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DIRECTIVE 2000/33/CE DE LA COMMISSION

du 25 avril 2000

portant vingt-septiéme adaptation au progrés technique de la directive 67/548/CEE du Conseil
concernant le rapprochement des dispositions législatives, réglementaires et administratives
relatives a la classification, 'emballage et 1'étiquetage des substances dangereuses (*)

(Texte présentant de l'intérét pour 1'EEE)

LA COMMISSION DES COMMUNAUTES EUROPEENNES,
vu le traité instituant la Communauté européenne,

vu la directive 67/548/CEE du Conseil du 27 juin 1967
concernant le rapprochement des dispositions législatives,
réglementaires et administratives relatives a la classification,
l'emballage et I'étiquetage des substances dangereuses (), modi-
fiée en dernier lieu par la directive 1999/33/CE du Parlement
européen et du Conseil (), et notamment son article 28,

considérant ce qui suit:

(1) L'annexe V de la directive 67/548/CEE définit les métho-
des permettant de déterminer les propriétés physico-chi-
miques, la toxicité et I'écotoxicité des substances et prépa-
rations. L'adaptation au progrés technique de cette annexe
est nécessaire.

(2) Llarticle 7, paragraphe 2, de la directive 86/609/CEE du
Conseil concernant le rapprochement des dispositions
législatives, réglementaires et administratives des Etats
membres relatives a la protection des animaux utilisés a
des fins expérimentales ou a d'autres fins scientifiques (%)
dispose «qu'il ne sera pas effectué d'expérience s'il existe
une possibilité raisonnable et pratique d'avoir recours a
une autre méthode scientifiquement acceptable et n'impli-
quant pas l'utilisation d'un animal pour obtenir le résultat
recherché».

(3) La Commission entend introduire a l'annexe V de la direc-
tive 67/548/CEE des méthodes d'essais de remplacement
qui ne nécessitent pas d'utiliser un animal afin que ces
méthodes soient disponibles pour tester les substances
chimiques aux termes de l'article 3, paragraphe 1, de la
directive 67/548|CEE.

(4) Les mesures prévues par la présente directive sont confor-
mes a l'avis du comité pour l'adaptation au progres tech-
nique des directives visant a I'‘élimination des entraves
techniques aux échanges dans le secteur des substances et
préparations dangereuses,

(*) Adoptée avant la vingt sixieme adaptation.
(1) JO 196 du 16.8.1967, p. 1.

() JOL 199 du 30.7.1999, p. 57.

() JOL 358 du 18.12.1986, p. 1.

A ARRETE LA PRESENTE DIRECTIVE:

Article premier

Les textes des annexes I et I de la présente directive sont ajou-
tés a la partie B de l'annexe V de la directive 67/548/CEE.

Atrticle 2

1. Les Etats membres mettent en vigueur les dispositions
législatives, réglementaires et administratives nécessaires pour
se conformer a la présente directive au plus tard le 1¢ octobre
2001. 1Is en informent immédiatement la Commission.

Lorsque les Etats membres adoptent ces dispositions, celles-ci
contiennent une référence a la présente directive ou sont
accompagnées d'une telle référence lors de leur publication
officielle. Les modalités de cette référence sont adoptées par les
Etats membres.

2. Les Ftats membres communiquent a la Commission les
principales dispositions législatives de droit national qu'ils
adoptent dans le domaine concerné par la présente directive et
un tableau de correspondance entre la présente directive et les
dispositions nationales adoptées.

Article 3
La présente directive entre en vigueur le troisiéme jour suivant

celui de sa publication au Journal officiel des Communautés euro-
péennes.

Article 4

Les Etats membres sont destinataires de la présente directive.

Fait a Bruxelles, le 25 avril 2000.

Par la Commission
Margot WALLSTROM

Membre de la Commission
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1.5.3.1.

ANNEXE I

«B.40. CORROSION CUTANEE

METHODE

Introduction

Le Centre européen pour la validation de méthodes alternatives (CEVMA ou ECVAM) du Centre commun de
recherche de la Commission européenne a reconnu la validité scientifique de deux essais in vitro de corrosi-
vité cutanée, l'essai de résistance électrique transcutanée (RET) sur peau de rat et un essai utilisant un modele
de peau humaine (1) (2) (3). L'étude de validation du CEVMA a montré que les deux essais permettent de
faire la distinction de maniére fiable entre substances corrosives et non corrosives pour la peau. En outre, le
protocole d'essai basé sur un modéle de peau humaine a permis de faire une distinction correcte entre les dif-
férents degrés de corrosivité (effet corrosif sévére pour la peau, R35, et effet corrosif pour la peau, R34) (2).
La description et le mode opératoire sont présentés pour chacun des deux essais; le choix de l'essai dépend
des exigences et préférences de l'utilisateur.

Voir aussi l'introduction générale de la partie B.

Définitions

Corrosion cutanée: la survenue de 1ésions irréversibles de la peau apres l'application d'un matériel d'essai.

Substances de référence

Aucune substance de référence n'est spécifiée, mais voir les points 1.5.3.4 et 1.7.2.3.

Principe de la méthode d'essai — Essai RET sur peau de rat

Le matériel d'essai est appliqué pour une durée n'excédant pas 24 heures sur la surface épidermique de dis-
ques de peau prélevés sur la peau de jeunes rats humainement sacrifiés. Les matiéres corrosives sont identi-
fiées sur la base de leur capacité de provoquer la perte de l'intégrité du stratum corneum normal et de la fonc-
tion de barriere, cette perte étant mesurée comme une diminution de la RET de base jusqu'a un niveau situé
en dessous d'une valeur seuil (5 kQ) (4) (5). Les substances irritantes ou non irritantes ne font pas baisser la
RET en dessous de ce seuil. Pour les substances tensio-actives et les substances organiques neutres, une étape
de fixation d'un colorant peut étre incluse dans la procédure d'essai [pour la définition, voir la référence (6)]
afin de réduire le nombre de faux positifs obtenus spécifiquement avec ces types de substances chimiques

@ ).
Description de la méthode d'essai — Essai RET sur peau de rat

Animaux

1l est nécessaire d'utiliser de jeunes (20-23 jours) rats (Wistar ou souche comparable) pour la préparation des
disques de peau. Les poils du dos et des flancs sont coupés soigneusement a l'aide d'une tondeuse pour petits
animaux. Les animaux sont ensuite nettoyés soigneusement avec un linge humide, la zone tondue étant plon-
gée dans une solution antibiotique (contenant, par exemple, de la streptomycine, de la pénicilline, du chlo-
ramphénicol et de 'amphotéricine a des concentrations efficaces pour inhiber la croissance bactérienne). Les
animaux sont lavés une nouvelle fois avec des antibiotiques le troisieme et le quatrieme jour apres le premier
lavage, et doivent ensuite étre utilisés dans un délai de 3 jours (pour la préparation de la peau, les animaux
ne doivent pas étre 4gés de plus de 31 jours).

Préparation des disques cutanés

Les animaux sont sacrifiés humainement. On préléve la peau dorsale de chaque animal et on la débarrasse
soigneusement du tissu adipeux en exces. La peau est placée sur l'extrémité d'un tube PTFE (polytétrafluoroé-
thyléne) en veillant a ce que la surface épidermique soit en contact avec le tube. Apreés avoir monté a force
un joint torique en caoutchouc sur l'extrémité du tube pour maintenir la peau en place, on coupe le tissu
excédentaire. Les dimensions du tube et du joint torique sont indiquées a la figure 1. Le joint torique en
caoutchouc est ensuite soigneusement fixé de maniére étanche a I'extrémité du tube PTFE a l'aide de vaseline.
Le tube est introduit dans une chambre réceptrice contenant une solution de sulfate de magnésium (154
mM) dans lequel il est maintenu par une pince a ressort (figure 2).

