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EXPOSITION: quantité de substance
disponible pour I'absorption

DOSE: quantité de substance
réellement absorbée B

Epidémiologie
Etudes expérimentales
INn Vivo et in vitro

organes cibles
reponse toxique
relation dose-réponse



Enquétes épidémiologiques Evaluation de I'exposition Investigations toxicologiques

/

Relation exposition (Analyse de I'air) Sur volontaires
altération (mesure de la dose interne) S i
de la santé o animat

Souvent rétrospectives
(asbeste  mésothéliome)

parfois prospectives \

Ensemble de connaissances qui permettent de
définir des niveaux admissibles d’exposition

Concentration admissibles dans lair
l dans les tissus biologiques

Mesures de prévention afin de
respecter ces recommandations

v

Protection de la santé des
travailleurs

But de la médecine du travail Lauwerys




Xénobiotiques

v ‘
Toxique Toxique
direct indirect;
protoxique
Meétabolisation
______ D

cellulaires

(protéines, lipides, acides nucléiques)

Interactions avec les macromolécules

Vieillissement

Réponse du
systeme
immunitaire

Effets spécifiques sur

les tissus
(foie, reins, poumons, ...)

INflamMmMmMatiON «——treererersmrerarsmrararsarararsnsaransasaras

A 4

Effets immunotoxiques
(allergie, immunodépression)

cellulaire

Toxicité

génétique

!

mutjtions """

Organotoxicité
(hépatite, néphrite...)

Cancer
(sarcomes,
lymphomes)

Effets
tératogenes
(malformations)




Approche expérimentale

l

Toxicité sur I'animal

\

4 \>

Toxicité aigué Toxicité subaigué Toxicité a long terme

\ | \
!

Etude moléculaire

Mécanismes de toxicité



e HoOmme

*Expositions humaines contrblées
Epidémiologie

 Animal (rongeurs)

e Organes isolés

e Cultures cellulaires (animales, humaines)



Exposing animals or volun-
teers to concentrated PM
(<25 pm) on site using
mobile exposure facilities to
get close to the source(s) of
interest.

Figure 4. Exposure chamber for controlled exposure
with diluted diesel exhaust.




e HoOmme

*Expositions humaines contrblées
Epidémiologie

 Animal (rongeurs)

e Organes isolés

e Cultures cellulaires (animales, humaines)



Diagnostic,
formation Recherche
Al B & L7
[oxicologie 7% et développement
11 % 36 %
\

5.7% en 2007

Biologie " .
. i Controle,
fondamentale lité
19 qualité
: 28 %

Figure 3.1. Animaux utilisés selon la discipline
scientifique en France en 2001 [2].
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Rongeurs

Cheval, H
“ 87 %

F{H'C',
ruminants
0.8 %
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2%

Figure 3.2. Especes animales utilisées en sciences
en France en 2001 [2].



Chiens,
chats, Poissons,

furet, reptiles,
autres amphibiens

carnivores 5%

0,3%

Oiseaux

4 %

Singes
0,3 %

Cheval,

pore,
ruminants
0,8 %

Rongeurs
87 %

Lapins
2%

Figure 3.2. Especes animales utilisées en sciences
en France en 2001 [2].



Toxicologie Génerale
Etudes de toxicité a dose unique (Aigué)
Etudes de toxicité a dose répétée (Sub-chronique)
Etudes de toxicité a dose répétée (Chronique)
Toxicologie Génétique

Etudes de Cancerogenese

Toxicologie de la Reproduction



e HoOmme

*Expositions humaines contrblées
Epidémiologie

 Animal (rongeurs)

e Organes isolés

e Cultures cellulaires (animales, humaines)
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PRIORITE: Protection du travailleur, consommateur, de la population, de
I'environnement

Evaluation grace a I'experimentation animale

3R Russel and Burch (1959)
Reflne

Reduce
Replace

Meéthodes alternatives
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Directive 86/609/EEC** on the protection of animals used for experimental

and other scientific purposes,

the Commission and the Member States should actively support the
development, validation and acceptance of methods whi ch could
reduce, refine or replace the use of laboratory animals



) Expérimentation animale encore dominante

———> Besoin de méthodes alternatives validées et acceptées

) $*

Toxicological endpoint Production volume $ +

E.1 Skin irritation, skin corrosion =1 ta Depuis 2009 :

8.2 Eye irritation =11 interdiction de commercialiser en Europe
#.3 Dermal sensitisation =1 a des ingrédients et produits qui ont été

8.4 Mutagemicity =1t

testés chez I'animal pour évaluer les

8.3, 1 Acute oral toxicity =1 ta effets aigus et locaux
8.3.2 Acute inhalative toxicity = 11} tfa {case by case)
8.3.3 Acute dermal toxicity =10 ta {case by case)
B.6.1 Repeated dose toxicity (28 days) =10 va En 2013:
8.6.2 Repeated dose toxicity (90 days) = (M) tfa interdiction de commercialiser en

