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INTRODUCTION

     La toxicologie est la science étudiant l’influence des pro-
duits toxiques sur la santé. L’un de ses enjeux est l’évaluation
de molécules avant leur mise sur le marché mais actuellement
on estime que sur 100 000 molécules présentes sur le marché,
70 000 présentent une toxicité mal caractérisée. Cette évalua-
tion est historiquement liée à l’utilisation de modèles in vivo
(souris, rat, lapin, chat, chien, singe…). Depuis plusieurs an-
nées, ces modèles sont partiellement remis en question soit
pour des questions de reproductibilité (rongeurs et cancéroge-
nèse), soit pour des préoccupations éthiques liées au bien-être
animal et les efforts se multiplient pour produire des modèles
alternatifs, in vitro et in silico (Techniques de l’ingénieur 2022).
Cette note vise à présenter un panorama non exhaustif de ces
modèles alternatifs à l’expérimentation animale. 

MÉTHODES D’ÉTUDE DE LA TOXICITÉ IN VITRO

     La notion de toxicité est difficile à définir car pour certains,
elle sous-entend l’engagement vers la mort cellulaire alors que
pour d’autres, elle implique une perturbation d’un processus
cellulaire conduisant à une modification du phénotype de la
cellule. Si l’on se réfère à ces deux définitions, les mécanismes
cellulaires associés à ces processus sont nombreux : altération
de la viabilité cellulaire, apoptose, nécrose, modification de la
prolifération, génotoxicité, épigénotoxicité, mitotoxicité

(Techniques de l’ingénieur 2022). Les toxiques peuvent être tes-
tés en faisant varier les concentrations, les temps d’exposition et
le traitement peut être envisagé avec une molécule unique ou en
mélange ; dans ce dernier cas, différents xénobiotiques activant
différentes voies de signalisation peuvent, à des concentrations
individuellement non toxiques, converger pour produire un effet
toxique.
La viabilité cellulaire peut être appréhendée à l’aide de sondes
d’exclusion (iodure de propidium, bleu trypan), ou d’inclusion
(calcéine-AM, fluorescéine di-acétate, rouge neutre) qui permet-
tent de détecter respectivement les cellules mortes, ou les cellules
vivantes. Ces méthodologies sont en général complétées par un
comptage cellulaire, une évaluation de l’activité cellulaire géné-
rale (mesure du métabolisme avec le test MTT. En cas de suspi-
cion de mort cellulaire, la nécrose ou l’apoptose peut être
détectée grâce à des marqueurs spécifiques (ex : caspases effec-
trices pour cette dernière) et ceci est aussi le cas pour la prolifé-
ration (ex : Ki67). Organite central de la « vie » cellulaire, la
mitochondrie produit l’ATP et ses nombreuses fonctions peuvent
être appréhendées soit à l’aide de dosages biochimiques, de sondes
(cytométrie en flux) ou de marquages immunohistochimiques.
Plus finement, une focalisation peut être réalisée sur certains de
ces processus par la mesure de l’activité d’enzymes mitochon-
driales, du niveau d’ATP, du potentiel de membrane, de la pro-
duction d’espèces réactives ou de certains métabolites dont
certains influencent des processus extra-mitochondriaux (onco-
métabolites, épigénotoxiques).
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     La cancérogénicité d’une substance peut être mesurée à dif-
férents niveaux (très représentés en toxicologie réglementaire) :
sa génotoxicité (via les tests des comètes, des micronoyaux, des
cassures double-brin : gamma-H2AX ou par la mesure de l’oxy-
dation des bases azotées), sa mutagénicité, son épigénotoxicité
(via la quantification de la méthylation de l’ADN, générale ou
spécifique de certaines zones du génome ou par mesure de cer-
tains microARN) ; les capacités de clonogénicité (formation
d’une colonie à partir d’une cellule) ou de migration (une pro-
priété représentative des cellules métastasiques mesurable par
le test de blessure ou par le dispositif XCelligence, Agilent). 
L’activation ou l’inactivation de voies de signalisation peut
aussi être quantifiée spécifiquement. Dans ce domaine, la re-
programmation métabolique (parfois en lien avec la mitotoxi-
cité) est de plus appréhendée (mesure de l’effet Warburg,
utilisation de la tech- nologie SeaHorse). Enfin, la perturbation
endocrinienne fait l’objet d’une attention toute particulière en
toxicologie : les systèmes rapporteurs. (ex : CALUX) ou la me-
sure d’activités agoniste ou antagoniste peuvent être proposés.

