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Positionnement du Projet Euromix:

Evaluation réglementaire des mélanges chimiques : Exigences actuelles approches et perspectives d'avenir

* Le nombre de produits chimiques et de combinaisons de
produits chimiques auxquels I'homme et LLrresimesy Y fokenelseinstiutet
I'environnement sont exposés en permanence est __. | anses O3 M ©freshel
potentiellement énorme, '

e |l n'est donc ni réaliste ni utile de tester toutes les

seé0” Karolinska . oo
57 Institutet grxx Imperial College N|]Z Biamsints
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London
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* Toutefois, I'évaluation des risques pour I'homme (HRA) | ~
et I'évaluation des risques pour I'environnement (ERA)  £2 jsmapoessw e i g, fera <mitis>

des produits chimiques se concentrent principalement
sur |'exposition a des produits chimiques individuels, en

ne considérant qu'une seule source.

: Regulatory assessment of chemical mixtures: Requirements, current
Carrefours de linnovetion approaches and future perspectives, Kienzler, 2016 2
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Positionnement du Projet Euromix:

Problemes a résoudre: évaluer le risque pour 'THomme

* Directives Eu : grouper les pesticides selon leur cible
* Différences dans les législations

e Réduction des expérimentations animales

* Exposition agrégée et combinée

 Comment tester les effets mélanges
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approach

animal

Objectifs specifiques: =z = i

Possibility

* Définir des approches in silico pour
grouper les contaminants

of co- [{;;’_ e

33
% exposure
T

Very large Large number of Selected number of

* Etablir des méthodologies permettant la number f homksmd i
priorisation des contaminants et leurs —— S T W

mélanges

* Deévelopper/valider des essais in vitro Développer un outil pour I'évaluation du

* Etude de cas (BPA, BPF BPS) population risque pour les mélanges
Stratégie et guidance pour I'évaluation

e Valider ce concept sur un étude in vivo du risque pour les mélanges

e Création d'une plateforme (ToolBox)
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Nécessité de développer des méthodes permettant :

Aggregate exposure Combined exposure
_ lﬁ} ‘% i AL 40 ‘ Combined
SR — ‘ effect
% s Chemical X Chemical Y Chemical Z + 30
Chemical X CI;mICEII X ‘Chemical n Chemical ... g i ‘ Effect caused by individual
components
‘ _ b Y l l 2 10 ‘ |
one substance multiple substances ‘l__ 1
originating from different sources from one or different sources 0 e ——
b | 2 3 4 5 6 Mixture
Priorisation : alimentation, Les études existantes indiquent que
?anger Z?p“'at'_o_” ) des interaction n’ont pas lieu, soit
enétre dexposition qu’elles sont peu pertinentes aux
doses au niveau ou en dessous de
Intentional mixtures Unintentional mixtures la NOAEL* *
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b
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Composé avec peu de
données et/ou sans tests
animal:

Modélisation : QSAR
Puissance de |'effet PoDs
(CAG)

Probabilité pour une AOP
Incertitude :données
d’exposition manquantes,
déviation dose addition




STRATEGIES ET OUTILS:

Chemin de l'effet adverse:

» Stéatose hépatique

* Malformation du squelette cranio-
facial

* Reproduction : Effet estrogénique et

antiandrogenique

Trois groupes de composés:
* Pesticides

* Food additives

* Contaminants
environnementaux

Données manquantes (extrapolation)

Danger:
 AOP

* Grouper les pdts chimiques (CAG)
* Données : danger
* Cinétique

Exposition:
e Exposition : modélisation
probabilistique
* Données réelles
* Identification des mélanges

Modele de dose addition pour les
composés ayant une toxicité similaire (RPF)
Comparaison similaire/dissimilaire




Cumulative Assesment Groups (CAGs): Foie (EFSA, 1/15 organes)*®

Pour les pesticides : comment les grouper pour I'évaluation cumulée du risque

Assomption: pesticides produisant le méme effet sur le méme organe peuvent agir en combinaison

CAG 1: concerne I'Organe cible >200 ; effet hépatique (inclus systeme biliaire et vésicule)
CAG 2s: classement selon les effets phénotypiques (exemple sur 22 sous GAGs) 134 pesticides

CAG 2A Hypertrophy (99) CAG 2E  Hepatocellular neoplasm (35)
CAG 2B Cell death/degeneration (33) CAG 2F  Effect on pigment (23)

CAG 2C Cholestase (58) CAG 2G  Foci alteration (20)