=10 ta (case by case)’ Europe des ingrédients et produits qui
8.7.1 Reproductive toxicity screening =11} t/a auront éte testés chez I'animal pour
8.7.2 Developmental toxicity = 106 tfa évaluer les effets systemiques et/ou a
8.7.3 Two-generation reproductive toxicity siudy = 100 tfa (case by case)” long terme

= 1,000 t/a
8.8 Toxikokinetics = |0 tfa {assessment on the

basis of relevant information avatlable)

8.4, 1 Carcinogemcity study = 1,000 t/a {case by case)’



Pour acceptation au niveau réglementaire

Etapes pour le remplacement d'un test réglementaire
existant par une nouvelle methode:

4



Méethodes alternatives ———Cltures cellulaires

REMPLACER




Table 3 Cwverview of toxicelozical i vivo and in vitro testing methods accepted for regulatory purposes

Toxicological end point

In vivo methods (no, of OECDY test guideline in brackets)

It vitro methods (no, of OECD est
gurdeline in brackets, if applicable)

I. Acute Toxicity

2. Dermal resorplion
3. Phototoxicity

4. Skin irmitation and
COTTOS 10N

5. Eve imitation and
COMOSIon

Sensibilisation, effets endocrines, neurotoxicité,

14, Prenatal development

Fertilité, développement post-natal

Acute Toxicity
Oiral [, 420 (fixed dose procedur: ),

423 (acute toxic class method),
425 {up-and-down procedure)]’,

dermal (402, 434 or

inhalation | <43, 4330 {fixed concentration procedure ),
436° (acute toxic class (ATC) method)]'

Skin absorption (427

Acute dermal irmitationfcarrosion (4047

Acute eye irritation/corrosion (405)"

immunotoxicité

Prenatal developmental toxicity study {4147

Toxicité aigue et locale

Skin absorption (428)
AT NRU Phototoxicity test (432)

Transcutaneous electrical resistance test
(TER) (430

Skin corrosion: human skin model test (431)

Membrane barrier test method for skin
corrosion (435"

Embryonated chicken egg (HET-CAM F
Isplated bovine cornea (BCOP)E
Isolated chicken eye (CEET)

Isolated rabbit eve (IRE)®

Whole embryo culture {(WECHE

Microimass Test (MW E

Embryonic stem cell west (EST¥




Toxicological end point

In vivo methods (no. of OECD test smdeling in brackets)

In vitra methads (no. of OECD est
guideline in brackets, if applicable)

16, Genotoxicity,
muiagenicity

16. Carcinogenicity

Mammahian erythrocyie micronucleus tesi (4 74

Mammalian hone marrow chromosomal
aberration test (4759

Sex-linked recessive lethal west in Drosephila
melanogasier {4771

Rodent dominant lethal test (478

Mammalian spermatogonial chromosome
aberration test (433

Mouse spot test (484)°

Mouse hentable translocation assay (4851

Unscheduled DNA synthesis (UDS) test with
mammalian liver cells {486)"

Carcinogenicity studies (451 yf

Combined chronic toxicity/carcinogenicity Studies (453"

Bactenal reverse mutation test (47 }r

Saccharomyees cerevisiae,
pene mutation assay {480

Saccharomyees cerevisiae, mitolc recombination
assay (481)F

Mammalian chromosome aberration test {(473)

Mammalian cell gene mutation test (476)'

Micronucleus test (487"
Sister chromatid exchange assay
in mammalian cells (479)'

DMA damage and repair, UDS

in mammalian cells (482)

Cell rransformation assays

(SHE, Balkvc 3T3, C3H10T)#




http://ecvam.jrc.ec.europa.eu/

Acute aquatic toxicity

Acute oral toxicity > Acute oral toxicity
Evye irritation Evye irritation
Genotoxicity

Haematotoxicity

v

Phototoxicity > Phototoxicity %>>
Pyrogenicity Pyrogenicity
Reproductive and developmental toxicity

Skin corrosion Skin absorption

Skin irritation ~ SKin corrosion

Skin sensitisation " Skin irritation

Skin sensitisation
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Peau humaine reconstruite

RS, Produit a tester
"L\ ou controle positif (KOH 8N)

—

Culbure Meds s fod hrough macroporous membrane.

