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Avis de non-responsabilité

Ce rapport a été développé en tant que ressource pour les agences fédérales américaines et les
parties prenantes qui cherchent a établir la confiance dans les nouvelles approches destinées a
remplacer, réduire ou réajuster le recours aux tests sur les animaux. Les principes décrits dans ce
rapport ont été élaborés avec la contribution du personnel de 17 agences fédérales, de plusieurs
groupes de travail interagences, du public et du Scientific Advisory Committee on Alternative
Toxicological Methods (SACATM ; Comité consultatif scientifique sur les méthodes
toxicologiques alternatives). En tant que tel, ce rapport ne refléte pas nécessairement les opinions
ou les politiques de I’ensemble des agences ou groupes de travail. Il ne crée aucun droit pour des
personnes ou parties et ne doit pas étre considéré comme un engagement de la part d’une
quelconque agence fédérale. Ce rapport n’établit aucune responsabilité juridiquement exécutoire.
11 a pour but de décrire la réflexion actuelle du Comité de coordination interagences pour la
validation des méthodes alternatives (ICCVAM) sur un sujet précis et ne doit étre considéré que
comme une série de recommandations, & moins que des exigences réglementaires ou légales
spécifiques soient citées. L’ utilisation du mot « devrait » signifie qu’une mesure est suggérée ou
recommandée, mais pas obligatoire.

Résumé analytique

De nouvelles méthodes d’approche (NAM) sont développées de plus en plus fréquemment et
sont utilisées pour fournir des évaluations réglementaires ou non réglementaires des effets
toxiques potentiels de substances chimiques et de produits sur la sant¢ humaine et
I’environnement. Ces NAM sont utilisées pour étudier les mécanismes biologiques qui sous-
tendent les processus toxicologiques, faciliter I’évaluation de produits nouveaux et existants, et
produire des informations sur 1’identification des dangers et les relations dose-réponse a des fins
d’évaluation des risques et de classification des dangers pour la santé et I’environnement. Ce
rapport a été ¢laboré par 'ICCVAM pour aider les €laborateurs et les utilisateurs finaux a
renforcer la confiance dans les NAM. Cette confiance peut étre instaurée grace a la mise en
ceuvre de stratégies de validation flexibles et adaptées a I’objectif qui tiennent compte de
I’application prévue de chaque NAM. Le présent rapport contribue a renforcer la confiance en
décrivant différents concepts, notamment le contexte d’utilisation, la pertinence biologique et la
caractérisation technique des NAM. Le rapport examine 1’acceptation réglementaire des NAM
par les agences fédérales américaines et les possibilités d’une harmonisation internationale, et
passe en revue les meilleures pratiques en maticre d’outils de qualité et d’évaluation technique
des NAM. Il souligne également la nécessité d’'une communication entre ¢laborateurs,
utilisateurs finaux et organismes de réglementation. La stratégie uniforme de validation est
obsoléte et n’est pas a méme de répondre aux besoins d’un domaine de pointe tel que celui des
NAM. L’ICCVAM est une organisation dont la capacité de conseil peut favoriser cette transition
vers des approches plus modernes, en coordonnant les efforts de validation et en créant des
opportunités de collaboration en maticre de recherche. C’est la raison pour laquelle PICCVAM a
¢laboré ce rapport, en coopération avec 17 organismes de réglementation et laboratoires de
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recherche fédéraux, pour aider ¢laborateurs, utilisateurs finaux et organismes de réglementation a
renforcer la confiance dans les NAM, afin qu’elles puissent étre mises en ceuvre pour compléter
ou remplacer les tests sur les animaux a des fins réglementaires ou autres.

1.0 Présentation

Le Comité de coordination interagences pour la validation des méthodes alternatives (ICCVAM)
est composé de représentants de 17 organismes fédéraux de réglementation et de recherche des
Etats-Unis qui demandent, utilisent, générent ou diffusent des informations sur les essais de
toxicologie et de sécurité. L’ ICCVAM réalise des évaluations techniques de stratégies d’essai
intégrées et de méthodes d’essai de sécurité nouvelles, révisées et alternatives applicables dans le
domaine réglementaire. L’ ICCVAM encourage également la validation scientifique et
I’acceptation ou la qualification réglementaire de méthodes d’essai qui évaluent avec exactitude
la sécurité chimique et les dangers des produits concernés dans le but de remplacer, de réduire ou
de réajuster (en améliorant le bien-€tre des animaux et en atténuant ou en €vitant la douleur et la
détresse) 1’utilisation des animaux.

Peu aprées sa création en tant que comité permanent en 1997, ’'ICCVAM a publié¢ un rapport
intitulé¢ Validation and Regulatory Acceptance of Toxicological Test Methods (« Validation et
acceptation réglementaire des méthodes d’essai toxicologiques ») (ICCVAM, 1997), qui
décrivait les critéres de validation et d’acceptation réglementaire des méthodes d’essai nouvelles
et alternatives. Des directives supplémentaires ont ensuite ét¢ fournies dans une publication de
2003, ICCVAM Guidelines for the Nomination and Submission of New, Revised, and
Alternative Test Methods (« Lignes directrices de I’ICCVAM pour la nomination et la
soumission de méthodes d’essai nouvelles, révisées et alternatives ») (ICCVAM, 2003). Les
principes énoncés dans ces documents ont ensuite servi de base a 1’é¢laboration des critéres
internationaux décrits dans le document d’orientation (GD) 34 de I’Organisation de coopération
et de développement économiques (OCDE) intitulé Guidance Document on the Validation and
International Acceptance of New or Updated Test Methods for Hazard Assessment (« Document
d’orientation sur la validation et I’acceptation internationale des méthodes d’essai nouvelles ou
actualisées pour 1’évaluation des dangers ») (OCDE, 2005). Ces ressources décrivaient un
modele de validation flexible en principe, mais qui, en pratique, a montré plusieurs limitations,
notamment sa longueur et sa forte consommation de ressources. Dans certains contextes
d’utilisation, il peut ne pas €tre nécessaire de soumettre les méthodes a toutes les étapes de ce
processus de validation pour permettre a une agence fédérale de recueillir des données
exploitables. De plus, ces documents ne sont pas compatibles avec de nombreuses approches
modernes des essais de toxicité, qui mettent I’accent moins sur la substitution des tests in vivo
par une méthode alternative unique que sur I’intégration des résultats de multiples essais in vitro
et in chemico et d’approches in silico (p. ex. modeles informatiques). En 2018, 'ICCVAM a
publi¢ A Strategic Roadmap for Establishing New Approaches to Evaluate the Safety of
Chemicals and Medical Products in the United States (« Feuille de route stratégique pour
I’établissement de nouvelles approches destinées a évaluer la sécurité des produits chimiques et
des médicaments aux Etats-Unis ») (ICCVAM, 2018). Ce document fournit un cadre conceptuel



Validation, qualification et acceptation réglementaire des NAM Mars 2024

favorisant une meilleure communication entre les agences et les ¢laborateurs de méthodes d’essai
ainsi qu’une plus grande flexibilité¢ dans la maniere d’établir la confiance, afin de garantir
I’adoption de nouvelles méthodes par les agences fédérales et les industries réglementées, une
fois validées pour une application ou un contexte d’utilisation (CU) particulier. Le texte qui suit
fournit des informations plus précises sur les moyens de renforcer la confiance dans les nouvelles
méthodes d’approche (NAM) sur la base des principes énoncés dans la Feuille de route 2018 de
I’'ICCVAM.

Dans le contexte de ce rapport, le terme « NAM » fait référence a toute technologie,
méthodologie, approche ou combinaison de celles-ci qui peut étre utilisée pour fournir des
informations sur 1’évaluation des dangers et des risques chimiques et favorise le remplacement,
la réduction ou le réajustement de 1’utilisation des animaux (principes des 3R). Ce rapport
s’appuie sur les principes énoncés dans les directives et les documents existants (Tableau 1)
acceptés aux Etats-Unis et & 1’échelle internationale, afin de préconiser une approche plus
flexible de renforcement de la confiance dans les NAM. Nous présentons ici les concepts clés de
validation, de qualification et d’acceptation réglementaire appliqués aux NAM comprenant des
essais dans un systéme biologique (p. ex. essais in vitro, certains essais in chemico, petits
organismes mode¢les), en reconnaissant que des considérations supplémentaires peuvent étre
nécessaires pour d’autres types de NAM, tels que les prédictions des modéles informatiques
(OCDE, 2007).

Tableau 1. Exemples de documents américains et internationaux existants relatifs a la validation,
a la qualification et a I’utilisation réglementaire des NAM

Titre du document Référence

Validation and Regulatory Acceptance of Toxicological Test Methods ICCVAM, 1997
(« Validation et acceptation réglementaire des méthodes d’essai
toxicologiques ») (retiré a la date de publication du présent rapport)

ICCVAM Guidelines for the Nomination and Submission of New, Revised, ICCVAM, 2003
and Alternative Test Methods (« Directives de 'ICCVAM pour la nomination
et la soumission de méthodes d’essai nouvelles, révisées et alternatives »)

Série de I’OCDE sur les essais et I’évaluation n® 34 : Guidance Document on | OCDE, 2005
the Validation and International Acceptance of New or Updated Test Methods

for Hazard Assessment (« Document d’orientation sur la validation et

’acceptation internationale de méthodes d’essai nouvelles ou actualisées pour

I’évaluation des risques »)

Recommended Procedures Regarding the CPSC’s Policy on Animal Testing | CPSC, 2012
(« Procédures recommandées concernant la politique de la CPSC en matiéere
d’essais sur les animaux »)



https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/suppdocs/subguidelines/sd_subg034508.pdf
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/suppdocs/subguidelines/sd_subg034508.pdf
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/suppdocs/subguidelines/sd_subg034508.pdf
https://one.oecd.org/document/ENV/JM/MONO(2005)14/en/pdf
https://one.oecd.org/document/ENV/JM/MONO(2005)14/en/pdf
https://one.oecd.org/document/ENV/JM/MONO(2005)14/en/pdf
https://one.oecd.org/document/ENV/JM/MONO(2005)14/en/pdf
https://one.oecd.org/document/ENV/JM/MONO(2005)14/en/pdf
https://www.cpsc.gov/Business--Manufacturing/Testing-Certification/Recommended-Procedures-Regarding-the-CPSCs-Policy-on-Animal-Testing
https://www.cpsc.gov/Business--Manufacturing/Testing-Certification/Recommended-Procedures-Regarding-the-CPSCs-Policy-on-Animal-Testing
https://www.cpsc.gov/Business--Manufacturing/Testing-Certification/Recommended-Procedures-Regarding-the-CPSCs-Policy-on-Animal-Testing

Validation, qualification et acceptation réglementaire des NAM Mars 2024
Titre du document Référence
FDA Predictive Toxicology Roadmap (« Feuille de route sur la toxicologie FDA, 2017a
prédictive de la FDA »)

Qualification of Medical Device Development Tools: Guidance for Industry, | FDA, 2017b
Tool Developers, and Food and Drug Administration Staff (« Qualification

des outils de développement des dispositifs médicaux : conseils a 1’attention

de I’'industrie, des développeurs d’outils et du personnel de la Food and Drug
Administration »)

EPA Strategic Plan to Promote the Development and Implementation of EPA, 2018

Alternative Test Methods Within the TSCA Program (« Plan stratégique de
I’EPA visant 4 promouvoir le développement et la mise en ceuvre de
méthodes de test alternatives dans le cadre du programme de la loi TSCA »)

ICCVAM Strategic Roadmap for Establishing New Approaches to Evaluate
the Safety of Chemicals and Medical Products in the United States (« Feuille
de route stratégique de I’ICCVAM pour établir de nouvelles approches
destinées a évaluer la sécurité des produits chimiques et médicaux aux Etats-

Unis »)

ICCVAM, 2018

Guidance Document on Good In Vitro Method Practices (GIVIMP)
(« Document d’orientation sur les Bonnes pratiques de laboratoire appliquées
aux €tudes in vitro (GIVIMP) »)

OCDE, 2018

Guidance for Industry and Test Method Developers: CPSC Staff Evaluation
of Alternative Test Methods and Integrated Testing Approaches and Data
Generated from Such Methods to Support FHSA Labeling Requirements

(« Directive a I’attention de 1’industrie et des élaborateurs de méthodes
d’essais : évaluation par le personnel de la CPSC des méthodes d’essais
alternatives et des approches de test intégrées ainsi que des données obtenues
par ces méthodes pour répondre aux exigences d’étiquetage de la loi FHSA »)

CPSC, 2020

Qualification Process for Drug Development Tools Guidance for Industry and
FDA Staff (« Processus de gqualification des outils de développement de
médicaments a 1’attention de 1’industrie et du personnel de la FDA »)

FDA, 2020

EPA New Approach Methods Work Plan (« Plan de travail sur les nouvelles
méthodes d’approche de ’EPA »)

EPA, 2021a

EPA Strategic Plan to Reduce the Use of Vertebrate Animals in Chemical
Testing (« Plan stratégique de I’EPA visant a réduire 1’utilisation d’animaux
vertébrés dans les essais chimiques »)

EPA, 2021b



https://www.fda.gov/science-research/about-science-research-fda/fdas-predictive-toxicology-roadmap
https://www.fda.gov/science-research/about-science-research-fda/fdas-predictive-toxicology-roadmap
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/qualification-medical-device-development-tools
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/qualification-medical-device-development-tools
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/qualification-medical-device-development-tools
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/qualification-medical-device-development-tools
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/qualification-medical-device-development-tools
https://www.epa.gov/sites/default/files/2018-06/documents/epa_alt_strat_plan_6-20-18_clean_final.pdf
https://www.epa.gov/sites/default/files/2018-06/documents/epa_alt_strat_plan_6-20-18_clean_final.pdf
https://www.epa.gov/sites/default/files/2018-06/documents/epa_alt_strat_plan_6-20-18_clean_final.pdf
https://www.epa.gov/sites/default/files/2018-06/documents/epa_alt_strat_plan_6-20-18_clean_final.pdf
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/docs/roadmap/iccvam_strategicroadmap_january2018_document_508.pdf
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/docs/roadmap/iccvam_strategicroadmap_january2018_document_508.pdf
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/docs/roadmap/iccvam_strategicroadmap_january2018_document_508.pdf
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/docs/roadmap/iccvam_strategicroadmap_january2018_document_508.pdf
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/docs/roadmap/iccvam_strategicroadmap_january2018_document_508.pdf
https://doi.org/10.1787/9789264304796-en
https://doi.org/10.1787/9789264304796-en
https://doi.org/10.1787/9789264304796-en
https://www.regulations.gov/document/CPSC-2021-0006-0001
https://www.regulations.gov/document/CPSC-2021-0006-0001
https://www.regulations.gov/document/CPSC-2021-0006-0001
https://www.regulations.gov/document/CPSC-2021-0006-0001
https://www.regulations.gov/document/CPSC-2021-0006-0001
https://www.regulations.gov/document/CPSC-2021-0006-0001
https://www.regulations.gov/document/CPSC-2021-0006-0001
https://www.fda.gov/media/133511/download
https://www.fda.gov/media/133511/download
https://www.fda.gov/media/133511/download
https://www.epa.gov/system/files/documents/2021-11/nams-work-plan_11_15_21_508-tagged.pdf
https://www.epa.gov/system/files/documents/2021-11/nams-work-plan_11_15_21_508-tagged.pdf
https://www.epa.gov/assessing-and-managing-chemicals-under-tsca/strategic-plan-reduce-use-vertebrate-animals-chemical
https://www.epa.gov/assessing-and-managing-chemicals-under-tsca/strategic-plan-reduce-use-vertebrate-animals-chemical
https://www.epa.gov/assessing-and-managing-chemicals-under-tsca/strategic-plan-reduce-use-vertebrate-animals-chemical

Validation, qualification et acceptation réglementaire des NAM Mars 2024

Titre du document Référence

Advancing New Alternative Methodologies at FDA (« Promotion des FDA, 2021a
nouvelles méthodes alternatives a la FDA »)

2.0 Principaux concepts d’une validation flexible et adaptée a
I’objectif des NAM

Les principes sous-jacents de la validation tels qu’ils sont décrits dans le GD 34 de I’OCDE
restent fondamentaux, mais les processus de validation devraient permettre de développer
efficacement et en temps opportun de NAM adaptées a 1’objectif, fiables et fournissant des
informations pertinentes pour 1’espéce considérée. Le GD 34 de ’OCDE stipule en particulier
que « les nouvelles méthodes d’essai sont soumises a une validation afin de garantir qu’elles sont
scientifiquement robustes et répondent aux besoins réglementaires », c.-a-d. que les méthodes
sont adaptées a I’objectif, ce qui, en plus d’éclairer les décisions réglementaires, pourrait inclure
la sélection et la hiérarchisation des cas d’utilisation. La directive indique également que « le
processus de validation doit étre flexible et adaptable » et que la performance doit étre

« démontrée a I’aide d’une série de substances chimiques de référence » et « évaluée par rapport
aux données de toxicité pertinentes existantes » (OCDE, 2005). Ainsi, la confiance dans les
NAM ne devrait pas étre considérée comme un statut universel accordé a I’issue d’un processus
défini (p. ex. considérer qu’une NAM est « validée » apres la réussite d’une étude par essai
circulaire) ; elle devrait au contraire étre comprise comme un processus évolutif et itératif
nécessitant une communication entre les élaborateurs de méthodes, les décideurs en matiére de
réglementation et les organismes de validation (ICCVAM, 2018).


https://www.fda.gov/media/144891/download
https://www.fda.gov/media/144891/download
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Figure 1. Concepts clés lors de 1’¢laboration et de la mise en ceuvre de stratégies de validation
flexibles et adaptées a I’objectif des NAM. D’apres van der Zalm et al. (2022).