Mode opératoire

Application du matériel d'essai

Des substances d'essai liquides (150 pl) sont appliquées sur la surface épidermique a l'intérieur du tube
(figure 2). Pour l'essai de substance solides, une quantité suffisante du solide est appliquée sur le disque de
peau pour que la totalité de la surface de I'épiderme soit couverte. Aprés avoir ajouté de l'eau désionisée
(150 pl), on agite le tube doucement. Le contact entre les substances d'essai et la peau doit étre maximal.
Dans le cas de certains solides, ceci peut étre obtenu en chauffant & 30°C pour dissoudre la substance d'essai
ou en la broyant pour obtenir des grains ou une poudre.
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1.5.3.3.2.

On utilise trois disques de peau pour chaque substance d'essai. Celle-ci est appliquée pendant 24 heures (voir
aussi le point 1.5.3.4), puis éliminée par lavage avec un jet d'eau courante a 30°C. L'élimination des substan-
ces d'essai qui se sont solidifiées dans le tube peut étre facilitée par un lavage avec un jet d'eau tiede a 30°C.

Mesures de la RET

La RET est mesurée a l'aide d'un pont de mesure en courant alternatif basse tension (par exemple AIM 401
ou 6401, ou équivalent). Avant la mesure de la résistance électrique, on réduit la tension de surface de la
peau en ajoutant un volume suffisant d'éthanol & 70% pour couvrir I'épiderme. Aprés quelques secondes, on
enleve I'éthanol en renversant le tube, puis on hydrate le tissu par I'addition de 3 ml d'une solution de sulfate
de magnésium (154 mM). Les électrodes du pont de mesure sont placées de part et d'autre du disque cutané
pour prendre la mesure de la résistance en kQ/disque cutané (figure 2). Les dimensions des électrodes et la
longueur d'électrode en dessous des pinces crocodiles sont indiquées a la figure 1. La pince maintenant I'élec-
trode intérieure (épaisse) repose sur la partie supérieure du tube PTFE pendant la mesure de la résistance, afin
que la longueur d'électrode immergée dans la solution de sulfate de magnésium reste constante. L'électrode
extérieure (fine) est introduite dans la chambre réceptrice de telle maniere qu'elle repose sur le fond de celle-
ci. La distance entre la partie inférieure de la pince a ressort et la partie inférieure du tube PTFE est mainte-
nue constante (figure 1), cette distance influencant la valeur de résistance obtenue.

1l convient de noter que si la valeur de résistance mesurée est supérieure a 20 k(Q, ceci peut étre di au fait
que de la substance d'essai recouvre la surface épidérmique du disque de peau. On peut essayer d'y remédier,
par exemple en fermant de facon étanche le tube PTFE avec le pouce revétu d'un gant et en l'agitant pendant
10 secondes environ; on élimine ensuite la solution de sulfate de magnésium et on répéte la mesure de la
résistance avec une nouvelle solution de sulfate de magnésium.

Les valeurs moyennes de la RET sont acceptées a condition que les valeurs des controles positifs et négatifs
effectués parallelement se situent dans les fourchettes acceptables pour la méthode. Les substances de controle
proposées et leur fourchette acceptable pour la méthodologie et l'appareillage décrits sont les suivantes:

Controle Substance Rés(iks!t;)n ce
Positif 10 M acide chlorhydrique (36 %) 0,5-1,0
Négatif Eau distillée 10-25

Mode opératoire modifié pour substances tensio-actives et substances organiques
neutres

Si les valeurs RET de substances d'essai qui sont des substances tensio-actives ou des substances organiques
neutres sont inférieures ou égales a 5 k(), on peut évaluer la pénétration d'un colorant dans les tissus. Cette
procédure déterminera si les résultats sont des faux positifs (2).

Application et élimination du colorant sulforhodamine B

Apres traitement initial avec la substance d'essai, 150 pl d'une dilution a 10% (p/v) de sulforhodamine B dans
de l'eau distillée sont appliqués sur la surface épidermique de chaque disque de peau pendant 2 heures. Les
disques de peau sont lavés ensuite avec un jet d'eau courante a la température ambiante pendant environ 10
secondes pour éliminer le colorant excédentaire/non fixé. Chaque disque de peau est soigneusement enlevé
du tube PTFE et placé dans un flacon (par exemple un flacon a scintillation en verre de 20 ml) contenant de
l'eau désionisée (8 ml). Les flacons sont agités doucement pendant 5 minutes pour éliminer complétement
tout colorant excédentaire/non fixé. Apres avoir répété cette opération de rincage, on enleve les disques de
peau et on les place dans des flacons contenant 5 ml de dodécylsulfate de sodium (SDS) a 30% (p/v) dans de
l'eau distillée, puis on les incube pendant une nuit a 60°C. Apres incubation, chaque disque de peau est
enlevé et jeté et la solution restante est centrifugée pendant 8 minutes a 21°C (force centrifuge relative
~ 175). Un échantillon de 1 ml de surnageant est ensuite dilué dans un rapport de 1 a 5 (v[v) [soit 1 ml +
4 ml] avec du SDS a 30% (p/v) dans de l'eau distillée. La densité optique (DO) de la solution est mesurée a
environ 565 nm.

Calcul de la teneur en colorant

La teneur de chaque disque en sulforhodamine B est calculée sur la base des valeurs de DO (coefficient d'ex-
tinction molaire de la sulforhodamine B 4 565 nm = 8,7 x 10% poids moléculaire = 580). La teneur en sulfor-
hodamine B est déterminée pour chaque disque de peau et on calcule ensuite une teneur moyenne en colo-
rant pour les essais répétés. Les valeurs moyennes de la fixation du colorant sont acceptées a condition que
les valeurs des controles effectués parallelement se situent dans la fourchette acceptable pour la méthode. Les
fourchettes acceptables de teneur en colorant pour les substances de controle proposées pour la méthodolo-
gie et l'appareillage décrits sont les suivantes:
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1.7.2.2.

Controle Substance Résis.t ance
(ng/disque)
Positif 10 M acide chorhydrique (36 %) 40-100
Négatif Eau distillée 15-35

Informations complémentaires

Les substances d'essai peuvent aussi étre appliquées sur les disques cutanés pendant des durées plus courtes
(2 heures, par exemple) pour identifier les substances fortement corrosives. Cependant, dans I'étude de valida-
tion, on a constaté que l'essai RET surestimait le potentiel corrosif de plusieurs substances chimiques apres
leur application pendant 2 heures (2), alors qu'il assurait une identification correcte des substances corrosives
et non corrosives apres une application de 24 heures.

Les propriétés et les dimensions de I'appareillage et le mode opératoire utilisés peuvent influencer les valeurs
de la RET obtenues. Le seuil de corrosivité a été fixé a 5 k€ sur la base de données obtenues avec 'appareil-
lage et le mode opératoire spécifiques décrits dans cette méthode. Des valeurs de seuil et de controle différen-
tes seront éventuellement nécessaires en cas de changement important des conditions d'essai. Par conséquent,
il est reccommandé d'étalonner la méthodologie et la valeur seuil de résistance en testant une série de substan-
ces standard de reférence choisies parmi les substances chimiques utilisées dans 1'étude de validation (3).