LES MODÈLES CELLULAIRES 2D

Différents modèles peuvent être utilisés pour tester les proto-
coles précités : 

Les cultures primaires

     Celles-ci sont préparées à partir d’un organe (humain ou
autre animal) après dissociation par des méthodes mécaniques
et/ou enzymatiques ; le matériel d’origine peut être une biopsie
ou une pièce chirurgicale non utilisée. Leurs avantages princi-
paux sont la possible conservation des activités enzymatiques
des cellules du tissu d’origine et leur caractère non tumoral
mais leur maintien en culture est limité, et leur différentiation
peut néanmoins s’altérer. Par ailleurs, provenant d’organe dont
le génotype est unique, il peut être difficile de reproduire des
réponses cellulaires aux toxiques à partir de plusieurs échan-
tillons d’origine différente.

Les lignées cellulaires

     Ces défauts peuvent être palliés par l’utilisation de lignées
obtenues soit par transformation tumorale, soit par immortali-
sation. Commercialisées, elles sont de nature relativement ho-
mogène, stables dans leurs réponses cellulaires et présentent
des capacités prolifératives presque illimitées. Elles peuvent
être utilisées pour tester simultanément plusieurs mécanismes
moléculaires et cellulaires. 
De nature proche d’une cellule tumorale, elles ont le défaut de
ne pas reproduire à l’identique les réponses d’un organe com-
posé de multiples cellules primaires. Certains modèles ont tou-
tefois des propriétés plus élaborées comme les Caco2, modèle
intestinal qui peut être différencié en barrière pour étudier des
phénomènes de transport (Natoli et al. 2012), les HepaRG,
modèle double hépatocytaire et biliaire qui expriment de nom-
breuses enzymes du métabolisme des polluants (Rose S et al.
2022) ou les SHSY-5Y, modèle neural pouvant être différencié
en cellule possédant de nombreuses caractéristiques de cellules
neuronales (Lopez-Suarez et al. 2022).

Plus récemment, les cellules souches pluripotentes induites (ou
iPS) ont été utilisées dans des programmes d’ampleur comme
Toxcast (Jeong et al. 2022). Il s’agit de cellules pluripotentes dé-
différenciées (à l’origine des fibroblastes) par manipulation gé-
nétique qui peuvent être ensuite différenciées en de multiples
types cellulaires. 
Des modèles plus complexes existent, reproduisant des barrières
physiologiques comme la culture des cellules respiratoires en in-
terface air-liquide (IAL) ou le microenvironnement tumoral
comme les cocultures de cellules tumorales et pré-adipocytaires
(Koual et al. 2021).

LES MODÈLES CELLULAIRES 3D 

     Contrairement à ce qu’on peut imaginer, le concept n’est pas
récent mais a récemment pris un réel essor avec de nombreux
modèles de culture cellulaire en 3D, permettant des interactions
entre la matrice extracellulaire (MEC) et les cellules. Les pre-
mières modèles développés étaient des sphéroïdes c’est à dire de
simples amas multicellulaires issus de lignées ou de cultures pri-
maires, assez peu organisés. Les organoïdes sont ensuite apparus
avec une architecture polarisée reproduisant des fonctions fon-
damentales de l’organe ; ceux-ci sont issus d’échantillons tissu-
laires ou établis à partir de cellules souches embryonnaires (CSE)
ou d’iPS (voir plus haut). Dans ces architectures cellulaires, la
matrice extracellulaire joue un rôle potentiel dans les commu-
nications cellulaires. 