La Figure 1 montre les concepts clés a prendre en compte lors de la conception et de la mise en
ceuvre de stratégies de validation flexibles et adaptées a I’objectif. Ces concepts sont largement
applicables a I’utilisation des NAM a différentes fins, mais devraient étre adaptés en fonction du
scénario et de 1’application considérés. Un concept général a prendre en compte est le CU, a
savoir I’objectif fixé pour la NAM (p. ex. criblage, identification des dangers, évaluation de la
puissance ou point de départ pour 1’évaluation quantitative des risques). Le CU influera sur la
flexibilité du processus de validation et les modalités d’établissement de 1’adéquation de la NAM
a un CU donné. Les concepts clés appliqués a ce processus de validation flexible et adapté a
I’objectif sont la pertinence biologique, la caractérisation technique, I’intégrité des données et la
transparence de I’information. Comme le montre la figure, ces aspects sont liés et
interdépendants. Enfin, toutes les étapes du processus de validation doivent faire I’objet d’un
examen indépendant. Ces concepts clés sont semblables aux éléments essentiels proposés par
van der Zalm et al. (2022) dans un cadre visant a établir la confiance scientifique dans les NAM.
Toutefois, nous les adaptons ici pour qu’ils se prétent a un plus large éventail d’applications des
NAM. Chacun de ces concepts clés est examiné plus en détail dans la section 3.0.
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3.0 Appliquer les concepts clés pour renforcer la confiance dans
les NAM

La validation devrait étre un processus robuste, mais flexible dans lequel la confiance
scientifique est établie en déterminant I’adéquation d’'une NAM a un CU particulier. Le cas
¢chéant, des preuves devraient dans la mesure du possible étre fournies pour indiquer que
I’utilisation d’une méthode alternative fournira des informations équivalentes, voire meilleures
que la méthode existante, et qu’elle donnera lieu a un examen réglementaire menant a des
décisions qui protégent autant la sant¢ humaine. Le CU détermine les critéres détaillés et la mise
en ceuvre des concepts clés. Afin de déterminer si une NAM est adaptée a un objectif particulier,
le CU et la biologie pertinente que la NAM est censée couvrir devraient tous deux étre
clairement définis. La NAM doit étre diment décrite et fournir des informations techniquement
fiables qui sont biologiquement pertinentes et/ou protégent la santé pour le critére d’évaluation
biologique ou le processus examiné. La composition des informations fournies par la NAM doit
étre suffisamment transparente pour permettre un examen indépendant garantissant leur intégrité
et leur fiabilité. Si approprié et possible, le renforcement de la confiance dans les NAM peut
comprendre une démonstration que celles-ci fournissent des informations d’une qualité et d’une
pertinence équivalentes ou supérieures pour les especes considérées aux fins de la prise de
décisions réglementaires, en les comparant quantitativement ou qualitativement aux informations
fournies par les méthodes d’essai traditionnelles sur les animaux. Pour éviter de s’en tenir au
statu quo, il convient d’expliciter la possibilité que les NAM pourraient fournir des informations
d’une qualité et d’une pertinence supérieures aux fins de la prise de décisions réglementaires que
les méthodes d’essai traditionnelles sur les animaux. Cela nécessite un cadre de validation
prévoyant cette possibilité, mais également les circonstances dans lesquelles une comparaison
avec les données des méthodes d’essai traditionnelles sur les animaux pourrait ne pas étre
praticable.

3.1 Contexte d’utilisation

L’¢établissement du CU, a savoir I'utilisation prévue d’'une NAM, comprend la rédaction d’une
déclaration décrivant de maniére compléte et claire la manic¢re dont la NAM est censée étre
utilisée et son objectif réglementaire (le cas échéant). Les agences fédérales américaines operent
conformément a des lois et réglements propres a chaque agence (voir p. ex. Shaffer, 2021). Elles
recourent par conséquent a des critéres différents pour établir si une NAM est acceptable et
applicable a leurs besoins individuels. Dans certains cas, méme au sein d’'une méme agence

(p. ex. un centre de la Food and Drug Administration [FDA] des Etats-Unis ou un bureau de

I’ Agence américaine de protection de I’environnement [EPA]), les besoins peuvent varier en
fonction du domaine de réglementation. La situation est encore plus complexe au niveau
international, car la réglementation en vigueur dans d’autres pays peut différer de celle des Etats-
Unis ; les méthodes acceptables dans un pays pour un CU donné peuvent donc ne pas 1’étre
ailleurs. Par conséquent, une NAM validée pour répondre a un critére d’évaluation biologique
spécifique pour un (ou plusieurs) CU dans le cadre d’une directive/d’un réglement particulier
pourrait ne pas €tre jugée acceptable en vertu d’une directive/d’un réglement différent pour
d’autres agences, juridictions réglementaires et pays. Pour mieux cerner la diversité de ce
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paysage réglementaire, ’'ICCVAM a recueilli des informations aupreés d’une variété d’agences
tant nationales qu’internationales, afin de caractériser leurs besoins pour différents critéres
d’évaluation biologique de la toxicité (NIEHS, 2023a ; exemples présentés dans le Tableau 2).

Tableau 2. Manuscrits produits par les groupes de travail de 'ICCVAM détaillant les besoins
des agences en maticre d’essais dans des domaines sélectionnés

Cible des essais Référence

Essais de toxicité aigué Strickland et al., 2018

Essais d’écotoxicité Ceger et al., 2022

Extrapolation in vitro-in vivo Chang et al., 2022

Essais de nanomatériaux a I’aide des NAM Petersen et al., 2022a

Sensibilisation cutanée Daniel et al., 2018; Strickland et al., 2019
Essais d’irritation cutanée et oculaire Choksi et al., 2019

Les NAM relevant de différents CU, tels que le criblage/la hiérarchisation et I’identification des
dangers, peuvent étre différentes de celles congues pour répondre a des questions spécifiques sur
les mécanismes toxicologiques et/ou pour étayer les évaluations quantitatives des risques.
Différents critéres pourront donc étre élaborés et appliqués a 1’évaluation et a la validation des
NAM pour chaque fin. De nombreuses nouvelles méthodes sont développées dans les milieux
universitaires pour répondre a des questions de recherche fondamentale qui peuvent étre de
nature spécifique ou exploratoire. Parfois, il peut s’avérer que 1’une de ces méthodes pourrait étre
utilisée dans des domaines appliqués sortant du cadre strict de la recherche fondamentale,
notamment la prise de décisions réglementaires. Il est important que les élaborateurs de
nouvelles méthodes rencontrent a la fois les agences fédérales et/ou les utilisateurs prévus ou les
parties prenantes avant de valider une NAM afin de s’assurer que les études de validation
congues pour établir la confiance seront adaptées au CU visé.

D’autres NAM peuvent étre plus utiles pour la découverte et le développement de produits. Une
NAM peut étre adoptée pour le criblage de nouvelles molécules afin de déterminer leurs effets
désirables (p. ex. pharmacologiques) ou potentiellement indésirables (toxiques). Ces données
peuvent étre utilisées pour prendre des décisions concernant les molécules a évaluer plus avant.
La standardisation des méthodes d’essai peut promouvoir I’innovation en concentrant les efforts
et les ressources sur les découvertes technologiques ou thérapeutiques, plutdt que sur le
développement ou les essais de méthodes. Ces utilisations des NAM ont tendance a ne pas
relever de ’autorité réglementaire de la plupart des agences fédérales. Cependant, il est toujours
recommandé d’appliquer les concepts clés visant a établir la confiance scientifique dans les
NAM afin de garantir I’obtention de données de haute qualité. Il est reconnu que ces utilisations
des NAM peuvent a la fois favoriser directement les principes des 3R et fournir une expérience
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et des données préliminaires propices a la poursuite du développement d’une NAM et
susceptibles de permettre son utilisation a des fins réglementaires.

3.2 Pertinence biologique

La pertinence d’une NAM décrit la relation entre 1’essai et ’effet chez ’espece cible, et indique
si la méthode d’essai est significative et utile pour un objectif défini, ses limites étant identifiées.
Une démonstration adéquate de la pertinence d’une NAM est importante pour contribuer a
renforcer la confiance a son égard. La pertinence biologique peut étre démontrée de différentes
manigéres en fonction des informations disponibles, comme détaillé ci-dessous.

Les considérations relatives a la pertinence biologique détaillées dans les sous-sections ci-apres
sont les suivantes :

¢ Quel type d’information la NAM fournit-elle ? La biologie et les mécanismes menant au
résultat/critére d’évaluation biologique sont-ils compris ?

¢ Quelles sont les données de référence disponibles pour évaluer le résultat que la NAM est
censée éclairer ?

e Quels sont les ¢léments a prendre en compte pour déterminer le bien-fond¢ et les
modalités de la comparaison des résultats d’une NAM a ceux d’une méthode de
laboratoire établie ?

D’autres considérations relatives a la pertinence biologique pourraient également étre
importantes, en fonction des circonstances propres a la demande de validation.

3.2.1 Compréhension mécanistique

11 est important d’examiner la biologie de I’espéce considérée (généralement, mais pas
seulement, humaine) lors de I’évaluation de la pertinence d’une NAM. Les comparaisons entre
les informations fournies par la NAM et la biologie in vivo devraient étre étayées, dans la mesure
du possible, par les connaissances mécanistiques existantes (p. ex. une voie toxicologique
impliquée dans les effets indésirables [AOP] ou un processus biologique ayant une importance
toxicologique). L’association d’une NAM a une AOP établie par I’intermédiaire d’un événement
déclenchant moléculaire ou d’un ou plusieurs événements clés peut aider a démontrer la
pertinence biologique de la NAM. D’autre part, I’absence d’une AOP établie pour le résultat
prédit par une NAM n’exclut pas nécessairement que la NAM soit utile, et ces informations
complémentaires peuvent provenir d’indications mécanistiques tirées des données in vivo et de la
compréhension de la biologie de I’espece cible. Il est important qu’une NAM soit caractérisée de
manicre exhaustive et décrive clairement quel événement biologique est mesuré et le lien avec
I’effet indésirable ou le danger concerné.

La description de la NAM devrait indiquer la plausibilité biologique du mod¢le destiné a prédire
les résultats in vivo et/ou fournir un lien mécanistique avec un processus, un mécanisme ou une
AOQOP biologique. Par exemple, si une NAM est censée prédire le risque qu’un produit
pharmaceutique humain provoque des malformations feetales ou une mortalité embryofcetale, les



Validation, qualification et acceptation réglementaire des NAM Mars 2024

mécanismes du développement embryofcetal (p. ex. migration cellulaire, différenciation,
vasculogenése, neurulation, gastrulation) et le rapport avec les effets indésirables ultérieurs sur le
développement qu’étudie le modele devraient étre compris (FDA, 2021b). Bien que la relation
avec I’effet in vivo prévu puisse étre de nature corrélative, il est plus difficile de renforcer la
confiance dans les prédictions de la NAM a partir de relations uniquement corrélatives ou
empiriques ; par conséquent, les essais dont la pertinence biologique est clairement établie pour
le processus évalué sont préférés. L’absence de compréhension de la pertinence biologique et
mécanistique d’'une NAM pourrait restreindre son applicabilité aux limites étroitement définies
par les données utilisées pour valider la NAM et rendre difficile I’extension des NAM a des
classes chimiques autres que celles utilisées pour établir et valider la NAM.

Une AOP est un cadre d’organisation utile pour établir un lien entre les perturbations
moléculaires et cellulaires et les effets indésirables sur la santé, et peut étre utilisée pour
développer et ancrer des NAM représentant des processus toxicologiques importants. Il existe
des exemples de critéres d’évaluation présentant des AOP bien établies, notamment la
sensibilisation cutanée (Kleinstreuer et al., 2018). Pour les critéres d’évaluation ne s’appuyant
pas sur des AOP bien établies, il est possible d’envisager la pertinence mécanistique de la NAM
sur la base de facteurs tels que les voies ou les processus biologiques (Tableau 3).

Tableau 3. Exemples de criteres d’évaluation pour lesquels la pertinence biologique et
mécanistique des NAM a été¢ démontrée™

Critére Résumé Références
d’évaluation

Sensibilisation Le critére d’évaluation s’appuie sur une Kleinstreuer et al., 2018 ;
cutanée AOP humaine pertinente bien développée OCDE, 2021a

par rapport a laquelle des approches définies
combinant plusieurs NAM sont
cartographiées et décrites dans la ligne
directrice n® 497 de ’OCDE.

Perturbation Des modeéles de voies établis utilisant des Judson et al., 2015 ;
endocrinienne NAM complémentaires dans le cadre d’une | Kleinstreuer et al., 2017 ;
stratégie intégrée sont disponibles pour EPA, 2023

I’activité des récepteurs des cestrogeénes et
des androgenes. L’EPA accepte ces NAM
pour le criblage de niveau 1 dans le cadre du
programme de dépistage des perturbateurs
endocriniens.

10
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Critere Résumé Références
d’évaluation
Neurotoxicité Les AOP disponibles pour ce critére Crofton and Mundy,
développementale | d’évaluation complexe sont limitées. En 2021 ; OCDE, 2022a ;
revanche, une batterie de NAM couvrant les | OCDE, 2023

processus critiques du neurodéveloppement
humain a été développée. L’OCDE a publié
un document d’orientation sur la batterie, qui
comprend des études de cas sur les
approches intégrées en matiere d’essai et
d’évaluation (IATA).

Toxicité par
inhalation

Une approche alternative utilisant un essai in
vitro sur cellules humaines et une
modélisation informatique a été utilisée pour
déterminer un point de départ pour
I’évaluation des risques pour la santé
humaine par ’EPA. Cette approche a
¢galement été publiée dans le cadre d’une
¢tude de cas d’IATA de I’OCDE.

Corley et al., 2021 ; EPA,
2021c ; OCDE, 2022b

Irritation oculaire

Document d’orientation décrivant un cadre
d’essai alternatif pour évaluer le pouvoir
irritatif oculaire des pesticides et des
formulations pesticides. Les méthodes
d’essai in vivo, in vitro et ex vivo disponibles
ont été examinées en fonction de leur
pertinence vis-a-vis de 1’anatomie oculaire
humaine et des mécanismes de toxicité.

EPA, 2015 ; Clippinger et
al., 2021

Irritation cutanée

Document d’orientation proposant une IATA
pour la corrosion et I’irritation cutanées sur
la base des informations existantes, des
propriétés physicochimiques et d’autres
méthodes non expérimentales.

OCDE, 2014

* Se reporter aux directives spécifiques a chaque agence pour I’acceptation des différentes NAM.

Dans I’idé€al, la description de la relation entre la NAM et I’effet biologique considéré devrait
étre basée sur les informations disponibles relatives a la biologie ou au mécanisme d’action
pertinent pour le critére d’évaluation concerné chez I’espéce considérée. Cela pourrait ne pas tre
possible dans certains cas, la comparaison ne pouvant étre basée que sur les données se
rapportant a une espece différente de celle considérée. Cependant, la physiologie de I’espece
considérée peut différer de celle de I’espece de substitution existante, ce qui souligne encore

11



Validation, qualification et acceptation réglementaire des NAM Mars 2024

davantage la nécessité d’intégrer une compréhension mécanistique dans 1’évaluation de la NAM.
Par exemple, les caractéristiques anatomiques et physiologiques de I’ceil du lapin different de
celles de 1’ceil humain (Clippinger et al., 2021) et les fenétres de sensibilité au cours du
développement du cerveau varient selon les espéces (Smirnova et al., 2014 ; Tsuji et Crofton,
2012). Par conséquent, la pertinence biologique vis-a-vis de I’espéce considérée et les principaux
aspects relatifs a I’exposition devraient étre pris en compte lors de 1’évaluation tant de la NAM
que de la méthode d’essai de référence existante. Les évaluations de la pertinence biologique et
mécanistique pourraient prendre en compte, par exemple, la pertinence du type de cellule utilisé,
les caractéristiques physiologiques de 1’organe/tissu a 1’étude, ou la présence de métabolites
propres a I’espece associés a la substance testée (en notant que les métabolites peuvent varier
d’une espece a I’autre ou €tre différents de ceux produits dans une NAM). En outre, la capacité
d’une méthode a évaluer un mode d’action ou un mécanisme spécifique a une espece particulicre
pourrait €tre examinée (Hartung, 2010 ; Madia et al., 2021 ; Parish et al., 2020).

Au-dela de la translation entre especes, les variations entre individus (p. ex. donneurs de cellules
ou de tissus utilisés dans les essais in vitro) peuvent elles aussi générer une variation biologique
qui peut affecter la réponse mesurée, voire apporter des éclairages supplémentaires sur la
variabilité interindividuelle au sein d’une population (Harrill, 2020). Bien que cela ne soit pas
abordé de manicre approfondie dans le présent document, les utilisateurs et les élaborateurs de
NAM devraient savoir que I’observation d’un effet (en ce qui concerne I’ampleur et, dans
certains cas, la présence de 1’effet observé) ainsi que le point de départ ou la dose a laquelle
I’effet se produit peuvent étre modulés par la variation de la séquence génétique présente sur un
panel de lignées cellulaires (Chiu et al., 2017). L’utilisation de panels de lignées cellulaires
génétiquement diversifiées dans les tests cellulaires peut offrir des avantages pour comprendre la
réponse phénotypique et la dynamique de la toxicité dans la population (Harrill et McAllister,
2017), révéler des variants de s€quences génétiques qui confeérent une sensibilité (Frick et al.,
2015), permettre I’identification de sous-populations particuliérement sensibles (Church et al.,
2015) et faciliter la mesure de la variabilité toxicocinétique et toxicodynamique (Rusyn et al.,
2022). Bien que des lignées cellulaires dérivées de tumeurs soient parfois utilisées dans des
modeles in vitro, leur composition génétique peut ne pas représenter de maniere adéquate la
variation génétique au sein de la population. Les recommandations visant a incorporer cette
diversité dans les NAM dépendront du contexte. En conséquence, des plans d’étude adaptés aux
objectifs devraient étre développés en coopération avec des généticiens, afin de garantir une
couverture adéquate de la variation de I’espéce cible, ainsi qu’avec des bioéthiciens et les
groupes de parties prenantes concernés si la variation génétique humaine doit étre explorée (voir
par exemple ICCVAM, 2022). Les recommandations spécifiques a 1’évaluation des variations
interindividuelles dépassent le cadre de ce rapport et continueront probablement d’évoluer au
rythme des avancées scientifiques dans ce domaine.

Dans certains cas, des AOP complexes ou des résultats dérivés de plus d’une AOP pourraient
nécessiter 1’évaluation de plusieurs aspects du mécanisme de 1’effet indésirable afin d’obtenir
une prévision adéquate des résultats. Les NAM présentent généralement des limitations qui ne
leur permettent pas d’étre prédictives ou techniquement applicables pour toutes les classes
chimiques. Une NAM peut également étre limitée en ce qui concerne la complexité de la
biologie qu’elle peut représenter. La combinaison de plusieurs NAM présentant des
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performances, une applicabilité et des couvertures biologiques différentes dans le cadre
d’approches définies (AD) peut améliorer leur pouvoir prédictif (OCDE, 2017). Les NAM
appropriées peuvent pour ce faire étre associées aux principaux ¢vénements d’une AOP afin de
garantir une représentation mécanistique suffisante pour prédire les effets indésirables pertinents
chez I’espece considérée. La ligne directrice n® 497 : Approches définies pour la sensibilisation
cutanée (OCDE, 2021a) fournit un exemple d’association des NAM aux événements clés d’une
AQOP débouchant sur une AD visant a répondre a un critere d’évaluation réglementaire.