CAG 2D Fatty Change (40) CAG 2H Hyperplasie bile (18)

CAGs Affinés: (noir QSAR/molecular docking)
CAG 3: Appartenance au méme MoA/AoP (cellular level)
CAG 4 : Mécanisme d’action (molecular level)

Data Gap : Données
manquantes, non testé chez
I'animal

Cgny el i L lrymee mtior * www.efsa.europa.eu/en/supporting/pub/en-999 7
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Critére de regroupements des composés/Toxicité commune: STEATOSE

Question posées

Molecular Adverse ° ImpOSSIble de tester
initiating event Key events outcome

' | ougeme toutes les combinaisons

e Pas raisonnable de tester
des composés qui
n’interagisse pas (toxicité
commune) AOP

Activation of:
+ ChREBP

| e * Les effets sur les MIEs et
Increase of fatty : S
el T Ao Kes peuvent ils se cumuler
mitochondrial function: ’ fy:
o aux doses d’exposition?
neutral lipid accumulation: 2??: ancll Wncoupled respiration | P
(Oil Red O staining) i . e Composé causant le
. . Mitochondrial protein levels
High content screening : A .
GC-MS/MS e iy meme AO mais par
Extracellular acidificationrate e,
'L Gene level: PCR arrays and gRT-PCR dlfferents MIE ou KE
Nuclear receptor protein level: proteomics - ‘ : e
activation: e * Dose addition
reportergene assays i

el ekt e et Adverse Outcome Pathway (AOP) Development I: Strategies and Principles

MR OMICOrT ML 2014 8



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Villeneuve%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25466378

Selection of compounds for mixture & FuroMix
experiments

Aim: Identify mixtures for in-vitro and in-vivo testing

List of relevant mixtures
(WP2IWP5)

based on hazard and expasure

|

Select 3 compounds (A, B, C)
= A, B. similar MoA e—
« Codissimilar MoAtoAand B

7 N\

In-vitro mixture testing In-vivo mixture testing
tinary, temary combinations PE-PK binary, temary combinations

modeiing

Tentative information
about MoA:

ToxCast Database
Literature

Inra Steatose

WP 3 confirmation oo et -
Inra métabolisme WP4
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WP5 mixtures (...from exposure data) % EuroMix
I ~ Table 2: £4G: Steatoss; Chonic, HPFs, Adults {Subpopulation; with MCR)
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Inra Toxalim : implication dans le projet
« WHP3 : AOP Stéatose, phénotype hépatocytaire lignée cellulaire HepaRG et
hépatocytes rat et humains, modélisation concentration addition
e Utilisation technologie émergente : HCS
* WP4: métabolisation (modélisation PB/PK) hépatocytes rat et humains

111

uHiﬂ

) o
Linuron =
o

"
I N NN

1500 3000

oo refce sy e L irwseaem ity

W OMCOrT Y



Choix communs pour le WP3 HepaRG

DISTINCTION OF HEPATOCYTES LL
-NORMALIZATION ON THE BASIS OF SPOT AVG INTENSITY

(ROBUST STATISTICS) USING « MAD »

- HISTOGRAMME DE DISTRIBUTION MAD = b M,(lx—M,(x)|)

Culture d’hépatocytes
primaires : gold model
Mais:

e Disponibilité ?

o of ohe
EEEEEEEE

T CHOLANGIOCYTES HEPATOCYTES
* ReprOdUCtlbllte ? -0.99+0.46 34% 0.91:1.19 66%

/

ON THE BASIS OF AVG INTENSITY OF NUCLEI FOLLOW A

MODA RIBUTION:
- Verified by : [y — ms| > (51 + 53)
- This bimodal distribugon can pe simpirea as two

gaussian distribution giving the proportion of cells.

24

HepaRG
Ligne stable

Transposable pour
I'ensemble des labos

TOTAL INTENSITY LWFID / CELL

Fii11
§

Nao of ObssrvationsMean Intensity Nuclei

16004 CONCLUSION ©
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Apport de I’'HCS dans le mécanisme d’action
CSA / ACCUMULATION DANS LA ZONE HEPATOCYTAIRE

TO9 : ACCUMULATION DANS L'ENSEMBLE DES CELLULES

SPOT TOTAL INTENSITY
]
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Choix des doses:

 Benchmark Dose analysis* (RIVM and

EPA)

» Régression non-linéaire dose/réponse

 Différent de la NOAEL

Exemples:
* THIACLOPRIDE (simi : PXR)

e |IMAZALIL (simi : Pxi)é{
Q

* CLOTHIANIDIN (dissi: PXR)
A g,

HN.
“CHy
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single compounds

= dose response curves

* Relativ Potency Factors (RPF)
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Concentrations for testing single
compounds

THI (M) IMZ_(uM) CTD (pM)
1000 50( 1000
500 25 500
250 12.5 250
125| 6.25 125
62.5| 3.125 62.5

Similar MoA: imazalil + thiacloprid

l Dissimilar MoA: imazalil + chlotiadinin

= gquipotent mixtures
* dose additivity?
= interactions?