Principe de la méthode d'essai — Essai sur modéle de peau humaine

Le matériel d'essai est appliqué localement pendant 4 heures sur un modele tridimensionnel de peau humaine
comprenant un épiderme reconstitué avec un stratum corneum fonctionnel. Les matiéres corrosives sont identi-
fiées sur la base de leur aptitude a réduire la viabilité cellulaire [déterminée, par exemple, a l'aide de 'essai de
réduction du MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl) tetrazolium bromide] en dessous de valeurs
seuils définies pour des périodes d'exposition déterminées. Le principe de l'essai concorde avec I'hypothése
selon laquelle les substances chimiques corrosives sont capables de pénétrer dans le stratum corneum (par dif-
fusion ou érosion) et sont suffisamment cytotoxiques pour provoquer la mort cellulaire dans les couches cel-
lulaires sous-jacentes.

Description de la méthode d'essai — Essai sur modeéle de peau humaine

Modeles de peau humaine

Les modeles de peau humaine peuvent provenir de diverses sources mais doivent remplir certains critéres. Le
modele doit avoir un stratum corneum fonctionnel avec une couche sous-jacente de cellules vivantes. La fonc-
tion de barriére du stratum corneum doit étre suffisante, ce qui peut étre mis en évidence en démontrant la
résistance du modele a la cytotoxicité apres l'application de substances connues pour leur cytotoxicité cellu-
laire mais qui ne traversent normalement pas le stratum corneum. Le modele doit donner des résultats repro-
ductibles dans des conditions expérimentales définies.

La viabilité des cellules vivantes dans le modele doit étre suffisante pour qu'il soit possible de faire la distinc-
tion entre les substances de controle positives et négatives. La viabilité cellulaire (par exemple, mesurée par le
niveau de réduction du MTT, c'est-a-dire une valeur de DO) apres l'exposition a la substance de contrdle
négative doit se situer dans des limites acceptables pour le modele en question. De méme, les valeurs de via-
bilité cellulaire avec la substance de contrdle positive (par rapport a celles du controle négatif) doivent se
situer dans des limites déterminées. Le plus important est que le modele prédictif utilisé doit étre conforme
aux normes de validation internationales (2).

Mode opératoire

Application du matériel d'essai

Pour les substances liquides, il faut appliquer une quantité suffisante de substance d'essai pour couvrir la sur-
face cutanée (25 plfem? au minimum). Pour les substances solides, il faut appliquer une quantité suffisante de
substance d'essai pour couvrir la peau et ensuite I'humidifier pour assurer un bon contact avec la peau; si
nécessaire, les substances solides doivent étre réduites en poudre avant leur application. La méthode d'appli-

cation doit convenir a un large éventail de substances chimiques (2). A la fin de la période d'exposition, le
matériel d'essai doit étre enlevé soigneusement de la surface cutanée avec une solution saline.

Mesures de la viabilité cellulaire

La viabilité des cellules peut étre mesurée a l'aide de toute méthode quantitative validée. La méthode la plus
fréquemment utilisée est la réduction du MTT, dont on a constaté I'exactitude et la reproductibilité des résul-
tats dans différents laboratoires (2). Le disque de peau est placé dans une solution de MTT de 0,3 mg/ml a
20-28°C pendant 3 heures. Apres extraction du précipité bleu de formazan (extraction par solvant), on
mesure la concentration de formazan en déterminant la DO a une longueur d'onde de 545 a 595 nm.
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2.2.

Informations complémentaires

Le modele de peau utilisé ainsi que le protocole exact de la durée d'exposition et des procédures de lavage,
etc. auront une grande influence sur les résultats des mesures de la viabilité cellulaire. 1l est recommandé
d'étalonner la méthodologie et le modele prédictif en testant une série de substances standard de référence
choisies parmi les substances chimiques utilisées dans I'étude de validation du CEVMA ou ECVAM (3). Il est
essentiel de démontrer que la méthode utilisée est reproductible dans un méme laboratoire et entre laboratoi-
res pour un large éventail de substances chimiques, conformément aux normes internationales. La méthode
doit au moins satisfaire aux criteres de validité scientifique définis précédemment (2) et les résultats de cette
étude de validation doivent étre publiés dans une revue scientifique faisant appel a l'‘évaluation par des
experts (peer-reviewed).

DONNEES

Traitement des résultats

Essai de RET sur peau de rat

Les valeurs de résistance (k€2) pour le matériel d'essai, les controles positifs et négatifs ainsi que toute subs-
tance chimique standard de référence sont présentées sous forme de tableau, y compris les données des essais
répétésrépliqués, les valeurs moyennes et la classification qui en découle.

Essai sur modele de peau humaine

Les valeurs de DO et les pourcentages calculés de viabilité cellulaire pour le matériel d'essai, les controles
positifs et négatifs ainsi que toute substance chimique standard de référence sont présentés sous forme de
tableau, y compris les données des essais répétés, les valeurs moyennes et la classification qui en est déduite.

Evaluation et interprétation des résultats

Essai de RET sur peau de rat

Si la valeur moyenne de la RET obtenue pour la substance d'essai est supérieure a 5 k€, cette substance n'est
pas corrosive. Si la valeur RET est inférieure ou égale a 5 kQ et la substance d'essai n'est pas une substance
tensio-active ou une substance organique neutre, cette substance est corrosive.

Dans le cas des substances tensio-actives ou des substances organiques neutres dont la valeur de la RET est
inférieure ou égale a 5 kQ, on peut évaluer la pénétration d'un colorant. Si la teneur moyenne en colorant
du disque est supérieure ou égale a la teneur moyenne en colorant du disque du contréle positif (HCl a 36 %)
obtenue parallélement, la substance d'essai est un vrai positif et est donc corrosive. Si la teneur moyenne en
colorant du disque est inférieure a la teneur moyenne en colorant du disque du controle positif (HCl a 36 %)
obtenue parallelement, la substance d'essai est un faux positif et donc non corrosive.

Essai sur modele de peau humaine

La valeur de la DO du controle négatif représente une viabilité cellulaire de 100 %; par conséquent, la valeur
de la DO obtenue pour chaque échantillon d'essai peut étre utilisée pour calculer un pourcentage de viabilité
par rapport au controle négatif. La valeur seuil du pourcentage de viabilité cellulaire qui établit la distinction
entre les matiéres corrosives et les matiéres non corrosives (ou entre différentes classes de substances corrosi-
ves) doit étre clairement définie dans le modele prédictif avant la validation de la méthode et I'étude de vali-
dation doit ensuite montrer que la valeur seuil est appropriée (2).

RAPPORTS

Rapport d'essai
Le rapport d'essai doit contenir au moins les informations suivantes:

Substance d'essai:

— données d'identification, nature physique et, si nécessaire, propriétés physicochimiques. Le cas échéant,
des informations analogues doivent étre fournies pour les substances de référence.

Conditions d'essai:
— détails du mode opératoire,

— description et justification de toute modification.
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Résultats:

présentation sous forme de tableau des valeurs des résistances (essai de RET) ou des pourcentages de
viabilité cellulaire (essai sur modéle de peau humaine) pour le matériel d'essai, les controles positifs
et négatifs ainsi que toute substance chimique standard de référence, y compris les données des essais
répétésrépliqués et les valeurs moyennes,

description de tout autre effet observé.

Discussion des résultats

Conclusions
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Figure 1
Dimensions du tube PTFE
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Figure 2

Appareillage pour I’essai RET sur peau de rat
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ANNEXE Il

«B.41. PHOTOTOXICITE — ESSAI DE PHOTOTOXICITE IN VITRO 3T3 NRU

METHODE

Introduction

La phototoxicité est définie comme une réaction toxique déclenchée par une premiere exposition de la peau a
certains produits chimiques, suivie d'une exposition a la lumiére, ou bien par lirradiation de la peau aprés
administration d'un produit chimique par voie systémique.