3.2.2 Composés de référence

Les composés de référence peuvent avoir un large éventail d’objectifs potentiels, allant de la
réalisation d’un essai a I’évaluation de sa qualité technique et de sa pertinence biologique,
comme le montre le Tableau 4. Un composé de référence peut €tre adapté a un objectif, mais
inadéquat pour un autre. Par exemple, un composé de référence peut étre efficace pour une
méthode donnée comme témoin positif (p. ex. essai de neurotoxicité développementale) méme
s’il n’entrainerait pas I’effet indésirable impliqué chez I’espece cible (p. ex. en raison d’une
incapacité a traverser la barriére hématoencéphalique) et pourrait donc ne pas €tre approprié
comme composé de référence pour un critére d’évaluation biologique. Selon le CU, les
composés de référence peuvent inclure des substances chimiques monoconstituantes, des
mélanges ou des extraits complexes (p. ex. issus de dispositifs médicaux).
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Tableau 4. Utilisations sélectionnées de composés de référence

Ensembles de Objectif(s) Critéres de sélection des composés
composés

distincts*

Témoin(s) Vérifier si la méthode fonctionne Composés qui se sont aveérés
positif(s) selon les attentes. provoquer une modification

systématique, mesurable et
statistiquement significative d’un
résultat d’essai précis dans les
conditions de la méthode.

Composés de

Evaluer dans quelle mesure une

Ensemble de composés

performance méthode nouvelle ou modifiée peut systématiquement associé a une
étre comparée a une méthode réponse (ou a une absence de
similaire établie (« me-too »). réponse) avec la méthode déja
¢tablie.
Composés Evaluer la performance d’un nouveau | Composés systématiquement associés
d’épreuve de laboratoire a I’aide d’une méthode a une réponse (ou a une absence de
compétence ¢tablie. réponse) avec la méthode établie ;

peuvent étre un sous-ensemble des
composés de performance.

Composés de
référence pour
les critéres
d’évaluation
biologiques

1) Evaluer la pertinence biologique
d’une méthode.

2) Comparer la concordance entre des
méthodes congues pour mesurer un
résultat relevant du méme critére
d’évaluation biologique in vivo, mais
qui utilisent un contexte différent

(p. ex. espece, méthode ou modalité
de mesure différente).

1) Composés associés de maniere
démontrée a un effet (résultat positif)
ou a une absence d’effet (résultat
négatif) in vivo pour le critére
d’évaluation considéré (dans I’idéal
pour 1’organisme cible considéré ou
une espece de comparaison
appropriée).

2) Un ensemble commun de
composés qui ont €té testés pour le
critere d’évaluation considéré dans au
moins une méthode fiable.

* Les composés admissibles a ces ensembles peuvent se chevaucher.

Pour démontrer la validité scientifique d’une NAM, il est essentiel d’évaluer sa performance par
rapport aux méthodes d’essai existantes, souvent en testant des composés de référence pour des
critéres d’évaluation biologiques dont les activités biologiques sont bien caractérisées et
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comprises. Les composés de référence pour des critéres d’évaluation biologiques comprennent
généralement des composés pour lesquels il a ét¢ démontré qu’ils produisaient des effets
indésirables, dans 1’1déal avec une gamme de puissances, ou ne produisaient pas de tels effets
(Browne et al., 2019).

L’identification de composés de référence pour des critéres d’évaluation biologiques ayant des
effets avérés sur des résultats apicaux particuliers peut étre difficile. C’est particuliérement vrai
chez ’homme, pour lequel les données font souvent défaut, en raison des efforts consentis dans
le domaine de la toxicologie pour prévenir I’exposition humaine a des substances chimiques
potentiellement dangereuses. Le succes de ces efforts signifie que les données disponibles chez
I’homme sont limitées, ou que ces substances n’ont pas été caractérisées ou mesurées de maniere
adéquate dans les populations humaines. Lorsque de telles données sont disponibles chez
I’homme, elles peuvent provenir d’expositions accidentelles ou faibles, qui générent souvent des
données quantitatives limitées sur les niveaux d’exposition ou les résultats. Les études de cas
peuvent fournir des indications sur le danger, mais ne sont généralement pas adaptées pour
¢établir des corrélations claires entre la cause et 1’effet.

Malgré ces difficultés, des efforts devraient étre déployés pour identifier des composés ayant des
effets sur ’homme liés au résultat ou au mécanisme prédit par la NAM en cours de
développement. Méme si ces données ont une capacité limitée a étayer I’évaluation quantitative
de la méthode, elles peuvent fournir un controle qualitatif de la pertinence de la NAM. Des
données épidémiologiques humaines de haute qualité peuvent également étre difficiles a obtenir
et a aligner sur les données toxicologiques ; toutefois, les données épidémiologiques sont utiles
pour identifier des substances chimiques présentes dans 1’environnement qui sont fortement
associées a des effets nocifs sur la santé¢ humaine. Des cadres de référence fondés sur des
données probantes ont été développés en vue de la compilation de grandes quantités
d’informations, puis de la sélection transparente et objective d’ensembles de données plus
restreints et pertinents (Wikoff et al., 2020), améliorant ainsi I’accessibilité des données. Ces
cadres comprennent des cartes de preuves systématiques, qui fournissent un apergu général d’un
socle de données probantes, et des revues systématiques ultérieures, qui permettent une
¢valuation plus ciblée et complete d’une question de recherche particuliere, et I’intégration plus
rapide des données épidémiologiques humaines avec d’autres sources d’informations existantes
Wolffe et al., 2019). En combinaison avec des sources de données mécanistiques et des données
existantes chez 1’animal, ces éléments pourraient servir a définir des composés de référence pour
des criteres d’évaluation biologiques contribuant a établir la confiance scientifique dans les
NAM (voir Krishna et al., 2021 pour un exemple).

Dans la mesure du possible, les composés qui se sont avérés provoquer le ou les effets pertinents
chez I’espece considérée devraient étre utilisés comme témoins positifs lors de I’évaluation de la
robustesse et de la pertinence de la NAM. Petersen (2021) a décrit les caractéristiques a prendre
en compte lors du choix des témoins positifs (p. ex. substances chimiques testées a 1’aide de
mesures de contrdle en cours de processus chaque fois que 1’essai est effectué), et bon nombre de
ces considérations seront également pertinentes pour les composés de référence employés dans
I’évaluation d’'une NAM. Les composés de référence positifs et négatifs pour les critéres
d’évaluation biologiques, les composés de performance et les composés d’épreuve de
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compétence devraient étre inclus et sélectionnés avec le méme soin. En raison du biais historique
de la littérature en faveur des résultats positifs (sachant que les résultats positifs signalés dans la
littérature ne sont pas tous de vrais positifs), il pourrait étre plus ardu d’identifier des composés
de référence fiables qui sont négatifs pour le critere d’évaluation cible. La publication des efforts
de préparation des données axés sur les résultats négatifs devrait étre sérieusement envisagée ; la
réalisation de tests des composés jusqu’a des concentrations relativement élevées sur un large
¢ventail de cibles pourrait fournir des informations précieuses pour aider a surmonter ce
probléme.

Une liste unique pourrait ne pas permettre de couvrir tous les CU et la sélection des composés de
référence devrait tenir compte des besoins réglementaires de chaque CU. Dans certains cas, il
peut également Etre utile de définir des sous-ensembles de composés de référence pour les
criteres d’évaluation biologiques en fonction du mécanisme évalué (plutot que du critere
d’évaluation apical) pour chaque NAM d’une batterie. Par exemple, peu de composés peuvent
étre considérés comme des composés de référence pour la neurotoxicité développementale, et
chaque processus ¢évalué dans la batterie (p. ex. prolifération ou excroissance d’axones) possede
ses propres composés de référence pour les criteéres d’évaluation biologiques propres a 1’essai.
Par conséquent, un composé de référence pour un critére d’évaluation biologique peut étre positif
dans un essai, mais négatif dans un autre essai évaluant des mécanismes ou des processus
différents.

Des listes de composés de référence (p. ex. pour évaluer la transférabilité) sont exigées dans le
cadre du processus de validation officiel décrit par ’OCDE. Cependant, la compilation de
composés de référence fiables est gourmande en temps et en ressources. Les efforts visant a
faciliter I’¢laboration rapide de listes organisées de composés de référence par le biais de revues
systématiques rigoureuses et de processus d’automatisation, lorsque cela est possible, ont permis
une évaluation plus robuste de la sensibilité et de la spécificité¢ des NAM (Judson et al., 2019 ;
Thomas et al., 2019). Un exemple de liste de composés de référence pour des critéres
d’évaluation biologiques en vue de la qualification des NAM est disponible dans la révision 2021
par la FDA du document S5(R3) Detection of Reproductive and Developmental Toxicity for
Human Pharmaceuticals Guidance for Industry (« Ligne directrice pour I’industrie : Détection de
la toxicité reproductive et développementale pour les produits pharmaceutiques utilisés chez
I’homme ») du Conseil international d’harmonisation des exigences techniques pour
I’enregistrement des médicaments a usage humain (CIH) (FDA, 2021b). La liste comprend des
composés donnant des résultats positifs et négatifs. La ligne directrice indique que ces composés,
parmi d’autres, peuvent étre utilisés pour étayer la qualification d’un essai ou d’une batterie
d’essais alternatif dans des CU particuliers.

3.2.3 Comparaison avec les méthodes existantes sur les animaux de laboratoire

La norme visant a établir la confiance scientifique dans une NAM et a obtenir son acceptation
réglementaire a généralement consisté a examiner si la NAM pouvait fournir des informations
d’une utilité, d’une qualité scientifique et/ou d’une pertinence équivalentes ou supérieures a
celles de la méthode d’essai existante utilisée pour la prise de décisions réglementaires (en
fonction du cadre réglementaire de chaque agence). Par exemple, 1’un des critéres du GD 34 de
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I’OCDE pour valider toute nouvelle méthode d’essai est le suivant : « la méthode génére des
données a des fins d’évaluation des risques qui sont au moins aussi utiles, et de préférence
meilleures, que celles obtenues a 1’aide des méthodes existantes. Le niveau de protection de la
santé¢ humaine ou de I’environnement sera ainsi comparable, voire supérieur » (OCDE, 2005). La
loi américaine Toxic Substances Control Act modifiée (section 4(h)(1)(B)) inclut des
considérations spécifiques aux NAM et impose a ’EPA d’encourager et de faciliter

« I'utilisation de méthodes et de stratégies d’essai scientifiquement valables qui réduisent ou
remplacent ’utilisation d’animaux vertébrés, tout en fournissant des informations d’une qualité
et d’une pertinence scientifiques équivalentes ou supérieures a méme d’étayer les décisions
réglementaires » (15 USC §2601, 2016).

Historiquement, le concept « équivalent ou meilleur » repose sur une comparaison directe avec
les données des tests traditionnels sur les animaux. Cependant, pour atteindre I’objectif d’une

« meilleure » information, il doit étre reconnu qu’une NAM peut ne pas fournir les mémes
renseignements que la méthode d’essai traditionnelle sur les animaux et que ses résultats peuvent
ne pas correspondre directement aux résultats de cette derniere (voir p. ex. Clippinger et al.,
2021 ; Hoffmann et al., 2018, 2008 ; ICCVAM, 2018 ; Kolle et al., 2017 ; Petersen et al., 2022b ;
Piersma et al., 2018 ; Prior et al., 2019 ; Sewell et al., 2017). Dans certains cas, la NAM peut
fournir des informations biologiquement pertinentes, des informations mécanistiques ou des
critéres d’évaluation suffisamment sensibles adaptés au processus de prise de décision
réglementaire, et une comparaison avec les données des méthodes d’essai traditionnelles sur les
animaux peut ne pas €tre nécessaire. Par exemple, certaines cibles pharmacologiques ou
toxicologiques peuvent ne pas exister chez les espeéces non humaines, auquel cas les études sur
les animaux ne permettent pas d’évaluer les effets humains potentiels médiés par de telles cibles.
Des NAM propres a I’homme pourraient fournir des informations biologiquement pertinentes
dans ces cas. En outre, les NAM fournissent souvent des informations mécanistiques plutot que
des données sur les critéres d’évaluation apicaux mesurés dans les méthodes d’essai sur les
animaux (a titre d’exemple, alors qu’une réduction du poids corporel observée chez un animal
peut ne pas €lucider le mécanisme sous-jacent de la toxicité, ces informations mécanistiques
pourraient étre fournies par des NAM). Il peut également arriver que le modele animal permette
de mesurer un critére d’évaluation biologique complexe qui est pertinent pour le CU, mais n’est
pas couvert de maniére adéquate par la NAM en question. Dans de tels cas, une comparaison
avec les méthodes traditionnelles d’essai sur les animaux peut étre 1’option la plus opportune, en
particulier lorsque le mécanisme n’est pas entierement compris. L’objectif de I’évaluation est de
démontrer que la NAM fournit des informations qui ménent a une décision réglementaire
semblable a celle qui serait prise sur la base des méthodes existantes.

Les comparaisons entre les NAM et les méthodes existantes sur les animaux de laboratoire, le
cas échéant, devraient tenir compte de la fiabilité et de la reproductibilité des méthodes d’essai
sur les animaux de référence, en clarifiant notamment les raisons de la variance observée dans les
deux types de méthodes, si possible. Lorsqu’elles sont disponibles, 1’utilisation de données de
référence relatives a I’espéce considérée permet d’évaluer une NAM par rapport a la réponse
propre a I’espece. Si des données chronologiques in vivo sont disponibles, des NAM telles que
des systémes microphysiologiques peuvent étre utilisées pour simuler la toxicocinétique, apres
quoi I’extrapolation informatique du systéme microphysiologique peut €tre comparée aux
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données animales ou humaines. La mod¢lisation pharmacocinétique basée sur la physiologie
permet d’estimer les concentrations internes a partir de doses de référence et de les comparer aux
concentrations d’activité in vitro. Ces modeles peuvent €galement étre appliqués dans le cadre
d’une approche de dosimétrie inverse pour effectuer une extrapolation in vitro-in-vivo (IVIVE) et
prédire les doses administrées équivalentes qui entraineraient des concentrations plasmatiques ou
dans les tissus cibles ou une bioactivité est observée dans la NMA. Quand I’espéce considérée
est celle humaine, des preuves épidémiologiques, cliniques ou observationnelles de haute qualité
des effets peuvent étre utiles pour fournir des informations sur la maniére de batir la confiance
scientifique en faveur de la NAM. Cependant, de telles données de référence humaines sont
indisponibles pour la plupart des criteéres d’évaluation et des substances chimiques, et les
comparaisons doivent souvent reposer sur des données provenant d’une espece différente. Les
données des études sur les animaux peuvent étre préparées et comparées pour produire des listes
de normes de référence comprenant des résultats reproductibles, robustes et pertinents. Dans
certains contextes, tels que les applications écologiques, I’homologie de séquences de cibles
moléculaires ou la conservation de mécanismes biologiques peuvent étre utiles pour étayer une
comparaison avec des données dérivées d’especes différentes (Farmahin et al., 2013 ; LaLone et
al., 2016).

Plusieurs publications ont évalué les résultats de méthodes d’essai de référence sur des animaux
pour une gamme de critéres d’évaluation, montrant qu’ils présentaient des niveaux variables de
reproductibilité (Browne et al., 2018 ; Dumont et al., 2016 ; Karmaus et al., 2022 ; Kleinstreuer
et al., 2018 ; Luechtefeld et al., 2016 ; Pham et al., 2020 ; Rooney et al., 2021). La variabilité
observée pourrait refléter des facteurs biologiques inhérents, des erreurs de transcription, des
différences de protocole ou des variations de la pureté de la substance a tester, par exemple. Les
résultats contradictoires entre la méthode d’essai de référence sur I’animal et les données des
NAM devraient étre expliqués dans la mesure du possible, y compris du point de vue de la
biologie de I’espéce considérée. Cela est nécessaire pour fournir un contexte réaliste concernant
le potentiel des données sur les animaux de laboratoire et, par conséquent, définir des attentes
appropriées relatives a la performance maximale des NAM qui sont comparées a la méthode
d’essai de référence (Browne et al., 2019).

La valeur relative de la comparaison des NAM avec les tests traditionnels sur les animaux et la
pertinence biologique et mécanistique des NAM pour 1’espece considérée devraient étre prises en
compte sur la base de la qualité¢ des données disponibles. En réalité, dans de nombreux cas,
I’établissement de la confiance dans une NAM exige de considérer I’utilisation historique des
¢tudes sur les animaux et la nécessité de comparaison aux méthodes existantes comme une
source importante de données probante. Dans de nombreux cadres légaux et réglementaires, les
informations dérivées des NAM ne peuvent pas étre moins protectrices que les méthodes
existantes. Dans I’idéal, la méthode sera plus prédictive et pourrait permettre de générer de fagon
plus rapide et compléte des données pertinentes sur de nombreuses substances chimiques dans
des situations ou les données pourraient par ailleurs étre rares ou absentes, suscitant ainsi la
confiance des communautés des régulateurs et des parties prenantes. Certains CU pourraient
autoriser des exceptions a cette regle ; toutefois, I’acceptation de ces NAM en tant que méthodes
qualifiées sera soumise aux exigences de I’agence ou de I’organisme de réglementation
concerné. L’étendue de ces comparaisons peut dépendre de la quantité et de la qualité des
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données disponibles et du degré de compréhension de la pertinence pour 1’espéce considérée,
tant pour la NAM que pour la méthode de référence. Lorsque la performance de la NAM est
¢valuée sur la base de la méthode d’essai sur I’animal de référence, I’ampleur de la variance
acceptable de la NAM doit étre considérée a la lumicre de la variance observée des données in
vivo et du CU prévu.

3.3  Caractérisation technique

La caractérisation technique est un élément clé de la mise au point des NAM destinées a une
large utilisation. Elle comprend une évaluation des sources de variabilité de la NAM, la
conception de 1’essai de manicre a inclure des mesures de controle pertinentes, I’évaluation de la
gamme de substances a tester pour lesquelles 1’essai peut étre utilisé (c.-a-d. le domaine
d’application) et le développement d’une approche d’analyse approprié¢e des données
statistiques. Pour démontrer la validité scientifique d’une NAM, il est essentiel que I’essai soit
suffisamment bien caractérisé¢ d’un point de vue technique pour garantir sa robustesse, sa fiabilité
et sa reproductibilité. La NAM comprend a la fois le systeme de test lui-méme et la méthode de
quantification du critére d’évaluation. Certains aspects de la caractérisation technique recoupent
des concepts clés décrits précédemment, tels que la pertinence biologique, qui guide la sélection
de composés de référence pour différents objectifs (Tableau 4). L’examen de la performance
d’une NAM par rapport a un ensemble bien défini de composés de référence pour des critéres
d’évaluation biologiques possédant des bioactivités pertinentes a été décrit dans la section 3.2.2.
La présente section se concentrera donc sur des aspects techniques tels que les outils de qualité
(Ishikawa, 1985), le développement de méthodes, la documentation et les normes.

