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Contexte reglementaire

Cosmetigue: SCCNFP
24/10/2000

Directive 76/768/CEE

et son 7¢me gmendement
Chimie: mise a jour du
reglement (CE) 440/2008 pour y ;
inclure en priorité les methodes
d’essai alternatives nouvelles et
actualisees, conformément a la
directive 2010/63/UE
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Les méthodes alternatives

Programme FP6
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Tests validés

Toxicité in vitro pour le choix des doses
m Balb/c 3T3 neutral red uptake — Guidance No.129 OCDE

Corrosion cutanée
m TG OCDE 431; 430 & 435

Irritation cutanée
m TG OCDE 439

Phototoxicité
m TG OCDE 432

Irritation oculaire
m TG OCDE 437, 438
M Het-Cam, Agarose, RRN

B RBC, Epithelium reconstruit, Fluorescein leakage test (TG
OCDE 460), Cytosensor mycrophysiometer (draft TG)
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Corrosion cutanée - ocpE 430, EC B.40

[ranscutaneous Electrical Resistance
(T E R) Crocodile Clip\\ / 'E'}L;E;L'r‘U'QE*’

Cuter (thin)

Elactrode

B Ex-vivo - Peau de rat b S
B Application 24 h o o
B Mesure de la ?@'QE“?’"D\
resistance electrique | wopmomw
\ Chamber
<5k R34 ou R35 o UL .

(154mM) 'O Ring

H314 1A ou 1B

Dermis of Skin Disc
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Corrosion cutanée - ocpE 435

Méthode d'essai in vitro sur membrane
d'étanchéité - CORROSITEX®

B Membrane artificielle : matrice de collagene
sur une membrane support

B Mesure du temps de passage de
I’échantillon a travers la matrice par 1.
suivi de la coloration d’un liquide % 0
réactionnel présent sous la membrane
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Corrosion cutanée - ocpE 435

B Classification selon le temps de réaction entre

I'application du produit et pénétration dans la
membrane

B Sous catégorisation des produits en fonction du pH
(coloration du tampon différente)

Catégorie 1 Catégorie 2

(acide/base forte) (acide/base faible) i
1B 3-60 minutes 1B 3-30 minutes

1C 1h-4h 1C 30-60 minutes
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Corrosion cutanée - ocDe 431, ec B.40obis

= Reconstructed Human epidermis:
%, Skinethic — Episkin — Cell system
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Corrosion cutanée - ocbe 431, ec s.4obis

v Test item application: 3’ & 1 hour / Tissue viability via MTT

Tableau 5 : EpiDerm™ SCT et SkinEthic™ RHE

Tableau 4 : Modéle prédictif d’EpiSkin™

Viahilité mesurée aprés différents
temps d’exposition (t = 3, 60 et
240 minutes)

Prévision a considérer

Viahilité mesurée apreés différents
temps d’exposition (t = 3 et 60
minutes)

Prévision a considérer

< 35 % aprés 3 minutes d’exposition

Produit chimigue corrosif :

* Sous-catégorie facultative 1A *

=35 % apres 3 munutes d exposition ET
= 35 % aprés 60 minutes d’exposition
ou

=35 % aprés 60 minutes d’exposition ET
< 35 % apres 240 mimutes d’exposition

= 30 % aprés 3 minutes d’exposition

Produit chimigque corraosif :

® Sous-catégorie facultative 14 **

Produit chimigue corrosif :

* Sous-catégories facultatives 1B
et 1C

50 % aprés 3 minutes d’exposition ET
= 13 %aprés 60 minutes d’exposition

Produit chimigque corraosif :

* Sous-catégories facultatives 1B

et 1C

=35 % apres 240 minutes d exposition

Produit chimique non corrosif

= 30 % aprés 3 nunutes d'exposition ET
=15 % apres 60 minutes d exposition

Produit chimique non corrosif

Tableau 6 : Modéle preédictif d’epiCSE

Viahilité mesurée aprés différents temps
d’exposition (t = 3 et 60 minutes)

Prévision a considérer

= 50 % aprés 3 munutes d exposition OU
(= 50 % apres 3 minutes d’exposition ET

< 15 % apres 60 minutes d exposition)