Les informations fournies par le test de phototoxicité in vitro 3T3 NRU permettent de déterminer le potentiel
phototoxique d'une substance d'essai, c'est-a-dire les dangers qu'elle est susceptible de présenter (ou son
absence de dangers) en cas d'exposition au rayonnement UV et a la lumiére visible.

Dans la mesure ou la finalité toxicologique du test in vitro est de déterminer la photocytotoxicité induite par
l'action combinée d'un produit chimique et de la lumiére, les composés qui se révelent phototoxiques in vivo
aprés administration systémique et diffusion dans la peau, ainsi que les composés qui ont une action photo-
irritante apres application topique sur la peau peuvent étre détectés par ce test.

Le test de phototoxicité in vitro 3T3 NRU a été élaboré et validé dans le cadre d'un projet conjoint UE/COLIPA
entre 1992 et 1997 (1) (2) (3), visant a trouver une méthode in vitro valable pour remplacer les divers tests
in vivo utilisés. En 1996, 'OCDE avait recommandé, a l'issue d'un groupe de travail, une approche séquentielle
in vitro pour l'évaluation de la toxicité (4).

Les résultats du test de phototoxicité in vitro 3T3 NRU ont été comparés aux effets de phototoxicité/photo-
irritation aigué in vivo chez les animaux et chez les humains, et le test s'est révélé extrémement fiable pour la
prévision de ces effets. Le test n'est pas congu pour prévoir d'autres effets nocifs susceptibles de résulter de
l'action combinée d'un produit chimique et de la lumiére, tels que la photogénotoxicité, la photo-allergie, et la
photocancérogénicité, mais de nombreux produits chimiques qui possédent des propriétés spécifiques donne-
ront des résultats positifs au test de phototoxicité in vitro 3T3 NRU. Par ailleurs, le test ne permet pas non
plus d'évaluer le pouvoir phototoxique.

L'appendice propose une approche séquentielle pour les essais visant & déterminer la phototoxicité des pro-
duits chimiques.

Définitions

Irradiance: lintensité du rayonnement ultraviolet (UV) ou visible incident sur une surface, mesurée en W/m?
ou en mW/cm?.

Dose de lumiére: la quantité (=intensité x temps) de rayonnement ultraviolet (UV) ou visible incident sur une
surface, exprimée en Joules (=W xs) par unité de surface, par exemple, J/m? ou J/cm?.

Bandes de longueurs d'ondes de la lumiére UV: Les désignations recommandées par la CIE (Commission inter-
nationale de I'éclairage) sont: UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm) et UVC (100-280 nm). D'autres dési-
gnations sont également utilisées: la limite entre UVB et UVA est souvent placée a 320 nm, et les UVA peu-
vent étre subdivisés en UV-A1 et UV-A2 avec une limite a environ 340 nm.

Viabilité cellulaire: paramétre mesurant l'activité totale d'une population cellulaire (par exemple, absorption du
colorant vital rouge neutre dans les lysosomes cellulaires), qui, en fonction de l'effet mesuré et du type de test
utilisé, correspond au nombre total et/ou a la vitalité des cellules.

Viabilité cellulaire relative: viabilité cellulaire exprimée par rapport aux témoins négatifs (solvant) qui ont été
prélevés tout ou long de la procédure (soit +UV soit —UV), mais non traités par un produit chimique.

Modele prédictif: algorithme utilisé pour transformer les résultats d'un test de toxicité en une prévision du
potentiel toxique. Dans les présentes lignes directrices d'essai, le PIF et le MPE peuvent étre utilisés pour trans-
former les résultats du test de phototoxicité in vitro 3T3 NRU en une prévision du potentiel phototoxique.

PIF (Photo Irritation Factor — Facteur de photo-irritation): facteur obtenu en comparant deux concentrations
cytotoxiques efficaces (ECs5;) de la substance chimique d'essai, obtenues en présence (+UV) et en absence
(-UV) d'une irradiation non cytotoxique par un rayonnement UVA/visible.

MPE (Mean Photo Effect — Photo-effet moyen): nouvelle mesure dérivée d'une analyse mathématique du tracé
complet de deux courbes concentration-réponse obtenues avec (+UV) ou sans (—-UV) irradiation non cytotoxi-
que par un rayonnement UVA visible.
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1.4.

1.5.

1.6.

Phototoxicité: réaction toxique aigué apparaissant aprés une premiére exposition de la peau a certains produits
chimiques et exposition subséquente a la lumiére, ou déclenchée par l'irradiation de la peau aprés administra-
tion systémique d'un produit chimique.

Photo-irritation: terme désignant une sous-catégorie de “phototoxicité”, utilisé pour décrire uniquement les
réactions phototoxiques qui se manifestent au niveau de la peau apres exposition (par voie topique ou orale)
a des produits chimiques. Ces réactions phototoxiques entrainent toujours des dommages cellulaires non spé-
cifiques (réactions de type coup de soleil).

Photo-allergie: réactivité immunologique acquise qui ne se manifeste pas lors de la premiére exposition a la
lumiére et au produit chimique et nécessite une période d'induction d'une ou de deux semaines avant que la
réactivité cutanée puisse étre mise en évidence.

Photogénotoxicité: réaction génotoxique observée pour un parameétre génétique, qui apparait aprés exposition
des cellules a une dose non génotoxique de lumiere UV/visible et & un produit chimique non génotoxique.

Photocancérogénicité: cancérogénicité induite par une exposition répétée a la lumiere et a un produit chimique.
Le terme “photococancérogénicité” s'emploie lorsque l'effet tumorigeéne induit par les UV est accentué par 'ex-
position a un produit chimique.

Substances de référence

Outre la substance chimique chlorpromazine servant de témoin positif qui doit étre testée concurremment
dans chaque cas, il est recommandé d'utiliser comme substances de référence pour le test de phototoxicité
3T3 NRU un sous-ensemble des produits chimiques utilisés pour ce test lors des essais interlaboratoires (1)
(3) (13).

Remarques initiales

Des effets phototoxiques ont été signalés pour de nombreux types de produits chimiques (5) (6) (7) (8). Le
seul point commun entre ces derniers est leur capacité a absorber I'énergie lumineuse dans le domaine de la
lumiére solaire. D'apres la premiére loi de photochimie (loi de Grotthaus-Draper) la photoréaction nécessite
l'absorption d'un nombre suffisant de quanta de lumiére. Aussi convient-il, avant d'envisager un essai biologi-
que selon les présentes lignes directrices, de déterminer le spectre d'absorption UV/lumiere visible du produit
chimique a tester (par exemple, suivant les lignes directrices d'essai 101 de I'OCDE). Si le coefficient d'extinc-
tion/d'absorbance molaire est inférieur & 10 litre xmol™ x cm, le produit chimique n'a pas de potentiel photo-
réactif et il est inutile de le soumettre au test de phototoxicité in vitro 3T3 NRU ou a tout autre test biologique
visant a détecter des effets photochimiques indésirables (appendice).

Principe de la méthode d'essai

Quatre mécanismes ont été mis en évidence pour expliquer comment I'absorption de lumiére par un chromo-
phore (chimique) peut entrainer une réaction phototoxique (7). Tous ces mécanismes entrainent des domma-
ges cellulaires. Par conséquent, le test de phototoxicité in vitro 3T3 NRU repose sur la comparaison de la cyto-
toxicité d'un produit chimique avec et sans exposition a une dose non cytotoxique d'UVA/lumiére visible.
Dans ce test, la cytotoxicité est exprimée comme la diminution, en fonction de la concentration, de la fixation
du colorant vital rouge neutre [Neutral Red — NR (9)] 24 heures apres traitement par le produit chimique a
tester et irradiation.