3.3.1 Intégration d’outils de qualité sélectionnés

D’une manicre générale, la caractérisation technique des NAM s’inscrit dans un cadre
comportant des étapes principales (Figure 2) : 1) vérification initiale de la pertinence scientifique
de la NAM ; 2) évaluation conceptuelle ; 3) évaluation intralaboratoires ; 4) analyse et
communication des données statistiques ; et 5) évaluation interlaboratoires (si nécessaire'). Les
résultats des étapes 2 a 5 sont interdépendants et peuvent donc avoir des répercussions sur toutes
les autres étapes. Par exemple, les résultats des tests interlaboratoires pourraient révéler que des
tests intralaboratoires supplémentaires devraient étre effectués ou que le protocole doit étre
révisé pour inclure une nouvelle mesure de contrdle.

I pourrait y avoir des exemples de méthodes pour lesquelles une évaluation interlaboratoires n’est pas nécessaire
ou réalisable, comme les essais de criblage robotisés a haut débit et grande échelle et les approches in silico basées
sur I’apprentissage automatique.
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[ Scientifically relevant NAMs ]

[ Conceptual evaluation of sources of technical variability in the assay ]4 ---------------- A

[ Within laboratory evaluation of assay performance ]4 ............... ,-

[ Statistical data analysis ]n --------------- >.
* :

[ Determination of method transferability (if needed) ] ----------------- >
v

[ High quality, robust method ]

Figure 2. Cadre pour le développement de NAM robustes. Les lignes continues indiquent 1’ordre
suggéré des étapes a suivre. Les lignes pointillées indiquent les mesures pouvant étre envisagées
s’1l est nécessaire de réévaluer I’'une des étapes précédentes. Adapté et réimprimé avec la
permission de Petersen et al. (2022b).

La premiere étape de vérification comprend une évaluation de la pertinence biologique d’un
essai, de son CU potentiel et de la possibilité d’atteindre un niveau de qualité technique suffisant.
Sila NAM n’est pas associé¢e a un CU clair, manque de pertinence biologique ou présente des
problémes de qualité technique importants et potentiellement insolubles, la NAM pourrait ne pas
étre adaptée a un usage réglementaire. Au cours de la phase d’évaluation conceptuelle, la NAM
est examinée pour évaluer les sources de variabilité attendues et concevoir des mesures de
controle. Lors de 1’évaluation intralaboratoires, des expériences peuvent étre réalisées pour
¢valuer la robustesse de I’essai, établir une plage typique pour les mesures de contrdle (p. ex.
témoin négatif, excipient témoin et témoin positif) et déterminer s’il existe des interactions entre
les mesures de contrdle et le résultat du test. Les informations issues de 1’évaluation conceptuelle
et de I’évaluation intralaboratoires permettent de concevoir un mode¢le statistique pour évaluer le
résultat moyen de 1’essai, caractériser la variabilité et établir des criteéres de réponse positive ou
négative ainsi que la confiance statistique pour cette détermination.

Enfin, certaines NAM peuvent devoir étre soumises a une évaluation de leur transférabilité par le
biais d’essais interlaboratoires. Les essais interlaboratoires peuvent révéler que des étapes d’un
protocole sont interprétées différemment selon les laboratoires et indiquer les révisions pouvant
étre apportées pour améliorer la qualité technique de la NAM. Les études de transférabilité
peuvent également identifier les problémes liés a des différences dans I’exécution ou la mise en
ceuvre technique d’un protocole (p. ex. pipettage dans un laboratoire, procédure automatisée dans
un autre) qui nécessitent des modifications.

Le Tableau 5 répertorie plusieurs outils de qualité qui peuvent étre utiles pour la caractérisation
technique d’'une NAM. Un traitement plus détaillé de ce sujet est disponible dans Petersen et al.
(2022b). Certaines informations générées par ces outils peuvent ne pas étre divulguées par
I’¢laborateur de la méthode d’essai, d’autres peuvent étre demandées par 1’agence aux fins de
I’examen.
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Tableau 5. Outils de qualité souvent utilisés pour la caractérisation technique des NAM*

Outil de qualité = Descriptif Avantage/utilité
Organigrammes Schématisation de chaque étape Optimisation de I’identification et
d’un protocole. de la couverture des étapes du

protocole pouvant étre soumises a
des mesures de contrdle.

Analyse des Passage en revue de la littérature et | Identification des principales

causes et des du contexte des essais ; sources de variabilité et des aspects

effets schématisation de toutes les sources | d’une méthode potentiellement

Cartes de controle

Feuilles de relevé

Diagrammes de
dispersion

de variabilité attendues.

Mesures de controle pour
I’évaluation de la performance
technique, y compris expériences
préliminaires ponctuelles, mesures
périodiques a une fréquence
prédéterminée et mesures de
contrble en cours de processus a
chaque réalisation de I’essai. Les
cartes de contrdle répertorient les

mesures de contrdle au fil du temps.

Enregistrement des données clés,
des métadonnées et des mesures de
controle.

Représentation graphique de toutes
les données provenant des mesures
de contrdle et des résultats de la
substance testée.

* Des détails et des exemples sont fournis dans 1’Annexe B.

difficiles a standardiser. Guide les
tests de robustesse et la sélection
des mesures de controdle.

Test des biais potentiels, évaluation
de la performance et de
I’étalonnage des instruments et
mesure des principales sources de
variabilité au fil du temps et entre
les tests.

Surveillance des mesures de
controle en cours de processus et
contribution a la résolution des
problémes lors de leur survenue,
promotion de I’analyse et de la
reproductibilité des données.

Détermination de ’existence d’une
interaction entre différentes
mesures de controle en cours de
processus ou entre ces mesures de
controle et les résultats de la
substance a tester.
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3.3.2 Meilleures pratiques en matiére de controle qualité

Cette section décrit les facteurs techniques que les agences fédérales peuvent considérer comme
les meilleures pratiques pour I’évaluation des NAM, notamment les AD et les approches
intégrées en maticre d’essai et d’évaluation (IATA). Les facteurs énumérés ici peuvent ou non
s’appliquer a toutes les NAM. En outre, une agence peut avoir besoin d’autres facteurs non
mentionnés dans la ligne directrice, tels que des informations ou des tests supplémentaires, lors
de I’évaluation de la NAM. Les élaborateurs et/ou promoteurs sont invités a communiquer
directement avec 1’agence fédérale a laquelle ils ont I’intention de soumettre des méthodes ou
des données afin de déterminer les facteurs supplémentaires éventuellement nécessaires a
I’examen.

La présentation d’une NAM a des fins d’évaluation réglementaire devrait inclure une description
de toute étude intralaboratoires ou interlaboratoires éventuelle. Elle devrait indiquer si la NAM a
¢té comparée a une méthode de référence : autre NAM, données in vivo sur des animaux ou
données humaines. Des informations sur la méthode de référence utilisée pour la comparaison
(c.-a-d. ’ensemble de données de référence) peuvent également étre nécessaires lors de
I’évaluation. L’évaluation d’'une NAM peut étre réalisée au moyen de plusieurs processus
différents et implique de documenter, a 1’aide d’enquétes de laboratoire spécifiques, que les
caractéristiques de performance d’une méthode sont appropriées et fiables pour les applications
prévues. L’acceptabilité des données est directement liée aux critéres utilisés pour évaluer la
méthode.

En plus de servir a documenter la performance et a caractériser I’applicabilité de la NAM, de
bonnes pratiques scientifiques, techniques et de qualité garantissent que le processus
d’évaluation global est efficient et efficace, ce qui accroit la confiance dans la méthode proposée.
Les ¢laborateurs devraient conserver toutes les informations nécessaires a I’étalonnage, au
fonctionnement et a la maintenance de tout équipement, telles que les manuels des équipements
et des logiciels, les certificats et garanties de confirmation de qualité et de sécurité, la
documentation des versions logicielles, les algorithmes de modélisation, les bases de données
sélectionnées et les kits de formation. Ils devraient également conserver la documentation des
fournisseurs de matériaux, de cellules et de réactifs si ces informations sont pertinentes pour
I’évaluation d’une NAM (voir discussion détaillée a la section 3.3.3). Pour plus de détails sur les
pratiques en matiere de qualité, les procédures relatives aux équipements et la documentation a
conserver, voir le Document d’orientation de I’OCDE sur les bonnes pratiques en matiere de
méthodes in vitro (GIVIMP ; OCDE, 2018). Un rapport sur la qualité d’installation/qualité de
fonctionnement/qualité de performance (IQ/OQ/PQ) pour chaque instrument utilisé est
recommandé ; il est nécessaire si les études sont censées €tre conformes aux Bonnes pratiques de
laboratoire (BPL).

3.3.2.1 Informations concernant les méthodes cellulaires/tissulaires
La documentation sur 1’origine des cellules et des tissus utilisés dans toute méthode d’essai doit

étre conservée. Les informations conservées pour examen devraient idéalement inclure entre
autres :
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Considérations éthiques, juridiques et de sécurité

Espece/souche/sexe

Données démographiques (le cas échéant)

Source/fournisseur

Nombre de donneurs

Organe/tissu d’origine

Type(s) de cellule(s) isolé(s)

Séquences de cibles moléculaires modifiées, le cas échéant

Technique et date d’isolement

Classification de biosécurité

Identification et authentification des lignées cellulaires

Tests sérologiques pour les agents infectieux (p. ex. dépistage des mycoplasmes)
Nombre de sous-cultures cellulaires/doublement de la population
Temps de doublement

Stabilité génétique

Informations sur I’expression génique et des protéines (le cas échéant)
Prétraitement

Pour des informations plus détaillées, voir la publication intitulée Guidance document on Good
Cell and Tissue Culture Practice 2.0 (« Document d’orientation sur les bonnes pratiques de
culture cellulaire et tissulaire 2.0 ») (Pamies et al., 2022) et le document GIVIMP de ’OCDE
(OCDE, 2018).

Une documentation devrait étre fournie concernant la mise en quarantaine des nouvelles cellules
et des nouveaux tissus dans des conditions de conservation appropriées en laboratoire avant leur
utilisation pour les essais. Les essais utilisant des cellules ou des tissus vivants devraient inclure
un essai de viabilité cellulaire.

Tous les laboratoires participants devraient tenir des dossiers et conserver une documentation
couvrant la performance de tous les équipements de laboratoire (lecteurs de plaques, incubateurs,
réfrigérateurs/congélateurs, etc.).

L’enregistrement des cellules dans des banques de cellules peut contribuer a la tragabilité et a la
disponibilité a long terme. Les banques de cellules devraient inclure une documentation de la
densité cellulaire et du nombre de sous-cultures cellulaires. Des dossiers sur la préparation des
réactifs devraient étre tenus (p. ex. en consignant I’utilisation de tout réactif ou consommable
dans des feuilles de relevé). Cela s’applique également aux méthodes in vitro n’utilisant pas de
cellules/tissus. En voici quelques exemples :

Fournisseur

Numéro de catalogue
Numéros de lots
Dates de préparation
Dates de péremption
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e Nom de I’analyste

Le promoteur ou 1’¢laborateur de I’étude devrait fournir toutes les informations de sécurité
relatives a la méthode ou a la méthodologie en cours de développement et préciser tous les
réglements relatifs a 1’utilisation, au transport et a I’élimination de toutes les matieres
dangereuses.

3.3.2.2  Evaluation de la méthode analytique utilisée dans la NAM

L’¢élaborateur devrait fournir des données démontrant clairement que la substance détectée ou
quantifiée est la substance chimique ou I’analyte recherché. Le Tableau 6 répertorie et décrit les
meilleures pratiques de contrdle qualité relatives aux méthodes analytiques.

Tableau 6. Evaluation des méthodes analytiques*

Evaluation de | Descriptif Avantage/utilité

la méthode

analytique

Limites de Quantité ou concentration la plus faible | Détermination de ’intervalle
détection et de | d’un analyte qui peut étre détectée ou d’une méthode analytique.

quantification quantifiée de maniere fiable au-dessus
du blanc de réactif ou dans la courbe
standard. La concentration la plus élevée
sur la courbe standard correspond a la
limite supérieure de quantification.

Identification Mise en évidence des cas ou les Identification d’interactions

des composants de la méthode faussent le entre les composants de la

interférences signal détecté. méthode et prévention de la
communication de résultats
artéfactuels.
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Evaluation de
la méthode
analytique

Descriptif

Avantage/utilité

Evaluation de la
précision
analytique

Caractérisation de la précision de la
méthode analytique utilisée et de tout
autre test de précision, tel que ceux
¢valuant la variabilité de la performance
lorsque la méthode proposée est
employée par différents membres du
personnel ou réalisée avec différents
instruments. Des études de comparaison
interlaboratoires peuvent étre utilisées
pour ce faire.

Renforcement de la confiance
dans la fiabilité de la méthode
analytique et évaluation des
sources de variabilité en
laboratoire.

Stabilité des
matériaux

utilisés dans les
NAM

Capacité des matériaux utilisés dans la
NAM (p. ex. substances a tester,
appareil d’essai, systéme d’exposition,
réactifs et analytes) a produire des
résultats similaires et acceptables sur
une période donnée dans un
environnement donné.

Caractérisation des matériaux de
la méthode et obtention
systématique de données fiables
pour une méthode particulicre.

Test de
robustesse

Vérification de la capacité d’une
méthode a étre reproduite dans
conditions ou circonstances variables
sans que les résultats obtenus montrent
des différences inattendues.

Détermination de I’intervalle de
parametres dans laquelle ’essai
fonctionne de maniére
acceptable.

Analyse du taux
de
recouvrement

Evaluation d’une méthode d’extraction
en comparant les résultats des
échantillons extraits avec ceux
d’échantillons enrichis d’une matrice
similaire et/ou de blancs enrichis.

Vérification de I’efficacité et la
reproductibilité d’une méthode
d’extraction.
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Evaluation de
la méthode

Descriptif

Avantage/utilité

lequel le test est proposé et description
claire des propriétés physicochimiques
du domaine d’application.

analytique

Analyse Fourniture de données adéquates sur les | Réduction de I’incertitude
technique du méthodes d’essai pour des substances concernant la performance de
domaine chimiques et/ou produits représentatifs | I’essai lors d’utilisation avec des
d’application de ceux correspondants au CU pour substances chimiques et/ou

produits différents et fourniture
de méthodes et critéres
permettant de déterminer quand
une substance chimique entre
dans le domaine d’application.

Témoin positif

Identification du ou des composés
témoins positifs pertinents pour le
critére d’évaluation, dans la fenétre de
détection de I’essai.

Base cohérente et fiable pour la
comparaison des résultats des
substances a tester.

Normes de
référence pour
1’étalonnage des

Etalonnage des instruments a 1’aide de
normes d’étalonnage et/ou
d’échantillons de contrdle qualité.

Garantie de la fiabilité des
mesures et identification des
sources potentielles

tests intralaboratoires et/ou
interlaboratoires en utilisant une
approche statistique.

instruments d’incertitude.

Etablissement | Définition de spécifications pour les Garantie de criteres

des mesures de contrdle en cours de suffisamment stricts pour les
spécifications processus sur la base des résultats de mesures de controle, afin

d’obtenir des résultats fiables
pour les substances a tester et
d’éviter tout biais.

* Des détails et des exemples sont fournis dans 1’Annexe C.

3.3.2.3

avec les normes de performance

Evaluation du taux de reconnaissance global et/ou de la concordance de la NAM

Le taux de reconnaissance global et la concordance sont deux concepts trés similaires souvent
considérés comme interchangeables, en fonction du contexte d’un document ou d’un passage

Mars 2024

donné. En général, la concordance se rapporte a la comparaison de deux méthodes ou tests sur la
base des résultats obtenus et le taux de reconnaissance global a la comparaison d’ une méthode ou
d’un test a une méthode de référence ou a un résultat de test. Une évaluation du taux de
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reconnaissance global et/ou de la concordance est souvent utilisée dans 1’évaluation statistique
des méthodes d’essai et des données associées. Dans ce contexte, le taux de reconnaissance
global est défini comme la proportion de prédictions correctes par rapport au nombre total de
résultats. Les autres parametres statistiques employés lors de la détermination du taux de
reconnaissance global ou de la concordance des méthodes comprennent la sensibilité, la
spécificité, la prédictivité positive et négative et les taux de faux positifs et de faux négatifs.

Dans la mesure du possible, des normes de performance bien définies (p. ex. ensemble équilibré
de substances de référence connues pour donner des résultats positifs et négatifs) peuvent étre
utilisées pour vérifier la validité de la réponse et de la méthode. Les mesures quantitatives de
concordance (c.-a-d. sensibilité, spécificité, prédictivité positive et négative, taux de faux positifs
et négatifs) devraient é&tre communiquées. Lors de la comparaison d’une méthode d’essai
proposée a une méthode ayant des normes de performance établies (p. ex. méthodes me-too pour
les lignes directrices pour les essais [TG] de ’OCDE) qui produit des données fonctionnellement
et mécaniquement similaires, la concordance (y compris les données discordantes) entre les deux
méthodes et par rapport a une méthode de référence devrait étre évaluée.

3.3.2.4 Procédures opérationnelles standard et détails des méthodes

Il est recommandé que la méthode d’essai proposée soit assortie de procédures opérationnelles
standard (SOP) bien documentées afin de garantir une performance constante de la méthode et
des activités de laboratoire connexes, telles que la manipulation du systéme d’essai et
I’¢étalonnage de I’équipement. Les SOP devraient couvrir tous les aspects des tests et des
analyses, et inclure :

e Systémes de comptabilisation qui garantissent I’intégrité des articles de test (p. ex.
tenue des dossiers, sécurité et conservation de la chaine d’échantillons).

e Outils de préparation et d’analyse des échantillons, tels que méthodes, réactifs (en
précisant, le cas échéant, le fabricant, le numéro de catalogue, le numéro de lot, etc.),
équipement et instrumentation.

e Procédures de contrdle qualité et de vérification des résultats.

e Détails de la méthode, y compris description et formulation complétes du produit,
systeme d’exposition, volume/poids/solubilité/protocole de dosage de la substance a
tester, et intervalle d’exposition/de dose appropri€.

Le demandeur devrait également fournir une liste des caractéristiques de fonctionnement et des
critéres opérationnels permettant d’évaluer la performance et les résultats des essais. Les
informations opérationnelles et les critéres relatifs aux stémes techniques qui constituent la NAM
peuvent varier, mais les critéres peuvent inclure des graphiques de controle qualité ou d’autres
normes de performance pour I’ensemble des témoins, des normes, des expositions (dose et
durée) et des groupes expérimentaux. Une description des méthodes statistiques utilisées pour
évaluer les données devrait étre incluse. En outre, les élaborateurs devraient décrire la maniére
dont I’incertitude expérimentale, I’incertitude statistique, 1’interférence et le contexte ont été
évalués.
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3.3.3 Documentation

Cette section décrit les meilleures pratiques de documentation des NAM (y compris les AD et les
IATA). Les facteurs énumérés ici peuvent ou non s’appliquer a toutes les NAM. En outre, une
agence peut avoir besoin de documents supplémentaires pour évaluer la NAM. Les élaborateurs
et/ou promoteurs sont invités a communiquer directement avec 1’agence fédérale a laquelle ils
ont I’intention de soumettre des méthodes ou des données afin de déterminer les facteurs
supplémentaires éventuellement nécessaires a I’examen. Pour certaines agences, un examen
indépendant par les pairs de la NAM et des données associces peut étre nécessaire avant
I’examen par 1’agence.