*Update: use of the benchmark dose approach in risk 14

assessment. EFSA 2017



Application du modele de Dose Addition
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De l'exposition a la toxicité

m Risk / Safety

goj‘: 4 () 1o
£ 1 . )
gb"“ . s 2
% ‘ Matrix ° g =
Toxmnty o ' -
2 e

) -
s By
@ Estimate of Human Exposure (mg/kg) '
i —

Biomonitoring

—

Probabilistic

Deterministic i A [
R ) Problem® el . —

Minimal

mo  EXposure

Formulation [ Conclude ]
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CONCLUSIONS / PERSPECTIVES

* PROGRAMMES NATIONAUX (ANR, ANSES) et AUTRES PAYS (NL, D)

* PROGRAMMES EUROPEENS / EDC-MixRisk, EUROMIX, EU-ToxRisk, HBM4EU,
SOLUTIONS

LU'ensemble de ces recherches a permis la création de collaboration, d’échange de

méthode, de données, créant ainsi une synergie dans le domaine de I'évaluation du

risque liée a notre exposition aux mélanges de produits chimiques,

associés aux experts européens de I'EFSA, JRC, EEA, DGE ainsi que ceux de I'EFSA,

WHO cela démontrent de I'implication des acteurs clés pour maximiser I'impact de

ces recherches dans le but d’améliorer la sécurité chimique

Néanmoins: pour faire perdurer ces recherches

Prise de position de scientifiques : Position Paper: Preventing risks for people and
environment from hazardous chemical mixtures
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Des études épidémiologiques font apparaitre des relations entres
contaminants environnementaux et maladies

L'exposition est ubiquitaire et permanente méme sur des produits bannis

Souvent théorigue par exemple les effets de perturbation endocrinienne
apparaissent bien en dessous de la NOECs



Considération générale sur I'évaluation du rique

Les résidus de pesticides ssont majortaireemnt en dessous des MRLs par minimine de I'exposition aux
produits chimiques

Evaluation pour cumulatve assesment
Est que les co expositions existenyt?
Intoxications aigues

Formulations

Est-ce ue les toxicités sont similaires?
Exposition chronique?



Euromix :

Data-poor compounds: . Problem Formulation
non-animal tests(data) ﬁ EuroMix Desscription of the mixture
Conceptual Model
- Probability of belonging to a CAG with Methodolopical N?D;{m
QSAR/molecular docking Output: Andysis Plan
« Distribution of PoDs within a given CAG é&
(estimation of potency) : .
. ; o s Hazard Assessinen
+ Probability of belonging to CAG with in vitro
data (AOP):based) & . Exposure Assmssment Factors influencing each step F WHA/CBA Bt
Asspsument e Chemical composition, Hazard data,
« (more uncertainties to be quantified: e.g. missing EuroMix tool and Strategy Chemical composition, == DA m‘]um:ﬁgf =P grouping, combined toxicity, Da,
exposure data, non-detects, deviation from dose- Occurrence, Consumption Bridaing data gaps Devigtion from DA, UFs
additivity etc.....) Output: exposure metrics, list i s Output: Hazard metrics,
. _— unceriaintes ] List uncertainties
- Hazard ,'“
Risk Characterisation
- Adverse outcome pathway ek arﬂnhmgw%
(AOP) networks Apply RC relevant method,
Data-poor compounds: ﬁE Mi o Grouping of chemicals G Eimwm € IEK et
non-animal tests(data) uroiviix 2l y
 Hazard data uut;";f uncertainty analysis
« Probability of belonging to a CAG with - Kinetics
QSAR/molecular docking A
« Distribution of PoDs within a given CAG Risk
Eatimation of potency) « Margin of exposure and other

+ Probability of belonging to CAG with in vitro
data (AOP-based)

+ (more uncertainties to be quantified: e.g. missing
exposure data, non-detects, deviation from dose-
additivity etc.....)

approaches
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