Des cellules Balb/c 3T3 sont maintenues en culture pendant 24 h jusqu'a obtention de monocouches. Pour
chaque produit chimique & tester, deux plaques a 96 puits sont alors préincubées pendant 1 h avec huit
concentrations distinctes du produit chimique. Ensuite, 'une des deux plaques est exposée a une dose d'UVA|
lumiére visible non cytotoxique de 5 Jjcm? UVA (expérience +UV), tandis que l'autre plaque est maintenue 2
l'obscurité (expérience —UV). Dans les deux plaques, le milieu de traitement est ensuite remplacé par un
milieu de culture et, aprés une nouvelle période d'incubation de 24 h, la viabilité cellulaire est déterminée par
le test de fixation du rouge neutre (Neutral Red Uptake — NRU) pendant 3 h. La viabilité cellulaire relative,
exprimée sous forme d'un pourcentage des témoins négatifs non traités, est calculée pour chacune des huit
concentrations d'essai. Afin de prévoir le potentiel phototoxique, les réponses aux concentrations obtenues en
présence (+UV) et en absence (—UV) d'irradiation sont comparées, généralement au niveau ECs, c'est-a-dire la
concentration inhibant la viabilité cellulaire de 50% par rapport aux témoins non traités.

Critéres de qualité

Sensibilité des cellules aux UVA, données historiques: la sensibilité des cellules aux UVA doit étre régulierement
controlée. Les cellules sont mises en culture a la densité utilisée dans le test de phototoxicité in vitro 3T3 NRU;
elles sont irradiées le jour suivant par des doses d'UVA allant de 1 2 9 J/cm?, et la viabilité cellulaire est déter-
minée un jour plus tard a l'aide du test NRU. Les cellules répondent aux critéres de qualité si leur viabilité
aprés irradiation par 5 J/cm? UVA est supérieure ou égale 2 80% de la viabilité des témoins maintenus a l'obs-
curité. A la dose la plus forte de 9 Jjcm? UVA, la viabilité doit étre au moins égale a 50% de celle des témoins
conservés a l'obscurité. Ce controle doit étre répété tous les 10 passages de cellules environ.

Sensibilité aux UVA des cellules constituant les témoins négatifs, dans le test en cours: le test répond aux critéres de
qualité si les témoins négatifs [cellules dans une solution saline équilibrée de Earl — Earl's Balanced Salt Solu-
tion (EBSS)] avec ou sans 1% de diméthylsulfoxyde (DMSO) ou 1% d'éthanol (EtOH) dans l'expérience + UVA
ont une viabilité supérieure ou égale a 80% de celle des cellules non irradiées dans le méme solvant dans l'ex-
périence menée en paralléle dans I'obscurité (-UVA).
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1.7.1.2.

1.7.1.3.

1.7.1.4.

Viabilité des témoins négatifs: la densité optique absolue (ODs4y nry), mesurée dans l'extrait NR des témoins
négatifs indique si les 1x10* cellules mises en culture par puits se sont développées avec un temps de double-
ment normal pendant les deux jours d'essai. Un test répond aux critéres d'acceptation si la densité optique
moyenne ODs g npu des témoins non traités est > 0,2.

Témoin positif: pour chaque test de phototoxicité in vitro 3T3 NRU réalisé, un produit chimique phototoxique
connu doit étre testé concurremment. La chlorpromazine (CPZ) a été utilisée comme témoin positif dans
l'étude de validation UE[/COLIPA et est donc recommandée. Dans le cas de la CPZ testée selon le protocole
standard dans le test in vitro 3T3 NRU, les critéres d'acceptation suivants ont été définis: CPZ irradiée (+ UVA):
EC50=0,1 a 2,0 pg/ml, CPZ non irradiée (~-UVA): EC5,=7,0 a 90,0 pg/ml. Le facteur de photo-irritation (PIF),
c'est-a-dire la variation de I'ECs;, doit étre d'au moins 6.

A la place de la CPZ, d'autres produits chimiques phototoxiques connus, convenant a la classe chimique ou
aux caractéristiques de solubilité du produit chimique a tester, peuvent aussi étre utilisés en tant que témoins
positifs paralléles. Dans ce cas, en fonction des données historiques, les intervalles de valeurs de la ECs et le
PIF ou le MPE (Mean Photo Effect — photo-effet moyen) doivent étre correctement définis en tant que criteres
d'acceptation du test.

Description de la méthode d'essai
Préparations

Cellules

Une lignée permanente de cellules de fibroblaste de souris — Balb/c 3T3, clone 31 — provenant de ATCC
(American Type Culture Collection) ou de ECACC (European Collection of Cell Cultures) a été utilisée dans
I'étude de validation et est donc recommandée. D'autres cellules ou lignées cellulaires peuvent aussi donner de
bons résultats avec le méme protocole d'essai si les conditions de culture sont adaptées aux besoins spécifi-
ques des cellules; il convient toutefois d'en démontrer 1'équivalence.

Les cellules doivent étre régulierement controlées pour vérifier 'absence de contamination par des mycoplas-
mes, et ne doivent étre utilisées que si les résultats du controle sont satisfaisants.

Dans la mesure ol la sensibilité aux UVA des cellules peut augmenter avec le nombre de passages, il convient
d'utiliser des cellules Balb/c 3T3 ayant subi le moins de passages possibles, de préférence moins de 100. II
importe de contrdler régulierement la sensibilité aux UVA des cellules Balb/c 3T3 selon la procédure de
controle de la qualité décrite dans les présentes lignes directrices.

Milieux et conditions de culture

Des milieux de culture et des conditions d'incubation appropriés doivent étre utilisés pour le passage systéma-
tique des cellules et pendant la procédure d'essai. Pour les cellules Balb/c 3T3, le milieu de culture est du
DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium) enrichi avec 10% de sérum de veau nouveau-né, 4 mM de glu-
tamine, de pénicilline et de streptomycine, et incubé a 37°C en atmosphere humidifiée/7,5% CO,. 1l est parti-
culierement important que les conditions de culture cellulaire permettent de maintenir la durée du cycle cellu-
laire dans les limites normales pour les cellules ou la lignée cellulaire utilisées.

Préparation des cultures

Des cellules provenant de cultures méres congelées sont mises en culture a une densité appropriée dans le
milieu de culture, et sont repiquées au moins une fois avant d'étre utilisées pour le test de phototoxicité in
vitro 3T3 NRU.

Pour le test de phototoxicité, le milieu de culture est ensemencé avec une densité de cellules telle que les cul-
tures n'arrivent pas a confluence avant la fin de l'essai, c'est-a-dire au moment ot la viabilité cellulaire est
déterminée, 48 h apres la mise en culture des cellules. Pour les cellules Balb/c 3T3 cultivées sur des plaques a

96 puits, la densité cellulaire recommandée est de 1x10* cellules par puits.

Pour chaque produit chimique testé, les cellules sont mises en culture de maniére identique sur deux plaques
a 96 puits distinctes, qui sont utilisées en méme temps pendant toute la procédure d'essai, dans les mémes
conditions de culture, sauf pendant la période ot I'une des plaques est irradiée (+ UVA[lumiére visible) et I'au-
tre maintenue a l'obscurité (-UVA [lumiére visible).