Pour les nouvelles méthodes, la documentation devrait inclure une description de la méthode
d’essai proposée et de la manicre dont elle pourrait €tre exploitée a des fins réglementaires ou
s’intégrer dans un CU particulier. Les informations pertinentes comprendraient entre autres les
¢ventuelles données mécanistiques et la pertinence biologique de la méthode d’essai et de tout
CU proposé (p. ex. concernant I’évaluation des risques). Les domaines d’application chez
I’homme ou les taxons appropriés devraient €tre inclus dans la documentation. D’autres aspects
importants de la documentation sont détaillés ci-dessous.

Des ressources supplémentaires fournissant des conseils de documentation sont disponibles. Pour
les méthodes in vitro, les élaborateurs peuvent consulter le document GIVIMP de I’OCDE
(OCDE, 2018).

3.3.3.1 Identité et pureté de la substance a tester

Pour toute substance testée dans la NAM (p. ex. témoin, composé¢ de référence, autres substances
a tester), au minimum, 1’identité de la substance, dans 1’idéal un identifiant unique (p. ex.
CASRN, SMILES, InchiKey) et les informations sur la pureté de la substance communiquées par
le fournisseur devraient étre indiquées. Si le laboratoire posseéde les capacités nécessaires, la mise
en ceuvre de mesures de contrdle qualité supplémentaires a I’aide de méthodes analytiques pour
¢évaluer la pureté et I’identité de la substance présente un avantage additionnel. L’aptitude a
recueillir ces informations peut également dépendre du CU, car certaines substances a tester

(p. ex. échantillons environnementaux représentant des mélanges complexes de composition
inconnue ou variable) peuvent ne pas €tre bien caractérisées.

3.3.3.2 Elaboration de méthodes

Une description précise et détaillée de la méthode devrait étre rédigée sur la base des données
issues de cette méthode. Elle peut prendre la forme d’un protocole, d’un plan d’étude, d’un
rapport et/ou d’une SOP. Chaque étape de la méthode devrait étre étudiée afin de déterminer
dans quelle mesure les variables environnementales, matricielles ou procédurales peuvent
affecter la détection et/ou la quantification des analytes.

Au cours de 1’¢laboration, une attention particuliere devrait notamment étre accordée aux
facteurs suivants :
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e Sélection des réactifs (en précisant la pertinence biologique, la spécificité et la
stabilité).

e M¢thode ou instrumentation de détection (c.-a-d. procédures de détermination de la
performance et de 1’étalonnage facilement disponibles).

e Compatibilité des produits jetables (c.-a-d. plaques de microtitration et autres
plastiques) avec les mesures de 1’essai et les substances a tester.

e M¢thode d’analyse/méthode statistique.

e FEtapes ou procédés susceptibles d’introduire une variabilité dans 1’essai.

Des mesures appropriées devraient étre prises pour minimiser les effets externes ou matriciels
(ou tout au moins caractériser ces effets) tout au long de I’application de la méthode, en
particulier si les composés, la matrice ou 1’équipement utilisés pendant 1’¢laboration sont
différents de ceux employés pour la caractérisation technique de la méthode.

3.3.3.3 Mesures des critéres d’évaluation et des paramétres

Les mesures de chaque critére d’évaluation ou analyte devraient avoir été diiment testées et
documentées. L’¢élaboration d’une méthode pour une nouvelle NAM devrait inclure la
démonstration que la méthode peut mesurer efficacement tous les paramétres pertinents. Les
métadonnées propres a chaque essai devraient étre saisies et enregistrées afin de relier les
données quantitatives a des informations qualitatives, telles que les conditions expérimentales ou
la substance a tester et la concentration, et pour assurer le suivi des facteurs externes (tels que la
date ou le technicien effectuant I’expérience) qui peuvent contribuer a la variation de I’essai ou
aux effets de lot. Ces données et métadonnées devraient étre exportées et sauvegardées dans un
format accessible afin de pouvoir étre consultées lors d’examens indépendants de la validation.
Ce sujet est €¢galement abordé¢ dans les sections de 1’ Annexe B sur les cartes de controle et les
feuilles de relevé.

3.3.3.4 Limites d’utilisation

Les points forts et les limitations spécifiques a la méthode d’essai devraient étre clairement
identifiés et décrits. Toutes les sources potentielles d’interférences devraient étre répertoriées et
toutes les substances chimiques ou classes de substances chimiques susceptibles d’interférer avec
le test €tre identifiées. La documentation devrait également identifier toutes les limitations
connues quant aux matériaux qui peuvent étre testés a 1’aide de la NAM.

3.3.3.5 Critére d’évaluation clairement défini

Les données générées par la méthode d’essai devraient mesurer ou prédire de manicre adéquate
le critére d’évaluation choisi, qui doit étre clairement défini et assorti d’une explication de la
pertinence biologique, comme décrit dans la section 3.2. Il pourrait s’agir, a titre d’exemple,
d’une NAM fournissant des informations sur un événement clé précis d’une AOP. Les données
devraient ¢galement décrire tout lien entre la nouvelle méthode d’essai et une méthode d’essai
existante ou entre la nouvelle méthode d’essai et les effets sur I’espece cible. Les criteres d’un
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résultat positif, négatif ou non concluant de la NAM devraient €tre clairement définis et évalués
au fil du temps afin de garantir la stabilité du systeme.

3.3.3.6 Création d’un modele statistique

Des mod¢les statistiques peuvent étre élaborés a partir des données des tests intralaboratoires.
Ces modgcles peuvent étre basés sur des approches statistiques bayésiennes ou fréquentistes. Des
histogrammes peuvent étre utilisés pour évaluer la distribution des données obtenues pour les
mesures de contrdle en cours de processus et pour établir le type de distribution (p. ex. normale)
des données (voir Petersen et al., 2022b pour plus de détails). Il est utile de développer des
modeles pour calculer la variabilité cumulée de la NAM a partir des mesures tant des substances
a tester que des mesures de contrdle en cours de processus, au lieu de se contenter des données
sur la variabilité des substances a tester. Ces informations peuvent servir a €¢laborer un mod¢le
statistique susceptible de mener a une décision (p. ex. au sujet de la positivité ou de la négativité
de la substance a tester) et d’en connaitre le niveau de confiance statistique. Une simple
comparaison de la valeur moyenne d’une évaluation de la substance a tester a un seuil ne tient
pas compte de la variabilité des résultats de test et ne peut pas établir le niveau de confiance
statistique pour la décision.

L’une des principales préoccupations lors de 1’élaboration de mod¢les statistiques pour les NAM
tient a la distinction des résultats « négatifs » et « faiblement positifs ». Le seuil du modele
statistique peut étre guidé¢ par les données in vivo éventuellement disponibles (Friedman et al.,
2023 ; Karmaus et al., 2022 ; Pham et al., 2020). Des tests répétés des composés « limites »
peuvent €tre nécessaires pour évaluer la reproductibilité de la NAM ; voir par exemple la ligne
directrice n® 497 de I’OCDE (OCDE, 2021a). Un modg¢le statistique évaluant une relation dose-
réponse peut ainsi tre utilisé pour évaluer le point de départ ou la concentration qui provoque un
effet défini (p. ex. valeur de CEsp) et les intervalles de confiance associés basés sur les données
autour de ces valeurs. Il peut également servir a évaluer la qualit¢ d’une NAM a ’aide
d’approches statistiques telles que le test t de Student, le facteur Z ou d’autres critéres statistiques
appropriés (Zhang et al., 1999 ; Zhang, 2011).

3.3.3.7 Reproductibilité des résultats d’essai

Le cas échéant, la documentation relative a la reproductibilité technique devrait étre jointe aux
informations soumises. La reproductibilité¢ de la méthode peut étre évaluée par des mesures
répétées, y compris pour les controles qualité et les échantillons. Cette évaluation devrait inclure
une justification de la sélection des substances utilisées pour évaluer la reproductibilité
(éventuellement pour toute ¢tude intra- et interlaboratoires menée) et indiquer dans quelle
mesure elles représentent la gamme des résultats d’essai possibles. Les valeurs aberrantes
devraient étre identifiées et discutées. Une analyse statistique quantitative de 1’étendue de toute
variabilité intra- et/ou interlaboratoires ou une analyse du coefficient de variation devrait étre
incluse. Les mesures de la tendance centrale et de la variation devraient étre résumées pour les
données de contrdle historiques (t¢émoin négatif, témoin positif et excipient témoin, le cas
échéant). Lorsqu’un ou plusieurs composés sont testés plusieurs fois, les comparaisons peuvent
étre quantitatives (p. ex. valeurs de CEso obtenues) ou qualitatives (p. ex. classification des
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dangers). Dans les cas ou la méthode d’essai proposée est semblable sur les plans mécanistique
et fonctionnel a une méthode d’essai établie associée a des normes de performance existantes
(p. ex. issues d’'une TG de ’OCDE), la fiabilité des deux méthodes devrait étre comparée et
I’impact potentiel de toute différence discuté.

3.3.3.8 Procédure d’interprétation des données

La procédure d’interprétation des données, y compris les critéres de réponse positive ou
négative, devrait étre clairement décrite pour chaque NAM. La combinaison des NAM dans des
AD nécessite des procédures d’interprétation des données établies qui sont objectives et ne font
pas appel a I’avis d’experts, afin de garantir qu’elles aboutiront au méme résultat en cas
d’application par des groupes différents (OCDE, 2017). L’utilisation d’algorithmes
informatiques, tels que des mod¢les d’apprentissage automatique, et de logiciels (en précisant le
numéro de version) devrait étre correctement documentée pour garantir la reproductibilité des
conclusions.

3.4  Intégrité des données

L’intégrité des données est essentielle pour garantir que les informations dérivées des NAM sont
fiables et dignes de confiance. Il est conseill¢ aux élaborateurs de méthodes de procéder a une
¢valuation interne des processus utilisés pour I’acquisition, le transfert et le traitement des
données brutes avant que celles-ci soient soumises a des tiers externes indépendants a des fins
d’évaluation et d’examen par les pairs, afin de garantir I’intégrité¢ des données et la crédibilité des
résultats. Dans la mesure du possible, les études doivent si nécessaire étre menées conformément
aux principes des BPL (21 CFR § 58 ; 40 CFR § 160 ; 40 CFR § 792 ; OCDE, 1998). En outre,
des organismes d’évaluation, tels que le National Toxicology Program Interagency Center for the
Evaluation of Alternative Toxicological Methods (NICEATM), peuvent faciliter les évaluations
de la qualité et de I’intégrité du processus d’¢laboration de la NAM (NIEHS, 2023b). D’autres
ressources fournissant des conseils sur la mani¢re de maximiser 1’intégrité des données sont
disponibles. Pour les méthodes in vitro, les élaborateurs peuvent consulter le document GIVIMP
de ’OCDE (OCDE, 2018). Pour les outils numériques et la gestion des données numériques, les
¢laborateurs peuvent suivre le document FAIR Guiding Principles for scientific data
management and stewardship (« Principes directeurs FAIR pour la gestion et la gestion des
données scientifiques »), publié¢ en 2016 (Wilkinson et al., 2016).

3.5 Transparence de I’information

La transparence favorise la confiance dans ’utilisation des NAM et accélére ainsi le rythme du
processus décisionnel réglementaire d’une agence et 1’acceptation ou la qualification
réglementaire potentielle. La pertinence d’'une NAM pour I’espece, le CU et la caractérisation
technique devrait étre communiquée de maniere transparente aux pairs €valuateurs, a la
communauté scientifique et au public. Le cas échéant, les articles évalués par les pairs et les
informations décrivant le CU, la pertinence biologique et la caractérisation technique de la NAM
devraient étre publiés dans des revues en libre acces et/ou résumés dans des documents
réglementaires destinés au public. Idéalement, les principes de la NAM, le protocole, les fichiers

31



Validation, qualification et acceptation réglementaire des NAM Mars 2024

de données brutes et les scripts utilisés pour analyser et représenter graphiquement les données
ainsi que les normes de déclaration devraient étre communiqués publiquement. Pour les NAM
incluant une propriété intellectuelle, ’OCDE fournit des outils pour préserver la transparence,
notamment des conditions raisonnables et non discriminatoires pour les engagements en maticre
de licences (OCDE, 2021b). Des techniques ou des équipements propriétaires ou brevetés
peuvent éventuellement étre utilisés dans une méthode pour répondre aux besoins de tests
réglementaires. Pour certaines agences, 1’¢laborateur de la NAM peut étre amené a transmettre
des informations propriétaires ou brevetées ¢tayant I’acceptation ou la qualification
réglementaire ; des directives spécifiques a une agence peuvent informer les ¢laborateurs de
méthodes d’essai sur ses exigences en matiere d’information.

Les partenaires de la Coopération internationale relative aux méthodes de substitution a
I’expérimentation animale (ICATM ; NIEHS, 2023c) publient des informations sur 1’évaluation
et I’examen par les pairs des NAM via le Systeme de suivi de méthodes d’essais de substitution
jusqu’a leur acceptation dans la réglementation (TSAR) (EURL ECVAM, 2021). Le TSAR
indique les étapes franchies par les NAM dans 1’optique de leur acceptation en tant que normes
reconnues a utiliser dans un contexte réglementaire et fournit une description sommaire et le ou
les protocoles ou SOP acceptés. Le cas échéant, le TSAR inclut également des dossiers et des
documents pertinents associés a une NAM se rapportant aux différentes étapes de I’ensemble du
processus : soumission, validation, examen par les pairs, recommandations et acceptation ou
qualification réglementaire. La maniére d’interpréter les données générées par une NAM et les
critéres d’acceptation associés devraient étre clairement communiqués afin que les utilisateurs
finaux comprennent le processus et puissent le mettre en pratique.

3.6 Examen indépendant

Les informations et données étayant le CU, la pertinence biologique et la caractérisation
technique de la NAM peuvent étre examinées scientifiquement par des tiers indépendants (dont
les membres sont exempts de conflits d’intéréts) ; toutefois, le niveau d’examen nécessaire
dépendra des réglements et politiques de chaque agence.

L’évaluation d’une NAM peut étre réalisée via plusieurs processus différents et implique la
documentation des caractéristiques de performance d’une méthode afin de déterminer si elle est
adaptée et fiable pour la ou les applications prévues. Souvent, la fiabilité¢ d’'une méthode inclut
notamment la reproductibilité, la répétabilité et la robustesse. Cependant, des informations
supplémentaires ne figurant pas dans ce rapport peuvent éventuellement étre nécessaires pour
I’examen de certaines méthodes. Outre la performance et I’applicabilité de la NAM, de bonnes
pratiques scientifiques, techniques et de qualité garantissent que le processus d’évaluation
indépendant est efficient et efficace et accroit la confiance dans la méthode proposée. Les
laboratoires devraient conserver toutes les données requises pour 1’évaluation d’'une NAM, telles
que les informations nécessaires au fonctionnement et a la maintenance de 1’équipement utilisé
pour la réalisation de la NAM (p. ex. manuels de I’équipement et des logiciels, et certificats de
conformité de qualité et de sécurité) ainsi que la documentation des fournisseurs relative aux
matériaux, aux cellules et aux réactifs. Pour les études censées étre conformes aux BPL, un
rapport [Q/OQ/PQ peut également étre demandé pour chaque instrument utilisé. Pour les études
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hors BPL, la documentation attestant la qualité de 1’installation et des tests devrait étre conservée
afin de démontrer que 1’équipement fonctionne comme prévu.

Les données brutes tirées de la NAM et les informations décrivant cette dernicre devraient étre
accessibles pour pouvoir étre examinées par des tiers indépendants et/ou les décideurs des
organismes de réglementation. L’évaluation et I’examen indépendant par les pairs des NAM
peuvent étre organisés par des organismes de validation, tels que le NICEATM, le Laboratoire de
référence de 1’Union européenne pour la promotion des méthodes de substitution a
I’expérimentation animale (EURL ECVAM) et son comité consultatif scientifique, et le Centre
japonais pour la validation des méthodes de substitution (JaCVAM). Les autres organismes ou
organisations internationales pouvant examiner les NAM de maniére indépendante comprennent
le U.S. Federal Insecticide, Fungicide, and Rodenticide Act Scientific Advisory Panel (Groupe
consultatif scientifique de la loi fédérale américaine sur les insecticides, les fongicides et les
rodenticides), le Comité scientifique de I’ Autorité européenne de sécurité des aliments et
I’OCDE. L’¢laborateur peut également financer un examen indépendant de la méthode (sans en
diriger directement la gestion). Les publications évaluées par les pairs sont utiles pour partager
des informations sur les essais avec la communauté scientifique et peuvent compléter un examen
plus formel effectué par des tiers indépendants pour étayer I’acceptation de la méthode et son
utilisation dans un contexte réglementaire.

L’¢étendue de I’examen indépendant dépendra du CU, du cadre réglementaire et de la méthode
objet de I’évaluation. Les informations communiquées par I’¢laborateur a des fins d’examen
indépendant incluraient notamment les dossiers relatifs aux études intra- ou interlaboratoires,
précisant entre autres si la NAM a été comparée a une autre NAM ou a des données humaines ou
animales in vivo. Ces évaluations pourraient contribuer a la transférabilité interlaboratoires de la
NAM.

4.0 Acceptation des NAM par des agences fédérales des Etats-Unis

4.1 Comprendre les besoins réglementaires et les contextes décisionnels

Les agences fédérales disposent de différentes autorités pour demander, obtenir et utiliser les
données toxicologiques. Ces autorités varient selon les lois, les réglementations et les catégories
de produits. Une NAM peut étre utile et adéquate dans certains contextes légaux ou
réglementaires, mais pas dans d’autres. Par conséquent, les ¢laborateurs et les utilisateurs d’une
NAM doivent tenir compte du contexte dans lequel elle sera utilisée. Ce contexte peut relever
d’AD, d’IATA ou de méthodes autonomes, notamment.

L’acceptabilité¢ d’'une NAM a des fins réglementaires ou autres dépend de différents facteurs :
nature de la décision a prendre ; adéquation de la NAM a son utilisation prévue ; et mesure dans
laquelle la détermination de la sécurité, de 1’efficacité et/ou des risques nécessaire a la demande
réglementaire repose sur les résultats de la NAM. Une NAM présentant une sensibilité élevée et
une spécificité faible qui identifie un signal préoccupant peut €tre utile pour les applications dans
lesquelles un grand nombre de composés seront passés au crible afin de hiérarchiser les
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¢valuations ultérieures. L utilité¢ d’une telle NAM peut étre limitée lorsqu’il s’agit de décider
quelle dose d’un composé unique est sans danger pour I’exposition. Dans certains cas, les
agences pourraient rechercher des signes préoccupants dans des situations de pénurie de données
(identification des dangers). Dans d’autres, elles pourraient devoir prendre des décisions plus
quantitatives concernant les composés (¢valuation des risques) et ne pas étre disposées a accepter
un niveau ¢élevé d’incertitude dans les résultats des NAM visant a guider ces décisions. La mise
en ceuvre des caractéristiques de performance devrait refléter la maniére dont la NAM sera
utilisée et étre adaptée a chaque NAM et a son CU.