Produit chimique corrasif :

catégorie 1

= 50 % aprés 3 nunutes d exposition ET
=15 % aprés 60 nunutes d exposition

Produit chimique non corrosif

FCBA - Réglementation biocides -
8 avril 2014




Topical
or systemic
application

Culture medium

|
'
'
|
'
|
1
i

Step 2 Step 3

Incubation at '
37°C

Prediction
Irrtant/Non irmtant

Tissue viability
(MTT)

Cytokine release
(e.g. IL-1a, IL-
6, IL-8, TNFa)

Gene amays
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Irritation cutanée - ocpE 439, ec B.4s

Il-qﬁ

Day 0 Day 1 Day 3
Transfer 1) Application 2) Rinsing 3) Transfer Viability assay
into 1 mL 42 min Drying into 2 mL
fresh medium fresh growth medium |{- 0.3 mL MTT
for 42 hrs at 37°C at 1 mg/mL, iahili <ENo
il V|ab|I|t_y = 50%
j R38 « irritant »
OF - Transferin | H315
1.5 mL
isopropanol
16uLliquid  10pL water =AU RT | .
+ mesh + 16 mg solid | Viability >50%
- OD reading .
ats7onm | Non irritant
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Irritation oculaire - ocDE 437, ec .48

BCOP Bovine corneal opacity and permeability test

Excise cornea from fresh eyes
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Irritation oculaire - ocbE 437, ec .48

Place in cuvette chamber - Treatment
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Irritation oculaire - ocbE 437, ec .48

Read final opacity
Quantitative change in light passage from cornea
Read Fluorescein OD at 490 nm

Quantitative change in the barrier properties of the
epithelium to small molecules (fluorescein
penetration)

In vitro score = Opacity + (15x OD,qq)

3ab54.9 No prediction can be match
<3 no Category
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Irritation oculaire - ocDe 438, ec .48

ICE ISOLED CHICKEN EYE TEST METHOD
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Irritation oculaire - ocDbe 438, ec .48

Application de 300uL pendant 10s
Examen 30, 75, 120, 180, 240 min
1/Gonflement cornéen:

épaisseur de la cornée au temps 1 —  épaisseur de la cornée au temps=10 i 100
"y

épaisseur de la cornée au temps =10

2/Score opacité
3 /Rétention fluorescéine
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Irritation oculaire - ocpE 438, ec s.4s

Gonflement moyen de la cornée (%o)

Catégorie OPI

0as

I - -

=53 12 il Score moyen maximal d*opacité” Categorie OPI
>12 4 18 (=75 min aprés traitement) I 0.0-0.5 I
>12 a 18 (=75 min aprés traitement) II1 0.6-1.5 II

=184 26 I 1.6-2.5 1
>26 a4 32 (=75 min aprés traitement) III 2.6-4.0 v
=26 a 32 (=75 min aprés traitement) vV T o i

=32 IAY

Score de retention movenne de
fluoresceine 30 minutes apres

Catégorie OPI

traitement
0.0-0.5 I
0.6-1.5 II
1.6-2.5 111
2.6-3.0 IV
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Irritation oculaire - ocDE 438, ec .48

Classification du SGH de Combinaison des 3 variables
I'ONU
Sans catégorie IxI
2xl 1xII
Aucune prédiction Autre combinaison

n’est possible

Catégorie 1 IxIV
2xIV.1xII
2xIV. 1 xII*
2xIV. 1 xI*
Opacité coméenne = 3 a 30 min (dans au moins

deux yeux)

Opacité cornéenne = 4 en un point temporel
quelconque (dans au moins deux yeux)

Relachement important de I’épithélium (dans au
moins un oeil)

*Combinaisons moins probables.