Activation métabolique

Alors que l'utilisation de systémes d'activation métabolique est nécessaire en regle générale pour tous les tests
in vitro de prédiction du potentiel génotoxique ou cancérogeéne, dans le cas de la phototoxicologie, on ne
connait pas jusqu'a présent de produit chimique qui nécessite une transformation métabolique pour agir
comme une phototoxine in vivo ou in vitro. Par conséquent, il ne parait pas utile ni scientifiquement fondé de
réaliser le présent test en présence d'un systeme d'activation métabolique.
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1.7.1.6.

1.7.2.

Produit chimique a tester/Préparation

Les produits chimiques a tester doivent étre fraichement préparés juste avant utilisation, a moins que les don-
nées de stabilité ne démontrent qu'ils sont conservables. Une préparation en lumiére rouge peut s'avérer
nécessaire lorsqu'une photodégradation rapide est probable.

Les produits chimiques a tester doivent étre dissous dans des solutions salines tamponnées, par exemple, solu-
tion saline équilibrée de Earl (Earl's Balanced Salt Solution — EBSS) ou solution saline tamponnée au phos-
phate (Phosphate Buffered Saline — PBS), qui doivent étre exemptes de constituants protéiques et d'indica-
teurs pH colorés qui absorbent la lumiére, afin d'éviter les interférences lors de l'irradiation.

Les produits chimiques ayant une solubilité limitée dans l'eau doivent étre dissous dans des solvants appro-
priés a 100 fois la concentration finale souhaitée, puis dilués a raison de 1:100 avec la solution saline tam-
ponnée. Si un solvant est utilisé, il doit étre présent au volume constant de 1% (v/v) dans toutes les cultures,
c'est-a-dire dans les témoins négatifs et dans toutes les concentrations du produit chimique a tester.

Les solvants recommandés sont le diméthylsulfoxyde (DMSO) et I'éthanol (EtOH). D'autres solvants de faible
cytotoxicité (par exemple, l'acétone) peuvent convenir, mais leurs propriétés spécifiques doivent étre évaluées
avec soin, notamment les possibilités de réaction avec le produit chimique a tester, l'atténuation de l'effet pho-
totoxique, ou les propriétés de fixation des radicaux.

Si nécessaire, on pourra recourir & un mélangeur Vortex etfou a la sonication etfou a un chauffage a 37°C
pour faciliter la solubilisation.

Irradiation UV /[Préparation

Source de lumiere: le choix d'une source de lumiére et d'un filtrage appropriés est le facteur déterminant dans
les essais de phototoxicité. Les domaines des UVA et de la lumiere visible sont généralement associés a une
photosensibilisation (7) (10), tandis que les UVB sont moins importants de ce point de vue, étant directement
trés cytotoxiques avec une cytotoxicité qui augmente d'un facteur 1 000 entre 313 et 280 nm (11). Parmi les
criteres présidant au choix de la source de lumiere appropriée, il est essentiel que la source de lumiére émette
des longueurs d'onde absorbées par le produit chimique a tester et que la dose de lumiére (pouvant étre obte-
nue dans un délai raisonnable) soit suffisante pour détecter les substances photosensibilisantes connues. En
outre, les longueurs d'onde et les doses employées ne doivent pas trop endommager le systéme d'essai, notam-
ment en ce qui concerne I'émission de chaleur (domaine infrarouge).

La lumiére solaire simulée par les simulateurs solaires est considérée comme la source de lumiére optimale.
Les simulateurs solaires utilisent des arcs au xénon ainsi que des arcs au mercure (dopé) ou des arcs aux halo-
génures de métaux. Ces derniers ont l'avantage d'émettre moins de chaleur et d'étre moins chers, mais ils ne
reproduisent pas parfaitement la lumiére solaire. Dans la mesure ou tous les simulateurs solaires émettent
d'importantes quantités d'UVB, ils doivent étre équipés de filtres adéquats pour atténuer les longueurs d'onde
UVB hautement cytotoxiques.

Pour l'essai de phototoxicité in vitro 3T3 NRU, il convient d'utiliser un spectre d'irradiance pratiquement
exempt d'UVB (UVA:UVB ~ 1:20). Un exemple de distribution de l'irradiance spectrale du simulateur solaire
équipé de filtres, qui a été utilisé dans I'étude de validation du test in vitro 3T3 NRU, a été publié (3).

Dosimétrie: I'intensité de lumiére (irradiance) doit étre réguliérement controlée avant chaque test de phototoxi-
cité a l'aide d'un radiometre UV a large bande approprié qui doit avoir été étalonné en fonction de la source.
La performance du radiometre UV doit étre controlée. A cet effet, on recommande l'utilisation d'un second
radiométre UV de référence, du méme type et étalonné de la méme facon. Dans l'idéal, a intervalles plus
grands, il conviendrait d'utiliser un spectroradiométre pour mesurer l'irradiance spectrale de la source filtrée
et pour vérifier I'étalonnage du radiométre UV a large bande, mais l'utilisation de tels instruments exige des
opérateurs dtiment qualifiés.

L'étude de validation a établi qu'une dose de 5 Jfcm? (UVA) était non cytotoxique pour les cellules Balb/c 3T3
et suffisamment puissante pour exciter méme les produits chimiques faiblement phototoxiques. Pour obtenir
5 JJcm? dans un délai de 50 min, l'irradiance doit étre réglée a 1,666 mW/cm?. En cas d'utilisation d'une autre
lignée cellulaire ou d'une source de lumiere différente, il peut s'avérer nécessaire d'ajuster la dose d'UVA en
respectant le critére selon lequel cette dose ne doit pas étre nocive pour les cellules tout en étant suffisante
pour détecter les phototoxines standard. La durée de I'exposition a la lumiére se calcule de la facon suivante:

dose d'irradiation (J/cm?) x 1000
irradiance (mW/cm?) x 60

t(min) = (1]=1W sec)

Conditions d'essai

La concentration maximale du produit chimique a tester ne doit pas dépasser 100 pg/ml, puisque tous les
produits chimiques phototoxiques ont été détectés a des concentrations plus faibles, et qu'a des concentrations
plus élevées, l'incidence des faux positifs augmente (surprédiction) (13). Le pH de la plus forte concentration
du produit chimique a tester doit étre satisfaisant (pH entre 6,5 et 7,8).
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1.7.3.2.

1.7.3.3.

Les plages de concentrations du produit chimique testé en présence (+UVA) et en absence (-UVA) de lumiére
doivent étre déterminées de maniére adéquate lors d'expériences préalables. La plage et les intervalles d'une
série de concentrations doivent étre ajustées de telle facon que les courbes concentration-réponse soient suffi-
samment confirmées par les données expérimentales. Il convient de recourir & une progression géométrique
des concentrations (avec un facteur de dilution constant).

Mode opératoire (1)

Premier jour

Préparer une suspension cellulaire de 1x10° cellules/ml dans le milieu de culture, et verser 100 pl de milieu
de culture seul dans les puits périphériques d'une plaque de microtitrage & 96 puits (= essais a blanc). Dans
les puits restants, verser 100 ul de la suspension cellulaire de 1x10° cellules/ml (= 1x10* cellules/puits). Pour
chaque produit chimique a tester, préparer deux plaques: une pour la détermination de la cytotoxicité (~UVA)
et l'autre, pour la détermination de la phototoxicité (+ UVA).

Incuber les cellules pendant 24 h (7,5% CO,, 37°C) jusqu'a obtention d'une monocouche semi-confluente.
Cette période d'incubation permet la récupération et 'adhérence des cellules, et leur croissance exponentielle.