Pour faciliter ce processus, certaines agences souhaiteront sans doute évaluer les NAM avant leur
utilisation dans le cadre d’un processus de prise de décisions réglementaires. L’évaluation se
concentrera probablement sur I’existence ou non d’un CU bien défini pour la NAM. L’un des
objectifs de I’évaluation est de permettre aux régulateurs d’appliquer les résultats générés par la
NAM sans avoir a revoir toutes les données justificatives sous-jacentes a la NAM (voir les
documents cités dans le Tableau 1).

4.2 Considérations relatives au contexte d’utilisation

L’objectif de la NAM devrait étre clairement communiqué (p. ex. identification des dangers,
¢valuation de la puissance ou point de départ de 1’évaluation quantitative des risques), et la NAM
devrait étre évaluée en fonction de cet objectif. Il convient de focaliser I’application d’une
nouvelle NAM sur un seul CU. Toutefois, des CU supplémentaires peuvent étre ajoutés
ultérieurement en s’appuyant sur des données justificatives appropri¢es. Un CU doit
généralement Etre axé sur un besoin réglementaire particulier. Les premiers efforts visant a
qualifier une NAM peuvent étre plus fructueux si le CU est restreint. Ce CU pourrait ensuite étre
¢tendu sur base de données supplémentaires. Les besoins réglementaires varient d’une agence a
’autre, de sorte que le CU d’une NAM donnée peut également différer. I est essentiel d’établir
un CU appropri¢ pour une NAM proposée avant de lancer le processus de qualification complet.

La détermination d’un CU approprié¢ devrait généralement étre discutée entre 1’¢laborateur de la
NAM et la ou les agences concernées. Plusieurs itérations d’un CU peuvent €tre nécessaires
avant d’en définir une version acceptable. Un CU peut méme changer au cours du recueil des
données, a mesure que 1I’applicabilité et les limitations d’'une NAM se précisent.

4.3 Evolution de la confiance en fonction de I’expérience acquise

Pour qu’une NAM puisse €tre utilisée a des fins réglementaires, les régulateurs et le secteur
réglementé doivent lui accorder une confiance suffisante. La validation et la qualification
renforcent cette confiance, mais peuvent ne pas suffire a garantir sa mise en ceuvre. Une
formation et une expérience pertinentes sont généralement nécessaires avant que 1 utilisation
d’une NAM puisse étre largement acceptée pour 1’objectif fixé. Le colt, la complexité et la
disponibilité de réactifs et de personnel formé a la conduite et a I’interprétation d’'une NAM sont
quelques-uns des facteurs pouvant limiter I’adoption d’'une NAM, méme en présence de données
de validation et de qualification.
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La performance d’'une NAM destinée a compléter ou a remplacer une approche existante devra
généralement étre comparée a celle de ladite approche. Les approches existantes bénéficiant
d’une expérience d’utilisation substantielle suscitent souvent une grande confiance. Méme
lorsqu’elles n’ont pas fait I’objet d’une validation officielle, 1’utilisation réussie et répétée de ces
approches ainsi que la validité intrinséque présumée des tests sur les animaux inspirent
généralement une forte confiance. Les utilisateurs exploitant les résultats d’une NAM pour
prendre des décisions en matiere de sécurité doivent avoir la certitude que cette méthode sera
aussi bonne, voire meilleure que les approches existantes. Des degrés d’incertitude variables
peuvent €tre acceptables pour différents CU, le niveau de confiance devant croitre a mesure que
I’on passe de la hiérarchisation et de la sélection a la caractérisation des dangers et a 1’évaluation
des risques, par exemple.

L’un des mécanismes de renforcement de la confiance dans une NAM consiste pour les
utilisateurs a fournir des données a son sujet en parallele avec les données de la méthode
existante que la NAM est censée remplacer ou compléter. Le partage volontaire d’informations
sur les NAM au sein et entre les industries peut aider a établir un ensemble de données
suffisamment important pour batir la confiance dans les méthodes. Avec le temps, les agences et
I’industrie pourraient comprendre comment la NAM peut s’intégrer aux paradigmes d’évaluation
existants sans compromettre les normes de sécurité.

5.0 Harmonisation aux Etats-Unis et a I’échelle internationale

La coordination entre les agences fédérales américaines et, plus généralement, avec les
organismes de réglementation internationaux contribuera a assurer 1’harmonisation des
approches visant a valider les NAM et a soutenir leur application et leur mise en ceuvre.
L’ICCVAM et le NICEATM jouent un role important de promotion de la communication et de
la collaboration, au niveau tant national que mondial.

5.1 Harmonisation aux Etats-Unis : réle de PICCVAM et du NICEATM

La loi d’autorisation de I'ICCVAM définit les objectifs suivants du comité (42 U.S.C 2851-3,
2000 ; NIEHS, 2023d) :

e Accroitre I’efficience et I’efficacité de I’examen des méthodes d’essai par les agences
fédérales américaines.

o Eliminer les efforts redondants et partager ’expérience entre les organismes fédéraux de
réglementation des Etats-Unis.

o Plusieurs moyens permettent d’y parvenir, notamment des réunions mensuelles,
des groupes de travail, des réunions publiques ouvertes (forum public) et des
groupes consultatifs scientifiques (SACATM).

e Optimiser I'utilisation de I’expertise scientifique en dehors du gouvernement fédéral
américain.
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o Cela passe souvent par 1’organisation de réunions et d’ateliers avec les partenaires
de 'ICATM ainsi qu’avec de nombreux scientifiques lors de conférences.

e S’assurer que les méthodes d’essai nouvelles et révisées sont validées pour répondre aux
besoins des agences fédérales américaines.

o Les régulateurs et les scientifiques des agences fédérales coopérent avec les
¢laborateurs pour s’assurer que les méthodes produites répondront a un besoin
réglementaire.

e Réduire, réajuster ou remplacer 1’utilisation d’animaux dans les essais dans la mesure du
possible.

L’ICCVAM facilite des collaborations interagences et internationales promouvant le
développement, 1’acceptation ou la qualification réglementaire ainsi que 1’utilisation de tests
alternatifs encouragant la réduction, le réajustement ou le remplacement des méthodes
d’expérimentation animale. L’ICCVAM fournit des conseils aux ¢laborateurs de méthodes
d’essai, évalue les recommandations issues d’examens par les pairs des méthodes d’essai
toxicologiques alternatives et formule des recommandations sur 1’utilisation des méthodes
d’essai examinées aux agences fédérales voulues. L’ ICCVAM remplit ses fonctions par le biais
de groupes de travail techniques ad hoc, gérés par le NICEATM et chargés d’effectuer des taches
précises importantes pour le développement ou la validation de méthodes de substitution aux
tests sur les animaux. Actuellement, ’'ICCVAM soutient par exemple la coordination d’une
¢tude de prévalidation interlaboratoires d’une NAM développée par ’EPA sur la base d’un essai
in vitro sur microtissus thyroidiens humains pour le criblage chimique (Deisenroth et al., 2020).

Le NICEATM, un bureau de la division de toxicologie translationnelle du National Institute of
Environmental Health Sciences (NIEHS), fournit un soutien technique, scientifique et
opérationnel aux activités des groupes de travail de 'ICCVAM et de 'ICCVAM, aux comités
d’examen par les pairs, aux groupes d’experts, aux ateliers et aux efforts de validation. Outre son
soutien a ’'ICCVAM, le NICEATM :

o ecffectue des analyses et évaluations des méthodes d’essai et coordonne des études de
validation indépendantes sur des approches de test alternatives nouvelles et hautement
prioritaires ;

e fournit des informations aux élaborateurs de méthodes d’essai, aux régulateurs et a
I’industrie réglementée via son site Internet, 1’Integrated Chemical Environment et des
ateliers sur des sujets pertinents ;

e soutient les activités de la division de toxicologie translationnelle du NIEHS, en
particulier celles qui contribuent au consortium interagences Toxicology in the 21st
Century (Tox21) du gouvernement américain.

Le forum de communication interagences fourni par 'ICCVAM et le soutien apporté par le
NICEATM garantissent que les ressources limitées sont exploitées efficacement pour coordonner
les efforts des agences fédérales américaines visant a valider et a qualifier les NAM pour une
application réglementaire.
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5.2 Harmonisation aux Etats-Unis : autres collaborations fédérales promouvant les
principes des 3R

En complément de leur participation a ’ICCVAM, les agences fédérales américaines collaborent
sur les NAM de nombreuses manieres. Par exemple, Tox21 (Tox21, n.d.) est une collaboration
fédérale entre I’EPA, la division de toxicologie translationnelle du NIEHS, le National Center for
Advancing Translational Sciences (NCATS) des National Institutes of Health et la FDA.
L’objectif de Tox21 est de développer de meilleures méthodes d’évaluation de la toxicité afin de
tester efficacement si certains composés chimiques sont susceptibles de perturber les processus
biologiques du corps humain et d’avoir des effets négatifs sur la santé. Tox21 a produit un
certain nombre de publications et d’analyses fondamentales qui ont été mises en ceuvre a des fins
réglementaires, par exemple dans le cadre de I’Endocrine Disruptor Screening Program
(Programme de dépistage des perturbateurs endocriniens) de I’EPA (EPA, 2023). Le NICEATM
et ’EPA ont également travaillé en étroite collaboration a plusieurs études visant a réduire ou a
remplacer 'utilisation d’animaux dans les tests réglementaires. Ces études comprennent des
analyses rétrospectives visant a ¢liminer 1’utilisation d’animaux pour : 1) la toxicité aigué par
voie cutanée des pesticides et des formulations de pesticides (EPA, 2020) ; 2) déterminer si
I’utilisation de données in vitro suffit pour calculer le facteur d’absorption dermique pour
I’évaluation des risques pour la santé humaine des pesticides (Allen et al., 2021) ; et 3)
déterminer si le méme niveau de protection des vertébrés aquatiques non cibles peut étre atteint
en menant des essais de toxicité aigué in vivo sur moins de trois especes de poissons (Ceger et
al., 2023). La FDA collabore également avec le NCATS a la poursuite du développement de
technologies utilisant des systémes microphysiologiques afin de promouvoir leur avancement et
d’accélérer leur utilisation translationnelle (FDA, 2023).

5.3 Harmonisation internationale

Outre les efforts de collaboration internationaux impulsés par ’ICCVAM, les agences
américaines collaborent indépendamment a 1’échelle internationale a la promotion de
I’acceptation des NAM. Les exemples incluent I’ICATM, la collaboration des Etats-Unis avec le
sous-comité d’experts des Nations Unies sur le Systéme général harmonisé de classification et
d’étiquetage des produits chimiques (SGH), la collaboration avec la CIH pour élaborer des
directives décrivant I’utilisation des NAM et la participation au Test Guidelines Programme
(Programme sur les lignes directrices pour les essais) et au Working Party on Hazard Assessment
(Groupe de travail sur I’évaluation des dangers) de ’OCDE.

L’ICATM a été créé en tant que partenariat entre des organisations de validation des Etats-Unis
(ICCVAM), du Japon (JaCVAM), de I’Union européenne (EURL ECVAM) et du Canada
(Bureau de la science et de la recherche en santé environnementale de Santé Canada). Parmi les
autres organisations participantes figurent le Centre coréen pour la validation des méthodes
alternatives, le Centre brésilien pour la validation des méthodes alternatives, I’ Agence nationale
des produits médicaux de Chine et le Centre de controle et de prévention des maladies du
Guangdong. Les principaux objectifs de ce groupe sont les suivants :
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e Etablir une coopération internationale dans les domaines critiques des études de
validation, de I’examen indépendant par les pairs et de 1’¢laboration de
recommandations harmonisées afin de favoriser 1’acceptation des méthodes/stratégies
alternatives dans le monde entier.

e FEtablir la coopération internationale nécessaire pour garantir que les nouvelles
méthodes/stratégies d’essai alternatives adoptées a des fins réglementaires offrent une
protection équivalente ou améliorée pour les personnes, les animaux et
I’environnement, tout en remplagant, réduisant ou réajustant (en atténuant la douleur
et la détresse) 1’utilisation des animaux chaque fois que cela est scientifiquement
possible.

Au sein des Nations Unies, le sous-comité du SGH a créé un groupe de travail chargé de mettre a
jour divers chapitres du SGH afin d’établir des critéres spécifiques a 1’utilisation des NAM pour
différentes classes de danger (p. ex. irritation/corrosion de la peau, irritation oculaire/l€sions
oculaires graves, sensibilisation cutanée). Ces efforts ont permis de faire progresser les NAM au
niveau international et ont fait des AD des méthodes acceptables de détermination des dangers.
Ces efforts internationaux sont importants non seulement pour promouvoir les NAM, mais
¢galement pour fournir une expertise aux régions internationales qui peuvent ne pas disposer des
ressources suffisantes dans ce domaine.

La valeur de I’harmonisation des approches d’utilisation des NAM est ¢galement illustrée par les
activités de la CIH. Plusieurs lignes directrices ¢laborées par la CIH décrivent I'utilisation de
méthodes alternatives considérées comme acceptables par une variété d’autorités de
réglementation et de groupes industriels du monde entier. Ces méthodes ont été évaluées par des
groupes de travail d’experts dans le cadre du processus de la CIH et, le cas échéant, intégrées aux
lignes directrices. Les exemples incluent 1’utilisation de méthodes in chemico et in vitro pour
1I’évaluation de la phototoxicité (ICH, 2013). En outre, les lignes directrices de la CIH sur la
toxicité pour la reproduction et le développement incluent certains contextes d’utilisation pour
des essais alternatifs ainsi que des recommandations sur I’approche de qualification de ces essais
et une liste de composés de référence pour les critéres d’évaluation biologiques (FDA, 2021b).

L’OCDE, un forum international visant a harmoniser les directives et les documents
d’orientation relatifs aux essais réglementaires, se concentre de plus en plus sur la validation et
’utilisation des NAM. L’ICCVAM joue un rdle important dans la coordination et la contribution
a la position des Etats-Unis vis-a-vis du Health Effects Test Guidelines Programme (Programme
sur les lignes directrices pour les essais relatifs aux effets sur la santé¢) de I’OCDE. Le
coordinateur national américain représente les Etats-Unis a la réunion annuelle du Groupe de
travail des coordonnateurs nationaux et dans le cadre d’autres activités d’¢laboration de lignes
directrices pour les essais. A ce titre, le coordinateur national américain sollicite les contributions
des agences pertinentes de I’'ICCVAM pour les activités relevant des TG de I’OCDE qui
concernent tous les aspects des principes des 3R. Des experts en la matic¢re des agences de
I’ICCVAM sont membres de plusieurs groupes d’experts de I’OCDE chargés de fournir des
conseils scientifiques sur le développement de produits de I’OCDE, tels que des lignes
directrices pour les essais, des AD et des documents d’orientation. Les TG de I’OCDE sont
utilisées par les parties prenantes des 38 pays membres de I’OCDE pour évaluer la sécurité
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chimique. La clause d’acceptation mutuelle des données de ’OCDE garantit que les données de
sécurité générées a 1’aide d’une TG de I’OCDE seront acceptées par tous les pays membres,
¢vitant ainsi les tests redondants. Les agences de I’'ICCVAM contribuent également au projet
d’études de cas d’IATA de I’OCDE, qui permet aux pays de partager et de collaborer sur
I’utilisation de nouvelles méthodes des IATA pour évaluer la sécurité chimique dans un contexte
réglementaire.

6.0 Communication et formation visant a encourager ’utilisation
des NAM

Les communications des agences concernant I’acceptabilité de certaines NAM et la formation a
ces dernieres peuvent faciliter leur utilisation. Le cas échéant et dans la mesure du possible, les
agences pourraient déclarer publiquement quand et comment une NAM est acceptable, en
fonction des régles et politiques qui leur sont propres. Par exemple, les NAM peuvent étre
décrites dans les documents d’orientation ou sur des sites Internet accessibles au public. Les
organismes de réglementation peuvent utiliser les programmes de formation existants ou en
mettre en ceuvre de nouveaux pour le personnel et proposer une formation accessible au public,
dans la mesure du possible, pour les nouvelles méthodes. La confiance dans les nouvelles
approches peut étre promue avant méme qu’une NAM soit validée ou qualifiée grace a
I’éducation de la communauté scientifique. Ces efforts d’éducation précoce peuvent se
concentrer sur les bases scientifiques des nouvelles approches. Au fur et a mesure que les
approches mirissent et que les données étayant leur validité s’accumulent, les efforts éducatifs
peuvent €tre orientés vers la familiarisation de la communauté avec ces données. Une formation
sur I’utilisation et I’interprétation spécifiques des NAM peut avoir lieu une fois que les NAM ont
¢été évaluées pour des CU particuliers. Des entités telles que I’OCDE, PICCVAM et d’autres
organisations de validation et sociétés scientifiques peuvent également fournir une formation et
un acces a des informations sur les NAM afin de renforcer la confiance dans leur utilisation.

L’interaction entre les ¢laborateurs de NAM, les utilisateurs industriels et les régulateurs peut
faciliter le développement et I’adoption des méthodes. De telles interactions peuvent prendre la
forme de réunions scientifiques au cours desquelles ces méthodes sont discutées par toutes les
parties prenantes et d’interactions réglementaires plus formelles conformes aux processus
spécifiques aux agences. Comme indiqué précédemment, 1’élaboration de CU et d’ensembles de
données de qualification appropriés peut €tre un processus itératif. Les CU et les domaines
d’application peuvent évoluer au cours du développement et de I’exploration d’une NAM, a
mesure que les données s’accumulent. Une communication continue entre toutes les parties au
cours de ce processus contribue a garantir qu’une voie appropriée vers 1’acceptation d’'une NAM
sera empruntee.

Méme si une NAM est disponible pour un critére d’évaluation et acceptée par un organisme de
réglementation, le demandeur peut choisir d’utiliser d’autres approches, telles qu’un essai
traditionnel sur des animaux. Il est donc possible que la NAM ne soit pas toujours intégrée a une
demande réglementaire. Cela peut s’expliquer par plusieurs raisons €chappant au contrdle des
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autorités de réglementation. Bien qu’un organisme de réglementation puisse suggérer ou
recommander de substituer une ou plusieurs NAM a un test traditionnel, le promoteur d’un
composé n’est pas toujours obligé d’obtempérer. L’éducation et la familiarisation avec les NAM
de toutes les parties prenantes sont nécessaires pour créer une confiance suffisante assurant
I’adoption des NAM.

