/mL mg/mL
D) Critéres d’acceptabilité
DO moyenne  des
replicats de tissu traites | 206ands | 55, 04< | >08and< [20.7and<25| 208and<28 | 2088M< 15 57and<16
par le contrble négatif 15 28 3 25
(eau ou DPBS) '
Viabilité moyenne des
replicats de tissu traités o o o o o
avec le contréle positif < 40% <20% < 40% < 40% <20% < 40% < 40%
(SDS 5%) exprimé en %
du contréle négatif.
Déviation standard entre | 5 _ 100 | ps<18% | DS<18% | DS<18% DS < 18% DS<18% | SD<18%

les réplicats de tissus

Note:

TA : température ambiante (18-25°C)

ED : eau distillée

SSTPD : solution saline tamponnée au phosphate de Dulbecco.

" la quantité est mesurée avec une cuillére caliborée comme décrit dans le SOP.
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Table 3- Indicative ranges of cell viability values (%) obtained for each test method and proficiency substance

Les valeurs ci-dessous sont fournies a titre indicative et reflete les plages de valeurs obtenues par les laboratoires participants a I'étude de
validation pour chacune des méthodes. Ces plages de valeurs ne font pas partie de la Ligne directrice mais peuvent étre un repére utile pour les
laboratoires mettant en place la méthode pour la premiére fois avant une utilisation en routine a des fins réglementaires.

EpiSkin™
(SM) LabCyte
(23) EpiDerm™ SkinEthic EPI- co e e
(non SIT (EPI-200) RHE™ MODEL 24 (ef?")((:i) (54"2')123) Keras(';'{‘) SIT
disponible (23) (23) SIT
dans le (26)
commerce)
SUBSTANCES NON CLASSEES (SGH Non classé)
ggsjhtha'e”e acelC | 923452 | 100.7+-84 | 104.0+-12.9 | 100.4+/-7.6 | 99.3+-10.4 | 94.6+/-17.9 81.8 +/-15.0
isopropanol 88.1 +/-8.7 65.6 +/-16.5 101.0 +/-11.3 76.7 +/-7.0 97 +/-6.8 90.7 +/-27.5 76.6 +/-9.4
methyl stearate 98.5 +/-11.3 107.7 +/-4.9 104.4 +/-15.8 99.3 +/-10.4 101 +/-8.0 101.7 +/-6.5 93.4 +/-11.3
heptyl butyrate 102 +/-4.2 104.1 +/-4.2 92.1 +/-17.5 105.4 +/-11.1 | 100.3 +/-5.1 79 +/-17.8 87.3 +/-11.9
hexyl salicylate 89 +/-1.8 106.9 +/-5.2 95.9 +/-12.5 100.9 +/-8.2 95 +/-8.0 89.1 +/-16.3 88.3 +/-10.4
SUBSTANCES CLASSEES (SGH Catégorie 2)
cyclamen 254 +/-12.1 | 185 +/-16.2 1.7 +/- 0.9 91+/-29 | 12.8+/-26.4 3+/-0.4 1.7 +/-3.0
aldehyde
1-bromohexane 24.4 +/-15.9 16.9 +/-2.5 1.3 +/-3.9 15.7 +/-3.4 10.4 +/-4.8 5.6 +/-0.7 18.9 +/-12.9
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potassium 9.3+/-10.0 4.3 +/-1 16,7 +/-17 3.3 +/-3.1 2.6 +/-3.6 5.2 +/-1.5 -1.2 +/-2.0
hydroxide (5% ag.)

1-methyl-3-phenyl- | 56,178 | 7354127 82+-7.1 5.8+/-37 | 38.8+/-37.9 | 4.5+/-0.7 5.4 +/-9.5
1-piperazine

heptanal 16.6+/-13.6 5.1 +/-0.3 1.3 +/-0.9 9.9 +/-1.3 4.4 +/-4.9 9.3 +/-0.2 2.8 +/-2.8

! The negative value indicates mean cell viability close to the detection limit and variation in the data.
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Table 4. Plages d’acceptabilité pour la DO du témoin négatif dans le test MTT inclus dans cette ligne directrice

Valeur limite inférieure Valeur limite supérieure
d’acceptation d’acceptation

EpiSkin™ (SM)* >0.6 <15
EpiDerm™ SIT (EPI- >0.8 <28
200)

SkinEthic™ RHE >0.8 <3.0
LabCyte EPI- >0.7 <25
MODEL24 SIT

epiCS® >0.8 <238
Skint® >0.8 <25
KeraSkin™ SIT >0.7 <1.6

(*) : le modele EpiSkinTM n’est plus disponible dans le commerce depuis décembre 2024.
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Tableau 5. Critéres de controle de qualité des lots pour les méthodes d’essais comprises dans la présente LD