Deuxiéme jour

Apres incubation, décanter le milieu de culture pour séparer les cellules et laver deux fois avec 150 pl de
EBSS/PBS par puits. Ajouter 100 pl de EBSS/PBS contenant la concentration appropriée du produit chimique
a tester ou uniquement du solvant (témoin négatif). Appliquer 8 concentrations distinctes du produit chimi-
que a tester. Incuber les cellules avec le produit chimique a tester dans l'obscurité pendant 60 minutes (7,5 %
CO,, 37°0).

Pour réaliser la partie (+ UVA) de l'essai, irradier les cellules a température ambiante pendant 50 minutes a tra-
vers le couvercle de la plaque a 96 puits par une dose dUVA de 1,7 mW/cm? (= 5 J/cm?). Ventiler avec un
ventilateur pour éviter la condensation d'H,O sous le couvercle. Conserver les plaques répliques (-UVA) a
température ambiante dans une boite sombre pendant 50 min (= durée de I'exposition aux UVA).

Décanter la solution d'essai et laver deux fois avec 150 pl de EBSS/PBS. Remplacer le EBSS/PBS par le milieu
de culture et incuber (7,5% CO,, 37°C) jusqu'au lendemain (18-22 h).

Troisiéme jour
Evaluation microscopique

Examiner les cellules au microscope a contraste de phase. Noter les changements morphologiques des cellules
dus aux effets cytotoxiques du produit chimique testé. Ce controle est recommandé pour exclure les erreurs
expérimentales, mais les observations ne sont pas utilisées pour I'évaluation de la cytotoxicité ou de la photo-
toxicité.

Test de fixation du rouge neutre

Laver les cellules avec 150 pl de EBSS/PBS préchauffé. Eliminer la solution de lavage en tapotant légérement.
Ajouter 100 pl de milieu NR et incuber a 37°C en atmosphére humidifiée/7,5% CO,, pendant 3 h.

Apreés incubation, éliminer le milieu NR et laver les cellules avec 150 pl de EBSS/PBS. Décanter et absorber
complétement le EBSS/PBS (facultatif: centrifuger la plaque retournée).

Ajouter exactement 150 pl de solution de désorption du NR (solution d'éthanolfacide acétique fraichement
préparé).

Passer rapidement la plaque de microtitrage a I'agitateur pendant 10 minutes, jusqu'a ce que le NR soit extrait
des cellules et ait formé une solution homogeéne.

Mesurer la densité optique de l'extrait de NR a 540 nm dans un spectrophotometre en utilisant les essais a
blanc comme référence. Sauvegarder les données dans un format de fichier approprié (par exemple, ASCII) en
vue d'une analyse ultérieure.

(1) Des détails supplémentaires sont donnés par la référence (12).
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2.1.

2.2.

2.3.

DONNEES

Qualité et quantité des données

Les données doivent permettre une analyse significative des courbes concentration-réponse obtenues avec et
sans irradiation UVA/lumiére visible. Si on constate une cytotoxicité, il y a lieu d'ajuster a la fois la gamme
des concentrations et I'intervalle entre chaque concentration, afin qu'il y ait concordance entre la courbe et les
données expérimentales. Etant donné qu'un produit chimique peut ne pas étre cytotoxique jusqu'a la concen-
tration limite définie de 100 pg/ml dans I'expérience a l'obscurité (-UVA), mais étre trés cytotoxique lorsqu'il
est irradié (+UVA), il peut s'avérer utile de faire différer de plusieurs ordres de grandeur les gammes de
concentrations a tester dans les deux parties de l'expérience, afin de satisfaire a l'exigence de qualité des don-
nées. Si aucune cytotoxicité n'est constatée dans les deux parties de I'expérience (-UVA et +UVA), il suffit de
réaliser l'essai avec un grand intervalle entre chaque dose jusqu'a la concentration maximale.

Il n'est pas nécessaire de procéder a une contre-expérience pour vérifier un résultat clairement positif. Il n'est
pas non plus nécessaire de vérifier les résultats clairement négatifs, a condition que le produit chimique ait été
testé a des concentrations suffisamment élevées. Dans de tels cas, une expérience principale, étayée par une
ou plusieurs expériences préliminaires de détermination des gammes de concentrations, est suffisante.

Les tests qui donnent des résultats limites, proches du seuil critique du modeéle prédictif, doivent étre vérifiés
par une contre-expérience.

Si une contre-expérience s'avere nécessaire, il peut étre utile de faire varier les conditions expérimentales afin
d'obtenir un résultat bien net. Une des variables clés dans ce test est la préparation des solutions du produit
chimique a tester. Aussi la variation de ces conditions (cosolvant, pulvérisation, sonication) peut-elle étre
essentielle dans la répétition d'un test. Une autre possibilité est de faire varier le temps de préincubation. Une
réduction de cette durée peut présenter un intérét pour les produits chimiques instables dans l'eau.

Traitement des résultats

Si possible, on cherchera a déterminer la concentration du produit chimique a tester qui entraine une inhibi-
tion de 50% de la fixation du rouge neutre par les cellules (ECs(). Cela peut se faire en appliquant n'importe
quelle méthode de régression non linéaire appropriée (de préférence une fonction de Hill ou une régression
logistique) aux données de réponse aux concentrations, ou en utilisant d'autres méthodes d'ajustement (14).
Avant d'utiliser une ECs, pour la suite des calculs, il convient de vérifier comme il se doit la qualité de 1'ajus-
tement. Une autre solution consiste a utiliser des méthodes d'ajustement graphique pour calculer I'ECs,. Dans
ce cas, il est recommandé d'utiliser du papier semi-logarithmique (axe des x: log, axe des y: probit) car tres
souvent, la fonction concentration-réponse devient pratiquement linéaire apreés cette transformation.

Evaluation des résultats (modéles prédictifs)

Modele prédictif, version 1: facteur de photo-irritation (PIF)

Si, tant en présence (+ UVA) qu'en absence (-UVA) de lumiére, on obtient des courbes concentration-réponse
completes, on calcule un facteur de photo-irritation (PIF) a l'aide de la formule suivante:

EC,, (- UV)

(a) PIF B UV

Un PIF <5 indique une absence de potentiel phototoxique, alors qu'un PIF = 5 indique un potentiel phototoxi-
que.

Si un produit chimique est cytotoxique uniquement en présence de lumiére (+UVA) et n'est pas cytotoxique
dans les conditions ~UVA, il n'est pas possible de calculer le PIF, bien que ce résultat indique un potentiel
phototoxique. Dans un tel cas, on peut calculer un “>PIF” si le test de cytotoxicité (-UV) est réalisé jusqu'a la
concentration d'essai la plus élevée (C,,,); c'est cette derniére valeur qui est utilisée pour calculer le “>PIF”:

Cmax (_ UV)
EC,, (+ UV)

Si I'on ne peut obtenir qu'un “>PIF”, alors toute valeur >1 indique un potentiel phototoxique.

(b) >PIF =

Si l'on ne peut calculer ni la EC5y (-UV) ni la EC5o (+UV) parce que le produit chimique ne fait preuve d'au-
cune cytotoxicité jusqu'a la concentration d'essai la plus forte, cela démontre une absence de potentiel photo-
toxique. Dans ce cas, on utilise un “PIF = *1” théorique pour caractériser ce résultat.

Cmax (_ UV)

PIF =*1=
© Coue (+ UV)
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2.4.

Si I'on ne peut obtenir qu'un “PIF = *1”, cela signifie qu'il n'y a pas de potentiel phototoxique.
Dans les cas (b) et (c), les concentrations atteintes dans le test de phototoxicité in vitro 3T3 NRU doivent étre

soigneusement prises en considération lors de la détermination du potentiel phototoxique.