7.0 Conclusion et mise en ceuvre

Ce rapport est destiné a aider les élaborateurs de méthodes, les parties prenantes de 1’industrie
réglementée et les agences fédérales a développer, valider, qualifier et accepter des NAM
scientifiquement pertinentes. Nous avons décrit ici les concepts clés qui devraient étre pris en
compte pour permettre le développement efficace et rapide de NAM adaptées a un objectif,
fiables et fournissant des informations pertinentes pour 1’espece considérée. Toutes les
informations peuvent s’appliquer ou non a une méthode, une AD ou une IATA particuliere.
D’autres concepts qui s’appliquent a une méthode, a une AD ou a une IATA peuvent par ailleurs
ne pas €tre abordés dans ce rapport. Il est important que les élaborateurs collaborent étroitement
avec les agences fédérales et les utilisateurs finaux en tenant compte de 1’utilisation prévue de la
NAM, en particulier pour les applications d’évaluation des risques dans le cadre d’un examen
réglementaire. L’établissement de la confiance scientifique dans les NAM et la validation ou la
qualification des méthodes pour des objectifs et des CU précis devraient étre des processus
itératifs guidés par une communication multidirectionnelle entre les parties prenantes.

Le domaine des NAM est en pleine évolution, et de nouvelles considérations sur la validation et
la qualification des NAM non anticipées au moment de la rédaction du présent rapport pourraient
émerger. Par conséquent, les parties prenantes participant au développement, a la validation et a
la qualification des NAM devront probablement faire preuve de flexibilité et étre prétes a
intégrer des considérations non décrites ici. Ce rapport sera mis a jour réguliérement et selon les
besoins.
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ANNEXE A : GLOSSAIRE

AVERTISSEMENT : ce glossaire est destiné a faciliter la compréhension de la
terminologie employée dans ce rapport. La signification ou I’utilisation d’un terme
particulier peut varier d’un organisme de réglementation a I’autre.

Adapté a I’objectif : correspondance du type et du degré de certitude des informations fournies
par une NAM (ou un ensemble de NAM) avec le type et le degré de certitude des informations
nécessaires pour une décision donnée (EPA, 2021a).

Approche définie (AD) : obtention d’un résultat, a 1’aide de données d’entrée générées a partir
d’un ensemble défini de sources d’informations et d’une procédure d’interprétation des données
fixe, qui peut étre utilisé seul ou conjointement avec d’autres sources d’informations au sein
d’une IATA pour répondre a un besoin réglementaire précis. Une approche définie des essais et
de I’évaluation peut étre utilisée pour faciliter I’identification des dangers, la caractérisation des
dangers et/ou I’évaluation de la sécurité des substances chimiques (OCDE, 2017).

Approche intégrée en matiére d’essai et d’évaluation (IATA) : approche basée sur de
multiples sources d’information utilisées pour 1’identification des dangers, la caractérisation des
dangers et/ou I’évaluation de la sécurité des substances chimiques (OCDE, 2017).

Base de données/liste préparée : ensemble structuré d’informations fiables et bien caractérisées,
soigneusement compilées et mises a jour.

Bonnes pratiques de culture cellulaire (BPCC) : ensemble de principes développés pour une
utilisation pratique en laboratoire afin de garantir la reproductibilité des analyses in vitro (basées
sur des cellules) et d’améliorer la qualité des données scientifiques (Pamies et al., 2022).

Bonnes pratiques de laboratoire (BPL) : réglements promulgués par des autorités telles que
’EPA des Etats-Unis, la FDA des Etats-Unis et I’OCDE qui décrivent les procédures de tenue
des dossiers et d’assurance qualité pour les dossiers de laboratoire qui constitueront la base des
soumissions de données aux organismes nationaux de réglementation.

Bonnes pratiques de laboratoire appliquées aux études in vitro : cadre complet décrit dans le
document d’orientation de I’OCDE intitulé Guidance Document on Good In Vitro Method
Practices (« Document d’orientation sur les bonnes pratiques relatives aux méthodes in vitro »)
(OCDE, 2018), qui fournit des recommandations pour le développement, la validation,
I’acceptation ou la qualification réglementaire et I’utilisation de méthodes in vitro.

Classification des dangers : classement d’un danger chimique ou d’un produit dans une
catégorie sur la base des résultats d’une méthode d’essai standard pour un critére d’évaluation de
toxicité spécifique ; le plus souvent utilisée a des fins d’étiquetage.
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Composés de référence : substances chimiques sélectionnées pour étre utilisées lors de la
recherche, du développement ou de I’évaluation d’une méthode d’essai proposée, parce que leur
réponse lors de la méthode d’essai de référence ou chez 1’espéce concernée est connue (voir

« méthode d’essai de référence »).

Concordance : degré d’accord ou de cohérence entre deux variables. La concordance peut étre
utilisée pour décrire qualitativement la pertinence biologique d’'une NAM par rapport a la
méthode d’essai sur I’animal de référence et/ou aux données de référence chez I’homme
éventuellement disponibles. La concordance peut également servir a décrire quantitativement la
proportion de toutes les substances chimiques testées qui sont correctement classées comme
positives ou négatives. Ce terme est souvent utilis€¢ de maniére interchangeable avec celui de

« taux de reconnaissance global » dans ce contexte.

Contexte d’utilisation (CU) : description clairement articulée du mode et de 1’objectif de
’utilisation d’une méthode, d’une approche ou d’une application particulicre.

Controle qualité : ensemble d’activités ou d’échantillons utilisés pour vérifier le maintien de la
qualité attendue du produit ou de la méthode.

Courbe standard : méthode quantitative permettant une représentation graphique des données
d’essai pour déterminer la concentration d’une substance dans un échantillon inconnu en
comparant celui-ci a un échantillon standard de concentration connue (en utilisant souvent le
témoin positif).

Critére d’évaluation : processus, réponse ou effet biologique ou chimique évalué par une
méthode d’essai.

Danger : possibilité de survenue d’un effet indésirable ou nocif pour la santé ou
I’environnement.

Discordance : proportion de I’ensemble des substances chimiques testées qui sont erronément
classées comme positives ou négatives.

Domaine d’application : types de substances chimiques qui peuvent étre testées a 1’aide d’une
méthode, ou types de substances chimiques pour lesquels les résultats produits par cette méthode
sont considérés comme acceptables.

Elaborateur de la méthode d’essai : organisation ou personne qui congoit initialement une
méthode d’essai et veille a sa reproductibilité et son adéquation a 1’utilisation prévue.

Espéce cible : espece chez laquelle des informations relatives a la toxicité potentielle d’une
substance chimique sont recherchées.

Essai : systeme expérimental utilisé. Terme souvent utilis€¢ de manicre interchangeable avec
ceux de « test » et de « méthode d’essai ».
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Evaluation des risques : ¢valuation des effets nocifs potentiels sur la santé et I’environnement
d’une espece cible résultant de I’exposition a des agents exogenes.

Faux négatif : substance identifi¢e a tort comme négative par une méthode d’essai a la lumiére
des données de référence spécifiées.

Faux positif : substance identifiée a tort comme positive par une méthode d’essai a la lumiére
des données de référence spécifiées.

Fiabilité : mesure de la capacité d’'une méthode d’essai a étre exécutée de maniére reproductible
au sein d’un laboratoire et entre laboratoires au fil du temps. Elle est évaluée en calculant la
reproductibilité intra- et interlaboratoires et la répétabilité intralaboratoires.

Identification des dangers : partie de 1’évaluation des risques qui permet de déterminer si
I’exposition a une substance particulieére est ou pourrait étre associée a des effets indésirables sur
la santé ou I’environnement.

Méthode d’essai de référence : méthode d’essai acceptée utilisée a des fins réglementaires pour
¢valuer la possibilité qu’une substance a tester soit dangereuse pour 1’espéce considérée.

Méthode d’essai validée : méthode d’essai acceptée pour laquelle des études de validation ont
été réalisées afin de déterminer le taux de reconnaissance global, la fiabilité et la pertinence de
cette méthode pour une utilisation proposée particuliére.

Méthode d’essai : procédé ou procédure utilisé pour caractériser une substance ou un agent. Les
méthodes d’essai toxicologiques fournissent des informations concernant la capacité d’une
substance ou d’un agent a produire un effet biologique spécifi¢ dans des conditions établies. Ce
terme est employ¢ de maniére interchangeable avec ceux de « test » et d’« essai ». Voir
¢galement « méthode d’essai validée » et « méthode d’essai de référence ».

Normes de performance : normes fondées sur une méthode d’essai validée qui fournissent une
base pour évaluer la comparabilité d’'une méthode d’essai proposée qui est similaire du point de
vue mécanistique et fonctionnel. Sont inclus (1) les composants essentiels de la méthode d’essai ;
(2) une liste de substances chimiques de référence sélectionnées parmi les substances chimiques
utilisées pour démontrer la performance acceptable de la méthode d’essai validée ; et (3) les
niveaux comparables de taux de reconnaissance global et de fiabilité, sur la base des résultats de
la méthode d’essai validée, que la méthode d’essai proposée devrait présenter lorsqu’elle est
¢valuée a I’aide de la liste minimale de substances chimiques de référence.

Nouvelles méthodes d’approche (NAM) : références descriptives générales a toute technologie,
méthodologie, approche ou combinaison de celles-ci qui peut étre utilisée pour fournir des

informations sur I’évaluation des dangers et des risques des substances chimiques et qui promeut
le remplacement, la réduction ou le réajustement de 1’utilisation des animaux (principes des 3R).

Organe cible : organe sur lequel des informations relatives a la toxicité potentielle d’une
substance chimique sont recherchées.
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Performance : caractéristiques de taux de reconnaissance global et de fiabilité d’une méthode
d’essai (voir « taux de reconnaissance global » et « fiabilité »).

Pertinence biologique : mesure du caractére approprié¢ d’'une méthode censée évaluer les effets
d’une substance chimique au sein des taxons considérés.

Pertinence mécanistique : mesure du caractére approprié pour 1’évaluation du processus ou de
la voie biochimique par lequel une substance chimique peut exercer un effet.

Précision balancée : parametre statistique utilisé¢ pour corriger un ensemble de données
déséquilibré dans lequel une « classe » est beaucoup plus fréquente que I’autre (p. ex. plus grand
nombre de données négatives que positives). La précision balancée correspond a la moyenne
arithmétique de la sensibilité et de la spécificité.

Précision : proximité des différentes mesures d’un analyte aprés de multiples analyses, souvent
sur un seul échantillon. La précision est souvent exprimée par le coefficient de variation.

Prédictivité négative : proportion de réponses négatives correctes a la lumiére des données de
référence définies parmi les substances testées négatives par une méthode d’essai. Il s’agit d’un
indicateur du taux de reconnaissance global de la méthode d’essai. La prédictivité négative est
fonction de la spécificité de la méthode d’essai et de la prévalence de négatifs parmi les
substances testées.

Prédictivité positive : proportion de réponses positives correctes a la lumicre des données de
référence définies parmi les substances testées positives par une méthode d’essai. Il s’agit d’un
indicateur du taux de reconnaissance global de la méthode d’essai. La prédictivité positive est
fonction de la sensibilité de la méthode d’essai et de la prévalence de positifs parmi les
substances testées.

Principes des 3R : principes d’une technique expérimentale sans cruauté, supposant en
particulier la réduction (utiliser aussi peu d’animaux que possible), le remplacement (utiliser une
espece d’ordre inférieur ou des essais ne portant pas sur des animaux) ou le réajustement
(atténuer au maximum la douleur ou la détresse que les animaux de laboratoire peuvent endurer
en raison d’une technique particuliére) de 1’utilisation d’animaux dans la recherche et les tests de
sécurité chimique.

Procédures opérationnelles standard (SOP) : procédures écrites formelles qui décrivent la
manicre dont chaque opération de laboratoire doit étre effectuée. Elles sont requises par les
directives des BPL.

Promoteur de la méthode d’essai : organisation ou personne a I’origine de la soumission d’une

méthode d’essai ; il peut s’agir de 1’organisation ou de la personne jouant le role d’¢laborateur de
la méthode d’essai.
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Protocole : description précise étape par étape d’une méthode d’essai, y compris la liste de tous
les réactifs et de tous les critéres et procédures nécessaires pour générer et évaluer les données de
test.

Puissance : mesure de ’activité biologique ou chimique relative d’une substance. La puissance
d’une substance unique peut varier selon les effets biologiques ou biochimiques considérés.

Qualification : conclusion que les résultats d’une évaluation basée sur un modele ou un essai
validé sont fiables en vue d’une interprétation et d’une application précises dans le cadre du
développement de produits et de la prise de décisions réglementaires.

Répétabilité : cohérence des résultats de test obtenus lorsque la procédure est effectuée sur la
méme substance dans des conditions identiques au cours d’une période donnée ; « ... degré
d’accord entre les résultats indépendants obtenus avec la méme méthode sur le ou les mémes
sujets (ou objets ou matériaux de test), dans les mémes conditions » (Slezék et Waczulikova,
2011).

Reproductibilité interlaboratoires : mesure permettant de déterminer si différents laboratoires
qualifiés utilisant le méme protocole et les mémes substances chimiques a tester peuvent
produire des résultats qualitativement et quantitativement similaires. La reproductibilité
interlaboratoires est établie au cours des processus de prévalidation et de validation et indique
dans quelle mesure une méthode d’essai peut €tre transférée avec succes entre laboratoires.

Reproductibilité : cohérence des résultats de test individuels obtenus en appliquant le méme
protocole de test aux mémes échantillons ; « ... degré d’accord entre les résultats indépendants
obtenus avec la méme méthode sur le ou les mémes sujets (ou objets ou matériel d’essai), mais
dans des conditions différentes (différents observateurs, laboratoires, etc.) » (Slezak et
Waczulikova, 2011).

Robustesse : capacité d’une méthode a étre reproduite dans différentes conditions ou
circonstances sans que les résultats obtenus montrent des différences inattendues.

Sensibilité : proportion de I’ensemble des substances chimiques positives qui sont correctement
classées comme telles dans une méthode d’essai. La sensibilité peut également étre définie dans
le contexte des limites de détection comme la plus faible concentration d’analyte pouvant étre
mesurée avec un taux de reconnaissance global et/ou une précision acceptables.

Soumission de la méthode d’essai : ensemble de la documentation a I’appui d’une méthode
d’essai proposée pour une application réglementaire ou une autre application précise. Une
soumission de la méthode d’essai comprend généralement des dossiers des études de validation
réalisées pour caractériser 1’utilité et les limitations de la méthode d’essai pour une exigence ou
une application d’essai réglementaire particuliére ainsi que d’autres documents adéquats sur la
validité scientifique préparés conformément aux directives de soumission de la méthode d’essai.

Spécificité : proportion de I’ensemble des substances chimiques négatives correctement classées
comme telles dans une méthode d’essai. Il s’agit d’une mesure du taux de reconnaissance global
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de la méthode d’essai. Ce terme est ¢galement utilisé pour décrire la capacité d’une méthode
analytique a détecter un analyte particulier.

Stabilité : capacité¢ d’un matériau de test (p. ex. substance a tester, appareil d’essai, réactif ou
analyte) a produire des résultats similaires et acceptables sur une période donnée dans un
environnement donné.

Taux de reconnaissance global : degré de concordance entre le résultat d’une méthode d’essai
et une valeur de référence acceptée.

Taux de recouvrement : méthode quantitative permettant de vérifier I’efficacité et la
reproductibilité d’'une méthode d’extraction en comparant les résultats des échantillons extraits
avec ceux d’échantillons enrichis d’une matrice similaire et/ou de blancs enrichis.

Test : systéme expérimental utilisé ; terme employé de maniere interchangeable avec ceux de
« méthode d’essai » et d’« essai ».

Transférabilité : capacité¢ d’une méthode ou d’une procédure d’essai a étre exécutée de manicre
exacte et fiable dans différents laboratoires compétents. Voir également « reproductibilité
interlaboratoires ».

Validation : processus par lequel le taux de reconnaissance global, la fiabilité et la pertinence
d’une procédure sont établies pour un objectif précis. La validation pour un objectif donné
n’implique pas une validation pour d’autres objectifs. Une qualification supplémentaire peut étre
nécessaire pour un contexte d’utilisation particulier.

Voie conduisant a des effets indésirables (AOP) : représentation structurée d’événements
séquentiels qui se produisent a différents niveaux de I’organisation biologique et entrainent un
effet indésirable lorsqu’un organisme est exposé a une substance.
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ANNEXE B : OUTILS DE QUALITE

1.0 Organigrammes

Dans un organigramme, chaque étape d’un protocole est schématisée (voir exemple de la

Figure S1). En garantissant la couverture et le suivi de chaque étape, dans la mesure du possible,
il peut étre utile a la conception de mesures de contrdle pour la méthode d’essai. Il est possible
que plusieurs mesures de contrdle couvrent une seule étape, et inversement qu’une mesure de
controle couvre plusieurs étapes. En outre, la comparaison des mesures de contrdle de différentes
NAM peut révéler qu’elles comportent des étapes similaires. Pour ces étapes, les sources de
variabilité seront probablement similaires.
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Figure supplémentaire 1. Organigramme décrivant le protocole modifi¢ relatif au MTS (3-(4,5-
diméthylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxyméthoxyphényl)-2-(4-sulfophényl)-2H-tétrazolium) pour une
¢tude interlaboratoires. Cette figure est réimprimée avec a 1’autorisation d’Elliott et al. (2017).
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2.0 Analyse des causes et des effets

L’analyse des causes et des effets (C&E) est un outil conceptuel qui peut étre utilisé pour
identifier d’éventuelles sources importantes de variabilité et les présenter sous forme de
diagrammes C&E, parfois appelés diagrammes en arétes de poisson (voir exemple de la
Figure S2). Le processus d’¢laboration de ces diagrammes peut inclure une réflexion collective
et une revue de la littérature sur un essai. Chaque branche du diagramme C&E indique une
source importante de variabilité attendue. Les diagrammes C&E peuvent également faciliter le
développement de nouvelles NAM, car les branches communes des diagrammes C&E (p. ex.
réalisation de mesures a 1’aide du méme type d’essai de cytotoxicité) pourront étre effectuées
plus rapidement, nécessiteront probablement des mesures de contrdle semblables et
comporteront sans doute des stratégies d’atténuation de la variabilité similaires. L’analyse des
diagrammes C&E aide a identifier les aspects d’une méthode dont la standardisation peut étre
complexe (p. ex. instrument difficile a étalonner ou réactifs de test instables). Les

diagrammes C&E peuvent guider les tests de robustesse et la sélection des mesures de contrdle
afin d’analyser, dans 1’idéal, les sources de variabilité dans chaque branche et sous-branche du
diagramme C&E.
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Figure supplémentaire 2. Diagramme des causes et des effets d’un test de cytotoxicité du MTS
congu pour étre utilisé avec des nanomatériaux modifiés. Reproduit avec 1’autorisation de
Rosslein et al. (2015).
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3.0 Cartes de controle

Les mesures de contrdle peuvent prendre la forme d’expériences préliminaires ponctuelles (p. ex.
recherche de biais potentiels), de mesures périodiques effectuées a une fréquence prédéterminée
(p. ex. évaluation de la performance et de 1’étalonnage de 1’instrument) et de mesures de controle
en cours de processus effectuées chaque fois que 1’essai est effectué. Pour certains essais qui
permettent d’analyser simultanément un nombre limité d’échantillons (p. ex. essai par inhalation
avec exposition a des substances chimiques en aérosol a 1’aide d’un systéme d’exposition
continue), des mesures périodiques peuvent étre utiles. Des essais préliminaires ponctuels
peuvent €tre utiles pour évaluer si une substance a tester peut provoquer un biais, par exemple si
une nanoparticule peut adsorber un réactif d’essai important. Les mesures de controle en cours
de processus peuvent étre utilisées pour mesurer les principales sources de variabilité¢ chaque fois
que I’essai est effectué. Le témoin positif constitue par exemple une mesure de contrdle en cours
de processus courante. Cette mesure de contrdle peut révéler si une réponse maximale (effet de
100 %) est atteinte et €tre utilisée pour démontrer la sensibilité de la réponse de 1’essai a des
concentrations chimiques qui produisent des réponses plus modérées. Les principales
considérations pour la sélection d’un témoin positif ont ét¢ décrites par Petersen et al. (2021).
Les autres mesures de controle en cours de processus courantes sont un témoin sans cellules et
sans réactif d’essai supplémentaire et un témoin contenant des cellules ainsi que des réactifs
d’essai ajoutés, mais sans substances a tester. Toutes les mesures de controle en cours de
processus potentielles ne peuvent étre incluses, et des compromis sont parfois nécessaires en la
maticre.