FCBA - Réglementation biocides -
8 avril 2014



Plyctern

Bio developprement

Tests pre-valides

Sensibilisation

B Essai de liaison directe sur la réactivite peptidique
(«direct peptide reactivity assay» - DPRA - peptide-
binding assay),

B Test de sensibilisation cutanée basé sur la myéloide
U937 («myeloid U937 skin sensitisation test» - MUSST)

& Test d'activation de la lignée cellulaire humaine
(«human cell line activation test» - hCLAT)

¥ Keratinosens
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CUTANEOUS SENSITISATION

TC rnTgraﬂon

FCBA - Réglementation biocides -
8 avril 2014



Plyctern

Beo developprement

CUTANEOUS SENSITISATION

1 - DPRA : direct peptide reactivity assay
(draft OECD 02-2014)

Méthode In chemico qui détecte l'interaction d’un
haptene potentiel avec 2 modeles de peptides
(contenant cystéine ou lysine)

La déplétion du peptide (marqueur de la réactivité
protéique) est mesurée par HPLC - UV
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CUTANEOUS SENSITISATION

DPRA : direct peptide reactivity assay
(draft OECD 02-2014)

0209 |
3 | k J’ Un-reacted Peptide
000+ \

0404

3 u.zaih J\ Test Chemical
nmf * -

=] 0201 J \ Reaction Mixture
0.0+~ \ NN
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Mirnges
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CUTANEOUS SENSITISATION

2/ MUSST ou h-CLAT : cell line activation test

La cellule dendritique présente I'antigene aux
lymphocytes T présents dans les ganglions
lymphatiques

Mesure la régulation de la co-stimulation des
marqueurs de surfaces CD86 (musst) ou
CD54 et CD86 (h-clat) comme marqueurs
de I'activation des cellules dendritiques

La mesure se fait en cytométrie de flux
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CUTANEOUS SENSITISATION

3/ Keratinosens: cell line activation
test (draft OECD 02-2014)

Activation des kératinocytes (voie du facteur
de transcription Nrf2)

Mesure I'augmentation de la voie d’induction
via luminometre (activiteé luciférase)
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Toxicité sub-chronique

- Short-term in vitro assays for long term toxicity

DE-DIFFERENTATION and PHENOTYPE LOSS of HEPATOCYTES

© Chromalin remodelling
1) Lack of key transcription (5-AzaC) ‘Tu(n_om‘n.n@
factors or increased repressors

Lack of expression

¢ of key coactivators or Gene are not expressed |
o _},.;_.L_s increased corepressors P
CRP 714500

Gene are not expressed !

s ,_/\_

(B 5' +— (URTMCR)
@ ==
N4

F. N\
(uam}

[ wn
[reur. o
w Gene are not expressed !
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Toxicité sub-chronique

- Hepatotoxicité - Vitrocellomics

< Part of the platform:a
4-compartment artifical liver
bioreactor with three independent
capillary bundles (red and blue:
culture medium perfusion; yellow:
oxygenation). Liver cells are located
in the extra-capillary space.

v
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Toxicité sur la reproduction

- Methodes validées ECVAM
o Whole Embryo Culture (WEC) test (strong)
o MicroMass (MM) test
o Embryotoxic Stem Cell Test (EST) — screening
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Carcinogenicite

- Methodes non validées

o Cell transformation assay (CTA)

o Gap junction communication assay
 Programme EU de recherche FP6

projet CarcinoGENOMICS - www.carcinogenomics.eu
démarrage 2008
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Les méthodes alternatives

Le monde vitro Le monde vivo
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Les méthodes alternatives

The way forward ..... ?

It is inconceivable that tests in human volunteers would
replace animal tests
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Les nouveaux outils

- QSAR, SAR

o In silico Toxicological sciences 107(1), 106-121 (2009)

« TTC (Threshold of Toxicological Concern) SCccp/1171/08;
Food and chemicals toxicology 47, 1246-1254 (2009)
Toxicol and Applied Pharmacol 243, 260-274 (2010)

Ne peut pas étre utilisé pour des effets locaux (seulement effet
systemique - classe 1 cramer)

Ne peut étre utilisé que pour les familles chimiques
suffisamment presentent dans les bases de données et avec
une exposition disponible (pas les by-products ou
contaminants)

 BMD - Benchmark dose comme alternative

Modele mathematique ajusté aux donnees experimentales dans la plage
observable et estime la dose qui provoque une reponse faible mais
mesurable généralement choisi a une valeur de 5% ou 10% au-dessus du
contrdle
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Conclusion

Méthodes in vitro existantes et validées
B Souvent plus cheres
B Certaines peu disponibles

B Imparfaites
0 Peu discriminantes (ex irritation oculaire, cutanée)
[0 Peu spécifiques (beaucoup de faux positifs)

Ameélioration des méthodes existantes
Programmes de recherche FP5, FP6 et FP7
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