Modele prédictif, version 2: photo-effet moyen (MPE)

A titre de variante, on peut utiliser une nouvelle version du modéle de prédiction du potentiel phototoxique,
qui a été mise au point a partir des données de I'étude de validation UE/COLIPA (15) et testée en aveugle dans
une étude subséquente portant sur la phototoxicité in vitro des substances chimiques utilisées comme filtres
UV (13). Ce modele permet de s'affranchir des limites inhérentes au modele PIF dans les cas ol I'on ne peut
obtenir une ECs5y. Ce modele utilise le photo-effet moyen [“Mean Photo Effect” (MPE)] qui est une mesure
basée sur une comparaison des courbes concentration-réponse complétes. Pour utiliser le modéle MPE, l'uni-
versité Humboldt (Berlin, Allemagne) a mis au point un logiciel spécial qui peut étre obtenu gratuitement.

Interprétation des résultats

Un résultat positif au test de phototoxicité in vitro 3T3 NRU (PIF > 5 ou MPE 2 0,1) indique que la substance
testée a un potentiel phototoxique. Si ce résultat est obtenu a des concentrations inférieures a 10 pg/ml, le
produit chimique est aussi susceptible d'agir comme une phototoxine dans diverses conditions d'exposition in
vivo. Si un résultat positif n'est obtenu qu'a la concentration d'essai maximale de 100 pg/ml, d'autres investiga-
tions peuvent s'avérer nécessaires pour évaluer les risques ou le pouvoir phototoxique. Il peut s'agir notam-
ment d'étudier la pénétration et l'absorption cutanées ou I'éventuelle accumulation du produit chimique dans
la peau, ou de soumettre le produit a un autre type de test pour confirmer les résultats, en utilisant par exem-
ple un modele de peau humaine in vitro.

Un résultat négatif au test de phototoxicité in vitro 3T3 NRU (PIF < 5 ou MPE < 0,1) indique que la substance
testée ne s'est pas révélée phototoxique pour les cellules de mammifére en culture dans les conditions utilisées.
Dans les cas ot le produit chimique a pu étre testé jusqu'a la concentration maximale de 100 pg/ml, un résul-
tat négatif indique que le produit chimique n'a pas de potentiel phototoxique et qu'une phototoxicité in vivo
peut étre considérée comme improbable. Dans les cas ol l'on a obtenu des réponses toxiques identiques
(EC5o +UV et EC5,—UV) a des concentrations plus faibles, l'interprétation des résultats sera la méme. En
revanche, si aucune toxicité n'a été mise en évidence (+UV et —UV) et si la solubilité du produit dans l'eau a
limité les concentrations a des valeurs inférieures & 100 pg/ml, il faut peut-étre s'interroger sur l'adéquation
du systeme d'essai pour la substance a tester, et envisager un test de confirmation (par exemple, un test sur
un modele de peau in vitro ou ex vivo, ou bien un test in vivo).

COMMUNICATION DES RESULTATS

Rapport d'essai
Le rapport d'essai doit comporter les informations suivantes:

Produit chimique d tester:

— données d'identification et n® CAS si connu,

— nature physique et pureté,

— propriétés physicochimiques importantes pour la réalisation de I'étude,
— stabilité et photostabilité si connues.

Solvant:

— justification du choix du solvant,

— solubilité du produit chimique a tester dans ce solvant,

— pourcentage de solvant présent dans le milieu de traitement (EBSS ou PBS).

Cellules:

— type et provenance des cellules,

— absence de mycoplasmes,

— nombre de passages cellulaires, si connu,

— sensibilité des cellules aux UVA, déterminée avec I'équipement d'irradiation utilisé dans le test de photo-
toxicité in vitro 3T3 NRU.

Conditions d'essai (a); incubation avant et apres traitement:
— type et composition du milieu de culture,
— conditions d'incubation (concentration de CO,, température, humidité),

— durée de l'incubation (avant traitement et aprés traitement).
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Conditions d'essai (b); traitement par le produit chimique:

— justification des concentrations du produit chimique utilisées en présence et en absence de rayonnement
UV/lumiére visible,

— en cas de solubilité limitée du produit chimique et d'absence de cytotoxicité, justification de la concentra-
tion maximale utilisée,

— type et composition du milieu de traitement (solution saline tamponnée),

— durée du traitement chimique.

Conditions d'essai (c); irradiation:

— justification de la source de lumiére utilisée,

— caractéristiques d'irradiance spectrale de la source de lumiére,

— caractéristiques de transmission/absorption du (des) filtre(s) utilisé(s),
— caractéristiques du radiométre et modalités d'étalonnage,

— distance entre la source de lumiére et le systéme d'essai,

— irradiance UVA 2 cette distance, exprimée en mW/cm?,

— durée de l'exposition UV/lumiére visible,

— dose d'UVA (irradiance x temps), exprimée en Jfcm?,

— température appliquée aux cultures cellulaires durant l'irradiation et aux cultures cellulaires maintenues
concurremment dans l'obscurité.

Conditions d'essai (d); test NRU:

— composition du milieu NR,

— durée de l'incubation dans NR,

— conditions d'incubation (concentration de CO,, température, humidité),

— conditions d'extraction du NR (agent d'extraction, durée),

— longueur d'ondes utilisée pour la lecture spectrophotométrique de la densité optique du NR,
— seconde longueur d'ondes (référence), le cas échéant,

— contenu de I'échantillon destiné a l'essai a blanc du spectrophotométre, le cas échéant.

Résultats:

— viabilité cellulaire obtenue pour chaque concentration du produit chimique a tester, exprimée en% de la
viabilité moyenne des témoins,

— courbes concentration-réponse (concentration du produit chimique — viabilité cellulaire relative) obte-
nues dans les expériences +UVA et ~UVA paralléles,

— analyse des données fournies par les courbes concentration-réponse: si possible, calcul/détermination des
ECso (+UVA) et ECsy (-UVA),

— comparaison des deux courbes concentration-réponse obtenues en présence et en absence de rayonne-
ment UVA[lumiere visible, soit par le calcul du facteur de photo-irritation (PIF), soit par le calcul du
photo-effet moyen (MPE),

— classification du potentiel phototoxique,
— critéres d'acceptation de l'essai (a), témoin négatif simultané:
— viabilité absolue (densité optique de l'extrait de NR) des cellules irradiées et des cellules non irradiées,
— données historiques sur le témoin négatif, écart moyen et écart type,
critéres d'acceptation de l'essai (b), témoin positif simultané:
— ECs, (+UVA) et EC5, (-UVA) et PIF du produit chimique témoin positif,

— données historiques sur le produit chimique témoin positif: EC5y (+UVA) et EC5, (~UVA) et PIF,
écart moyen et écart type.

Discussion des résultats

Conclusions
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Appendice

Role du test de phototoxicité 3T3 NRU dans une approche séquentielle
des essais de phototoxicité des produits chimiques

Evaluation initiale du produit
chimique
R(Q)SA, photochimie

Spectres d’absorption
UV/lumiére visible

Pas d’autre

dans solvants Pas . es§ai p}}oto-
appropriés d’absorption biologique
(ex. OCDE TG 101) requis
Absorption
Test de phototoxicité in vitro 3T3 NRU
A conc.
® > 100 pg/ml
® o
A conc.
< 100 pg/ml
< ) 4
Mesures
¢ i A 4
reglemegtaues Pas de
en fonction de Test de o de
I'utilisation chez confirmation validé polentie
’ s phototoxique
I’homme (voir point 2.4) ai
(par exemple: gu

étiquetage)

A 4

Test de photo-
@D génotoxicité in vitro

Test de photo-allergie
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Essai d’innocuité
chez I'homme»
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