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U n engagement Préparation de la SNPE1 (2013 /2014) ; Principe d’une plate forme public privé

Car
de plus en plus » Déficit de méthodes validées sur les multiples mécanismes PE

aCtUE| « Délais tres longs

* Couts de validation élevés et non financés (pas de retour pour le développeu
* Fort besoin des évaluateurs (cf. nb de substances « d’intérét » )

Démarrage effectif
en 2020

Validation NAMs
et PE :méme enjeu En septembre 2022

e 4deme Forum sur les PE : confirmation du besoin ; intérét de la

Constat confirmé .
solution Pepper

en 2022

* XVl International Congress of Toxicology : Helena Kandarova
« Nobody is really funding validation »

 Chemwatch : “ Regulatory uptake of NAMs hampered by validation
n funding shortage”




L'activité Pepper le chainon manquant

( PRE-VALIDATION DE METHDDES)

Instances
réglementaires

Recherche,
laboratoires

2 motivations

CONCEPTION n METHODES
EXPERIMENTALE VALIDEES

;
i

Start-ups, OCDE, UE

enterprises...

i
d

PEPPER FOURNIT CE CHATNON MANQUANT ET ESSENTIEL
ENTRE CHERCHEURS ET INSTANCES REGLEMENTAIRES

Pepper UN ACCELERATEUR DE VALIDATION DES METHODES
D’ESSAI




Actions et
supports de

Pepper

S-laie o Recherche de méthodes matures ...et utilisables dans la
VEdierss s reglementation

Montage Procedure (SOP) bien complétée +données historiques
JEECErEli plan d‘expérience + sélection Laboratoires + contrats

Transfert vers laboratoires “naifs”

Transterabilitc gyls Applicabilité de la procedure, sur substances connues

..reproductibilité

~ Essais Plus grand nombre de substances
circulaires en

aveugle => Capacité predictive, fiabilité, domaine d’applicabilité.

Soumission ...pour OCDE lignes directrices...



La
gouvernance

Des
responsabilités
différenciées
selon les étapes
du travail

( EQUIPE PEPPER )

ASSEMBLEE
GENERALE

CONSEIL
D’ADMINISTRATION

O

IDENTIFICATION
Méthodes de test avec un bon potentiel

©

OPERATION DE PRE-VALIDATION
Tester la qualité des méthodes

SOUMISSION

COMITE DE
DEONTOLOGIE

CONSEIL
SCIENTIFIQUE

COMITESUR _
L'OPPORTUNITE

R

SELECTION

Possibilité de pré-valider

SUCCES/ECHEC

Evaluation scientifique de la validation




Gouvernance

/CA /President\\
Les impératifs : i .
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L'avancement




L'action de Pepper : 6 (+3) méthodes, 17 laboratoires, 4
phases

Recherche et ., . . .
o Montage de la Transferabilité Essais circulaires en m
sélection prévalidation aveugle

© Avril2022:
) programme
Steroidogenesis ] @ °

: hPlacentox-PE

de travail
GRTA | @ OCDE

hNPC

AVIAN

RAR-TA

i Triglycerides

Déiodinase

MR TAs




Cyclel décision
octobre 2020
Cycle 2 décision
octobre 2021

CNRS, Anses, Eurofins
Rise, VU, Anses, BASF

INSERM, TOXEM, Ineris,
Tame Water

INSERM, TOXEM, Charles
River, BfR

Uppsala U, INRAE et
BIONOS

Leibnitz IUF, Oroxcell,
Uppsala U.

n

“hPLACENTOX” function placentaire chez la femme enceinte
Lignée cellulaire humaine JEG3 ; mesure de |'activation du
récepteur P2X7, de la sécretion d’hormones ; progestérone,

estradiol, hPL ,beta hCG

“Stéroidogenése ” Synthese hormonale sur 19 hormones.

Cellules surrénaliennes humaines H295R ; Extension d’une ligne

directrice OECD (456, mesurant testostérone et oestradiol),
mesure par spectrométrie LC MS/MS

“GR TA” transactivation du recepteur aux glucocorticoides
Lignée cellulaire humaine Hela (adénocarcinome cervical),
mesure effets agonistes et antagonistes

« “RARTA” transactivation du récepteur a I'acide rétinoique
Lignées cellules humaines; Hela (adénocarcinome cervical)

“Avian” : développement sexuel aviaire, 0
Exposition dans I'ceuf de poule, mesure des canaux de Mdller,
des gonades, de I'aromatase

« “hNPC” : Fonction cognitive
Mesure de la proliferation de Cellules Neuroprogénitrices
humaines.