Valeur limite inférieure Valeur limite supérieure

d’acceptation d’acceptation
EpiSkin™ (SM)* CIs0 = 1.0 mg/mL CIso = 3.0 mg/mL
(18 heures de traitement par SDS) (32)
EpiDerm™ SIT (EPI-200) TEso=4.8h TEs0o=8.7h
(1 % Triton X-100) (33)
SkinEthic™ RHE TEs0=4.0h TEs0=9.0h
(1 % Triton X-100) (34)
LabCyte EPI-MODEL24 SIT Cls0 = 1.4 mg/mL Clso = 4.0 mg/mL
(18 heures de traitement par le SDS) (35)
epiCS® TEsotable = 2.0 hr TEso=7.0 hr
(1% Triton-X-100) (44)
(Sltk)n;ﬁion-x-lom (42) TEso= 40 TEs0=9.0 hr
KeraSkin™ SIT ICs0= 1.5 mg/mL

. 1Cs0= 4.8 mg/mL
(18 heures de traitement avec SDS) (48) 50 mg/m

(*) : le modele EpiSkinTM n’est plus disponible dans le commerce depuis décembre 2024.
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ANNEXE 4

PRINCIPAUX PARAMETRES ET CRITERES D’ACCEPTATION DE LA PREUVE
D’EFFICACITE D’UN SYSTEME CLHP/CLUP-SPECTROPHOTOMETRIE POUR LA
MESURE DU FORMAZAN EXTRAIT D’UN MODELE TISSULAIRE D’EPIDERME
HUMAIN RECONSTRUIT

Critéres
d’acceptation

Surfaceinterférence <20
% Surfaceyiio!

Protocole dérivé des recommandations de la
FDA (29)(31)

Analyse de I’isopropanol, du blanc vivant (extrait
de modele tissulaire d’EChR vivant sans
traitement dans I’isopropanol), blanc tué (extrait
de modele tissulaire d’EChR tué sans traitement
dans I’isopropanol), et d’un colorant (bleu de
méthyléne, par exemple)

Paramétre

Sélectivité

Fidélité Controles de qualité (c’est-a-dire, bleu de CV <15 % ou <20
formazan a 1.6 pug/mL, 16 pg/mL et 160 pg/mL) % pour la VLIQ
dans I’isopropanol (n=5)
Justesse Controles de qualité dans I’isopropanol (n=5) % Ecart <15% ou <

20% pour la VLIQ
Effet de matrice
compris entre 85 %
et 115 %
Surfaceinterérence < 20

Effet de matrice Contrbles de qualité dans le blanc vivant (n=5)

Effet résiduel Analyse de I’isopropanol aprés une VLSQ?

Répétabilité (méme jour)

Reproductibilité (d’un
jour a I’autre)

Stabilité a court terme du
formazan dans un extrait
tissulaire ’EChR

Stabilité a long terme du
formazan dans un extrait
tissulaire d’EChR, si
nécessaire

normale
3 courbes d’étalonnage indépendantes (établies
sur la base de 6 dilutions de formazan au 1/3
consécutives dans 1’isopropanol, avec point de
départ VLSQ, soit 200 pg/mL) ; Controles de
qualité dans I’isopropanol (n=5)
Jour 1 : 1 courbe d’étalonnage et Controles de
qualité dans I’isopropanol (n=3)

Jour 2 : 1 courbe d’étalonnage et Controles de
qualité dans I’isopropanol (n=3)

Jour 3 : 1 courbe d’étalonnage et Controles de
qualité dans I’isopropanol (n=3)
Controles de qualité dans le blanc vivant (n="3)'
analysé le jour de la préparation et apres une
conservation de 24 heures a température
ambiante (18-25°C)

Controles de qualité dans le blanc vivant (n='3)'
analysé le jour de la préparation et apres une
conservation de plusieurs jours a -20°C

% Surfaceviig
Courbes
d’étalonnage : %

Ecart<15 % ou <20

% pour la VLIQ

Controles de qualité

: %Ecart<15 % et
CV<15%

% Ecart <15 %

% Ecart <15 %

Notes:

WLIQ : valeur limite inférieure de quantification, définie comme correspondant a une viabilité tissulaire de 1-2 %, soit 0.8 pug/mL.

2VLSQ : valeur limite supérieure de quantification, définie comme au moins deux fois la concentration maximale attendue de formazan dans les
extraits d’isopropanol issus des témoins négatifs (~70 pg/mL selon la MRV), soit 200 pg/mL.
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