DE NOUVELLES INNOVATIONS TECHNOLOGIQUES
INTÉGRATIVES

     Depuis 2010, des dispositifs de système microfluidique, per-
mettant des communications entre cellules de différentes ori-
gines sont mis en place notamment les systèmes biologiques
appelés « organ-on-chip » ou « body-on-chip ». Des méthodes de
« bio-impression » (ou bioprinting) viennent les complémenter
en proposant des reconstructions en 3D de tissus. Ces dispositifs
miniaturisés impliquent une grande précision technologique
(Puce gravée, micro-canaux, hydrogel mimant la MEC, …). Les
cellules ensemencées peuvent être maintenues plusieurs se-
maines dans des conditions proches du microenvironnement
avec la possibilité de reproduire soit des processus physiologiques
(battement cardiaque), soit physiopathologiques (métastases).

MODÈLES ANIMAUX NON MAMMIFÈRES

     Certains modèles intégrés sont de plus en plus utilisés en
toxicologie notamment avec des animaux non mammaliens à
des stades précoces de développement. C’est le cas du :
•    Poisson zèbre (Danio rerio), modèle facile d’entretien, peu
couteux, avec un bon potentiel reproductif. Son utilisation per-
met de nombreuses extrapolations à l’être humain. Ses embryons
transparents permettent de suivre le devenir de certaines cellules
marquées fluorescentes (utilisation par exemple pour suivre des
cellules métastatiques après exposition à un toxique). Il permet
de réaliser aussi des criblages haut débit (médicaments). 
•    Caenorhabditis elegans, nématode présentant de nombreux
gènes homologues à des versions humaines. Ce modèle d’inver-
tébré est utilisé en toxicologie prédictive du fait de ses nombreux
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avantages expérimentaux (petite taille, toxicité, animal entier
comme le poisson zèbre, reproduction rapide). Il permet lui
aussi de réaliser des criblages haut débit.

APPROCHES SYSTÉMATIQUES, INTÉGRATIVES
ET MÉCANISTIQUES

     Ce sont des approches in silico, de modélisation par le biais
d’ordinateurs avec potentiellement des approches impliquant
des intelligences artificielles. Celles-ci se développent dans un
cadre de toxicologie prédictive. Quatre grandes méthodologies
ou outils peuvent être présentés dans ce cadre : 
• Les approches Quantitative structure-activity relationship (ou
QSAR) qui consistent en la corrélation entre une structure
chimique donnée et une activité biologique ou chimique assez
proche du « Read Across » ou prédiction par lecture croisée
(Fukuchi et al. 2019). 
• La pharmacocinétique basée sur la physiologie (PBPK) qui offre
des modèles mathématiques permettant de prédire l'absorp-
tion, la distribution, le métabolisme et l'excrétion de molé-
cules comme des toxiques en définissant des compartiments
comme dans un organisme (foie, cerveau, muscles…) (Emond
et al. 2022).
• Adverse Outcome Pathways (ou AOP), c’est un modèle qui

identifie la séquence d'événements moléculaires et cellulaires né-
cessaires pour produire un effet toxique lorsqu'un organisme est
exposé à une substance (Benoit et al. 2022).

CONCLUSION

     La toxicologie fait face à des enjeux majeurs pour les années
à venir : celui de la multiplicité des produits chimiques présents
sur le marché (> 100 000), l’effet des mélanges de toxiques en-
vironnementaux, leurs effets retardés sur la santé, la prise en
compte de l’impact des toxiques à la fois sur la santé humaine et
sur celle des écosystèmes (le concept de santé planétaire ou One
Health). Si l’expérimentation animale est toujours nécessaire
pour évaluer les effets intégratifs de polluants de l’environne-
ment, le développement de modèles in vitro et in silico permet
désormais de se projeter vers l’émergence d’une toxicologie pré-
dictive basée sur des modèles intégrés cellulaires et computatio-
nels. L’attente sociétale est importante à la fois pour protéger les
populations et prendre en compte le bien-être animal. Une meil-
leure compréhension des mécanismes de toxicité sera aussi per-
mise par ces modèles permettant d’établir des liens de causalité
qui manquent parfois aux décideurs politiques et régulateurs
quant à la restriction d’usages voire, l’interdiction de substances
présentes sur le marché. 
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