Point
d’avancement

Présence activités
internationales

ED Forum; FREIA, Séminaire Eau,
Colloque ESTIV,

AFARA (recherche NL)

Un support du ministere des
Pays Bas en cours : 100k€

3 nouvelles méthodes (CO du 24 octobre) ....portant a 9 en cours.
Méthodes « simples »

Maladies métaboliques...

) Na/K ... cedémes Hypertension
stéatose

Hormones Thyroidiennes,
neuro H, Métamorphose
Amphlblenm.

HS

l"ﬂ T3

: " g £ Hunterdon
Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD) it §asiocizrosy

triglycerides hépatiques Activation récepteur

accumulation/colorimétrie Activité Deiodinase 1 (DIO1) .. < alocorticodes

HepaRG N1 Colorimétrie Transactivation/luminescence
Hela

Deux soumissions aupres de 'OCDE
Une planifiée : RAR TA (Transactivation Récepteur Acide Rétinoique) Colead Suéede, USA (?7?)

Une non planifiée (AVIAN) pour soumission commune avec Japon




Un défi : Identifier des
meéthodes matures
A contre culture des

logiques de recherche
traditionnelles

Equipes peu au fait des
besoins de validation

Pour évaluer la maturité

*Description de la méthode

Maturité opérationnelle et gestion de donnée
‘Reproductibilité and transférabilité

Données historiques sur subst. positives et négatives
*Ecriture Procédure Opérationnelles Standardisées
‘Pertinence reglementaire : carence comblée
‘Ressources/disponibilité du laboratoire pour la
validation

Auto-questionnaire WEB => mesure de la maturité par un score
d’avancement ~ -

:‘n.. : . q‘-J_I i x' ‘ .

https://readedtest.u-paris-sciences.fr/



Ressources et

mutualisation > Couts : Validation d’une méthode : 1 M€

3 Mutualisations  3labos, 30 substances
EEmEEl s =90 fois colt unitaire de I’essai (avec 3 runs)
Public prive * + Expertise Pepper, développeurs, stat.. > 9 mois.
International * + Aide experts bénévoles dont Expertise OCDE ...

* 95% ressources > Ressources :

nationales RN . L

. Mais 4 méthodes sur 9 3 ministeres, le PIA, 14 entreprises ou fédérations (7

Inter-secteur industriel contributions non marginales)

 Un apport des Pays Bas
BT R PR  Des contributions en travail en Suede et Allemagne et dans

des investissements des labos privés.
d’avenir. > Financement d’un bien commun :

* Lavalidation profite a tous...méme a ceux qui ne financent
n pas.




Difficultés
opérationnelles

Manque d’informations sur la maturité

Inadaptation ressources du laboratoire développeur

Besoin de changer les procedures (disponiblité a
echelle validation, équipements), parfois
développement de lignée, anticipation recevabilité
OCDE (adaptation au besoin reglementaire)... prévision
des pénuries.

Difficultés apprentissage entre labos, pénuries
(consommables, substances...) , respect des formats de
rapportage

besoin de réadapter la procedure apres premieres
experiences interlabo...

Difficultés expérimentales classiques X timing
interlabos

Questions Réponses sur soumission, rapport de
validation



Un modele pour
les méthodes
alternatives ?

Peu de différences

 PE:pasde
remplacement
mais carences a
combler.

* Mais la
toxicologie se
rapproche de
cette situation (cf
AOP, IATA, ITS)

=> Actions
communes a mener

n

Pour des méthodes

» Matures et fiables

» Reproductibles pour I'évaluation...et la
recherche

Des difficultés plus ou moins connues

» La validation est un processus formalisé,
rigoureux et professionnalisé

» Mal connu des acteurs de la recherche et de
I’évaluation

» Ampleur, intérét et couts sont sous estimés

Pepper a démontré les possibilités de :

» Centre de compétence

» Mutualisation de ressources

» Appel d’air pour des méthodes matures
» Mode de travail en place

System Test, Launch
& Operations

System/Subsystem a

Development

Technology
Demonstration

Technology
Development

Researc h to Prove
Feasibility

Basic Technology
Research




Conclusions
et perspectives

Intégrer I'exigence
aux APR

Accéleérer
encore la —
Va I idatiOn processus au sein

des équipes de
recherche

Faire connaitre aux

acteurs publics et

privés le colt de la
non-validation

Lever les obstacles
a la mutualisation
n des financements
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