Les principales sources de variabilité peuvent étre surveillées dans le temps et entre tests a 1’aide
de cartes de controle qui affichent les valeurs moyennes et la variabilité des mesures de contrdle
en cours de processus (voir exemple de la Figure S3). Elles peuvent aider a détecter des
changements systématiques des valeurs moyennes ou de variabilité au fil du temps, qui suggerent
I’altération d’un composant de I’essai (p. ex. instabilité d’un réactif). L’examen des feuilles de
relevé peut étre utile pour identifier les raisons des changements.
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Figure supplémentaire 3. Données des cartes de contréle pour la méthode de fluorescence de
I’essai de dépistage des allergeénes électrophiles pour le témoin négatif d’un incubateur : (A)
moyenne et (B) coefficient de variation pour tous les tests en fonction de la date de réalisation.
Dans le graphique B, une valeur est aberrante pour le coefficient de variation et ne correspond
pas aux spécifications de cette étude (moyenne globale + 3 fois la valeur moyenne de 1’écart
type). De plus, ni la moyenne ni le coefficient de variation ne montrent de tendance systématique
en fonction du temps. Cette figure a ét¢ modifi¢e et réimprimée avec 1’autorisation de Petersen et
al. (2022c), tandis que la 1égende de la figure est modifiée et réimprimée d’apres Petersen et al.
(2022b).
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4.0 Feuilles de relevé

Des feuilles de relevé peuvent étre utilisées pour enregistrer les métadonnées clés et répondre
aux exigences des BPL. Si les BPL ne sont pas utilisées lors du développement d’une méthode,
les principes énoncés dans les BPL, tels que 1’enregistrement des principales données a 1’aide de
feuilles de relevé, seront importants si la NAM est destinée a des soumissions réglementaires,
lorsque la conformité aux BPL peut étre requise. Les ressources alternatives pertinentes lors du
développement d’essais sont le document d’orientation sur le GCCP 2.0 (Pamies et al., 2022) et
le GIVIMP (OCDE, 2018), qui sont spécifiques aux méthodes cellulaires avec des listes de
gestion de la qualité supplémentaires pour garantir la reproductibilité et des données scientifiques
de haute qualité. Les feuilles de relevé peuvent également étre utiles pour surveiller les mesures
de contrdle en cours de processus et faciliter la résolution des éventuels problémes. Par exemple,
elles peuvent étre utilisées pour documenter les modifications des numéros de lot des réactifs et
des consommables (p. ex. pipettes et plaques a micropuits). Cela peut faciliter la résolution des
problémes en cas de non-respect particulierement fréquent d’une spécification donnée. Les
feuilles de relevé peuvent également inclure des calculateurs de données pour évaluer si les
données d’un essai répondent a toutes les spécifications et effectuer des évaluations statistiques
des résultats de 1’essai. Des blocs-notes ¢électroniques et des systémes de gestion des
informations de laboratoire peuvent étre substitués aux feuilles de relevé papier pour plus de
commodité (stockage aisé, transférabilité entre laboratoires et recherche simplifiée).

5.0 Diagrammes de dispersion

Les diagrammes de dispersion peuvent €tre utilisés pour évaluer s’il existe une interaction entre
différentes mesures de contrdle en cours de processus ou entre ces mesures de controle et les
résultats de la substance a tester (voir exemple de la Figure S4). Les résultats de la substance a
tester devraient étre indépendants des résultats des mesures de contrdle en cours de processus
dans la plage définie par les spécifications.
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Figure supplémentaire 4. Corrélation entre les valeurs de la CEso du sulfate de cadmium
(CdS0O4) déterminées a 1’aide de I’essai du MTS et les valeurs moyennes de densité optique (DO)
de cellules A549 non exposées a une substance a tester ou au témoin positif. Ces données
montrent soit une absence d’interaction entre les valeurs de la CEso (partie A), soit une
interaction (partie B), en fonction de la plage des valeurs moyennes de DO. Les lignes continues
sont des ajustements de régression lin€aire. La pente de la partie B est statistiquement différente
de 0, ce qui indique que la valeur de la CEsq est corrélée aux valeurs de DO. Modifié et
réimprimé avec 1’autorisation de Petersen et al. (2022b) ; la Iégende de la figure est réimprimée
avec I’autorisation de Petersen et al. (2022b).
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ANNEXE C : EVALUATION DE LA METHODE ANALYTIQUE

Les informations de la présente annexe proviennent de plusieurs références, notamment les
publications Validation and Regulatory Acceptance of Toxicological Test Methods (« Validation
et acceptation réglementaire des méthodes d’essai toxicologiques ») (ICCVAM, 1997) et
Bioanalytical Method Validation Guidance for Industry (« Guide de validation des méthodes
bioanalytiques pour I’industrie ») (FDA, 2018), le GD 34 de I’OCDE (OCDE, 2005) et le
document GIVIMP de I’OCDE (OCDE, 2018). Ces informations visent a fournir un cadre
général pour I’évaluation des méthodes. Certains aspects peuvent ne pas €tre applicables a toutes
les méthodes.

1.0  Limites de détection et de quantification

Les limites de détection et de quantification définissent 1’intervalle d’une méthode analytique. La
méthode analytique est souvent testée soit a la limite inférieure de quantification, soit a la limite
de détection, en fonction des caractéristiques du systéme. Ce processus détermine la limite
inférieure de I’intervalle d’une méthode analytique en établissant la quantité ou la concentration
la plus faible d’un analyte qui peut étre détectée (limite de détection) ou quantifiée (limite
inférieure de quantification) de maniere fiable au-dessus du blanc de réactif ou dans la courbe
standard. La concentration la plus élevée sur la courbe standard correspond a la limite supérieure
de quantification.

2.0 Identification des interférences

Les ¢laborateurs de méthodes devraient documenter les substances provoquant des interférences,
qui peuvent provenir de composants critiques et non critiques de la méthode, y compris toute
interférence avec le signal détecté (p. ex. fluorescence/absorbance, luciférase, enzymatique) de la
méthode. Les interférences peuvent également provenir des consommables, tels que certains
plastiques utilisés dans les méthodes d’essai des perturbateurs endocriniens ainsi que d’autres
réactifs de la méthode. Les substances susceptibles d’induire des interférences comprennent entre
autres les composants de la matrice endogéne, les métabolites, les produits de décomposition et
d’autres xénobiotiques. Si la méthode vise a quantifier plus d’un analyte, tous les analytes prévus
devraient étre testés pour s’assurer qu’il n’y a pas d’interférence. Des échantillons témoins sont
souvent utilisés pour tester les interférences.

3.0  Evaluation de la précision analytique

Il est utile d’inclure une description de la précision de la méthode analytique utilisée et de tout
autre test de précision, comme ceux qui évaluent la variabilité de la performance lorsque
différents membres du personnel utilisent la méthode proposée ou lorsque différents instruments
sont utilisés pour la méthode ; dans la mesure du possible, la participation a des études de
comparaison interlaboratoires est également recommandée.
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4.0 Stabilité des matériaux

La stabilité¢ des matériaux utilisés dans la NAM (p. ex. substances a tester, appareil d’essai,
réactifs et analytes) fait référence a la capacité d’un matériau a produire des résultats similaires et
acceptables sur une période donnée dans un environnement donné. La stabilité¢ de la NAM elle-
méme, évaluée au moyen de cartes de contrdle en fonction du temps, est abordée plus haut
(Annexe B, section 3.0). Les effets du prélevement, de la manipulation et des conditions de
conservation des échantillons devraient étre évalués. Les matériaux susceptibles d’étre affectés
par des problémes de stabilité devraient étre assortis d’une date de péremption appropriée. La
stabilité de la substance a tester, des réactifs et de I’appareil d’essai (p. ex. microplaque en
plastique) devrait étre garantie pour éviter les interférences causées par les produits de
dégradation et les modifications de la dose réelle appliquée. Les études de stabilité réalisées sur
tout composant devraient étre incluses dans le rapport. Tout mélange chimique ou échantillon
préparé avant le jour de 1’étude devrait faire 1’objet d’une évaluation de la stabilité avant d’étre
utilisé dans des études de développement, de validation ou de qualification.

La stabilité chimique d’une matrice ou d’un mélange donné dans des conditions précises sur des
intervalles de temps donnés est évaluée de plusieurs manicres. Les évaluations de stabilité
préalables a 1’étude devraient couvrir les conditions de manipulation et de conservation attendues
des échantillons pendant la conduite de 1’étude, y compris les conditions sur le site d’essai,
pendant le transport et sur tous les sites secondaires. La stabilité d’un analyte dans un mélange,
une matrice et un systéme de récipients particuliers est spécifique a ce mélange, cette matrice et
ce systeme de récipients et ne peut etre généralisée. Les tests de stabilité devraient évaluer la
stabilité des analytes pour la conservation a long terme (échantillons congelés a la température de
conservation prévue) et a court terme (plan de travail, température ambiante), et apres les cycles
de congélation et décongélation et le processus analytique. Les conditions des tests de stabilité
devraient refléter les situations susceptibles d’étre rencontrées lors de la manipulation et de
I’analyse réelles des échantillons. Si, au cours de I’analyse d’échantillons pour une étude, les
conditions de conservation ont changé et/ou ont enfreint les conditions de conservation des
¢chantillons évaluées lors de la caractérisation technique de la méthode, la stabilité devrait étre
¢tablie dans ces nouvelles conditions. Des études de stabilité indépendantes devraient étre
menées et couvrir toutes les conditions auxquelles un réactif critique peut étre soumis. Les tests
de stabilité d’un réactif ou d’un matériau devraient étre envisagés dans divers contextes,
notamment les cycles de congélation-décongélation et 1’utilisation sur le plan de travail, dans des
solutions meres, dans des échantillons traités et dans le cadre d’études a long terme.

5.0 Test de robustesse

La robustesse est la capacité d’une méthode a étre reproduite dans différentes conditions ou
circonstances sans que les résultats obtenus montrent des différences inattendues. L’un des
aspects de la robustesse d’'une NAM est la cohérence des résultats des cartes de contrdle dans le
temps, comme décrit a I’ Annexe B, section 3.0. Les tests de robustesse sont souvent utilisés pour
détecter des changements des résultats dus a des variations involontaires des réactifs ou des
protocoles expérimentaux. Ils sont recommandés pour tous les aspects des méthodes d’essai, et
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des intervalles pour tous les paramétres et mesures devraient étre établis chaque fois que cela est
possible.

Par exemple, si un temps d’incubation de 5 minutes a été jugé optimal pour une étude, mais
qu’apres un test de robustesse, les données ont satisfait a toutes les exigences de contrdle qualité
pour un temps de 5 minutes + 30 secondes, le temps d’incubation acceptable testé pour la
robustesse est de 5 minutes + 30 secondes.

Voici quelques-uns des paramétres de 1’étude pour lesquels un intervalle d’acceptation devrait
étre établi :

e Temps d’incubation

e Températures d’incubation

° pH

e Sources de réactifs

e Densités cellulaires (le cas échéant)

e Conditions expérimentales

e Logiciel d’analyse
La conception du mod¢le déterminera quelles conditions expérimentales nécessiteront des
intervalles d’acceptation. Par exemple, les modeles comportant un milieu fluide auront besoin

d’intervalles d’acceptation pour les parametres liés au débit. Les modeles plus complexes sont
plus susceptibles d’avoir des parametres d’étude nécessitant un controle.

Le cas échéant, les résultats des tests de robustesse des réactifs critiques et non critiques
devraient également étre communiqués. Différents fournisseurs (dans la mesure du possible)
devraient étre testés pour déterminer s’il convient de se procurer un réactif aupres d’un seul
fournisseur ou si plusieurs fournisseurs peuvent étre utilisés. Cela peut également étre utile pour
se prémunir contre des perturbations de la chaine d’approvisionnement ou 1’arrét de la
fabrication d’un produit par un fabricant particulier.

Des tests de robustesse des instruments devraient également étre effectués chaque fois que cela
est possible. La validation interlaboratoires porte souvent sur différentes marques d’instruments
ayant des parametres de performance et des capacités différents, ce qui peut accroitre la
variabilité des données ou modifier les parametres de la méthode utilisée.

6.0  Analyse du taux de recouvrement

Lors d’essais d’extraction a partir d’'une matrice donnée, des études du taux de recouvrement
devraient étre réalisées afin de vérifier I’efficacité et la reproductibilité de la méthode
d’extraction. Les études du taux de recouvrement sont souvent réalisées en comparant les
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résultats des échantillons extraits avec ceux d’échantillons enrichis d’une matrice similaire et/ou
de blancs enrichis.

7.0 Analyse technique du domaine d’application

Des données adéquates sur la méthode d’essai devraient étre disponibles pour les substances
chimiques et/ou les produits représentatifs de ceux requis pour le CU correspondant a 1’essai
proposé. La documentation pour la NAM, I’AD ou I’[ATA devrait décrire clairement les
propriétés physicochimiques du domaine d’application. Cela comprend toute limitation de la
méthode, par exemple pour les substances chimiques présentant un intervalle de poids
moléculaire, une volatilité, une solubilité¢ ou une stabilité spécifique.

Le domaine d’application devrait étre évalué analytiquement lors du développement initial d’un
essai, mais 1’utilisation plus large de la méthode pourrait générer des données additionnelles. Ces
données pourraient révéler des interférences susceptibles de nécessiter des mesures techniques
supplémentaires (Petersen et al., 2022a). Si un essai n’est pas évalué pour des substances
chimiques présentant certaines propriétés physicochimiques, la performance de I’essai sera plus
incertaine pour lesdites substances, pour des raisons tant analytiques (p. ex. risque de biais ayant
une incidence sur la performance de 1’essai) que de concordance potentielle (p. ex. capacité de
I’essai a donner des résultats semblables a ceux d’un essai in vivo). Par conséquent, il peut
¢galement étre utile d’évaluer la concordance de 1’essai pour diverses substances chimiques
ayant des propriétés physicochimiques différentes afin d’accroitre la confiance dans
I’applicabilité de I’essai a un plus large éventail de substances chimiques.

8.0 Témoin positif

Le développement de 1’essai devrait comprendre au moins un témoin positif. Ce type de témoin
peut étre utilisé conjointement avec des courbes standard ou en tant que concentration unique
pour le témoin positif. Les témoins positifs devraient étre adaptés au critére d’évaluation de
détection de I’essai. La concentration du témoin positif devrait se situer dans la fenétre de
détection de I’essai. Souvent, la concentration du témoin positif est choisie de maniére a obtenir
une réponse comprise entre 50 % et 80 % de I’intervalle de détection maximal si une seule
concentration est testée et que des données sur la résolution de la dose maximale sont
disponibles. Une courbe standard est souvent produite en utilisant le t¢émoin positif du systéme ;
elle correspond a la relation entre la réponse a 1’essai et des concentrations connues de 1’analyte.
La courbe standard devrait étre reproductible dans le temps. Les courbes standard devraient étre
préparées avec le méme excipient ou solvant que les échantillons a tester durant I’étude.
Lorsqu’il est impossible d’obtenir le méme mélange ou la méme matrice, des mélanges ou
matrices de substitution peuvent étre utilisés, a condition de fournir une documentation et une
justification appropriées.

9.0 Nomes de référence pour I’étalonnage des instruments

Le cas échéant, les instruments devraient étre étalonnés a 1’aide de normes d’étalonnage et/ou
d’échantillons de contrdle qualité. La source de I’échantillon standard ou de controle qualité
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devrait étre documentée, en précisant la pureté, la stabilité, la source, le numéro de lot, le
certificat d’analyse et la date de péremption. Il existe plusieurs types de normes, telles que les
normes officinales de la Pharmacopée américaine et des matériaux fournis dans le commerce
obtenus aupres d’une source commerciale réputée et dont la pureté est documentée.

Pour certains instruments (p. ex. spectrométres de masse), la norme de contrdle devrait
idéalement étre identique a I’analyte objet de 1’essai. Souvent, cela n’est pas possible et une
forme chimique établie de pureté connue peut tre utilisée.

10.0 Ktablissement de spécifications

Des spécifications peuvent étre définies pour les mesures de contrdle en cours de processus sur la
base des résultats de tests intralaboratoires ou interlaboratoires. Plusieurs approches peuvent étre
utilisées. Les méthodes couramment utilisées appliquent ainsi un intervalle de confiance de 95 %
aux mesures de contrdle en cours de processus ou utilisent la moyenne + 2 ou 3 fois I’écart type,
mais d’autres approches statistiques sont souvent utilisées. L’établissement de spécifications
implique de trouver un équilibre entre différents objectifs. Il est important que les spécifications
soient suffisamment strictes pour exclure les données indiquant que 1’essai ne fonctionne pas
comme prévu ou que les données d’une mesure de contrdle en cours de processus se situent dans
un intervalle susceptible de fausser le résultat de la substance a tester. Il est également important
que les spécifications ne soient pas strictes au point qu un nombre trop élevé de séries d’essais
donne des résultats hors spécifications alors que les données de test se situent dans un intervalle
considéré comme normal.
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