Test MTT

Substance corrosive pour la peau si:

Viabilité apres 3min < 50%

Viabilité apres 3min  50% et viabilité apres 1h <15%
Substance non corrosive pour la peau si:

Viabilité apres 3min  50% et viabilité apres 1h  15%



viabilité cellulaire

Evaluation des altérations de l'intégrité membranair e ou des voies métaboliques

Exclusion de colorants (bleu trypan, iodure de propid lum)
Libération de marqueurs radioactifs
Libération d’enzymes: LDH: lactico déshydrogénase

Incorporation de colorants supravitaux



viabilité cellulaire

Test WST
NO. NO,
" "
X O NER ¢ W ¢
N i Lo N
531:%: N 503Na
50;Na SO;Na
WST-1

Soluble
| d’absorption 450 nm



' EpiDerm SIT / SkinEthic RHE assay

Application d'une Application d'une
substance liquide substance solide
SDS 5%
controle + 42 heures
Application ringage
42 min
+ IL-1a

Substance irritante pour la peau si:
Viabilité < 50%

Substance non irritante pour la peau si:
Viabilité  50%
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v

1 h incubation
avec le toxique
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¢ Poursuivre l'incubation 22h

Plate A
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lité ce

neutral red uptake

NRU

Ve

Evaluation de la viab




viabilité cellulaire

Test RN
H 4L M.,
o ©
-+
H .M M |~Ir":H3
H CH-

S’accumule dans les lysosomes des cellules normales

| d’absorption 540 nm

676 8+9
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1 10mm

AAAYIETEY)
|

D - T ,
TSE S opened with
577 A : H
1 Q intact trachea sharp scissors
v § removed along anatomical
/ R from animal discontinuity

@ cut into @@

tracheal
hemisections
with scalpel grouped in a petri dish




Culture par la méthode des explants

e la trachée

Ouverture
de la trachée

Explants
de 2mm?2

Dissection sous

Loupe binoculaire
BP: @ 35 mm

1,2 ml de gel de collagene
(type 1)

«Collagene
*SVF
*MEM

«NaOH 2 h d’attachement

200 pl de milieu de culture
*MEM
*10 % SVF
*Fungizone 2.5 pg/ml
eInsuline 5 pg/ml
*EGF 25 ng/mi
*Transferine 5ug/mi
*Hydrocortisone 92 ng/ml




le tapis cellulaire

Explant et tapis cellulaire
adjacent
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Dissociation a la pronase

Pronase:
2mg/ml de milieu

20 h, 4T

Ensemencement
sur boite
revétue de collagene

*Milieu + 10% de sérum
eFiltration (nylon: @ 30um)
*Préeplating sur plastique (1h30)



+ rétinoide
Cellules dissociées 0,1uM

30 000 cellules/cm 2

ﬂ DIFFERENCIATION
MUCOCILIAIRE

confluence

milieu DMEM/F12-BEGM (Clonetics ™).

eInsuline 0.5 pg/mi
*EGF 0.5 ng/ml
*Transferrine 10 pg/ml ’
*Hydrocortisone 0.5 pg/ml - rétinoide
*Epinéphrine 0.5 pg/ml

*Triiodothyronine 6.5 ng/ml

*Gentamycine 50ug/ml

*Amphotéricine 50 ng/ml DIFFERENCIATION

*Extrait de glande pituitaire 0.13 mg/mi EPIDERMOIDE
*BSA 1.5 pg/mi

Insert ( Transwell, Costar ) coatés par 10ug/cm 2 de collagene de placenta humain



Ohm.cm?2

4000 -

15 20

days after confluence

25 30 35







Submerged cultures

ALl cultures

ALl + RA

OOIOIOEO oo|o

proliferating epithelium

undifferentiated normal differentiation

mucus

cils /

Lame basale /

muscle

Vaisseau
sanguin

ALI -RA
U

| N |
e | o

<

ol9dlod 0)o

[<])
0.20)

squamous epithelium

ALl +RA +IL-13

$ .
0% ¢ %0
o] O]o|ologo]olokO

mucous epithelium

pathological differentiation



+ AR

MEB

- AR



epithelial cells _—"

4382+524

Macrophages
10742

Laser scanning micrograph of the triple cell co-cul ture. The macrophages (red) and the epithelial cells
(blue) are located at the upper side of the transwell membrane (A, scale bar=5 m), whereas the dendritic
cells (yellow) are located at the basal side (B, scale bar=10 m).




Nanoparticules

Gaz: SO, PM ,
manufacturees



v

Exposition submergée




Exposition submergée

L

Exposition intermittente

L

v

Exposition directe continue

Exposition statique Exposition dynamique




Cultures primaires d’explants de trachée

Systeme d’exposition Chambre d’exposition
aux polluants gazeux Flux gazeux sortant
Gaz
vecteur
SOZ Bain marie

\

Circulation \
d’eau chaude Flux gazeux entrant

Diluteur de gaz Dial 1000



MEB

SO, 10 ppm,
1 h d’exposition

10pm
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0 10 20 30
concentration en SO , (ppm)

Moyennes de 6 mesures (+/- esm) obtenues sur eachfférentes.
Chaque mesure est une fréquence calculée sur 2@dl32s ciliees d’'une méme culture

p<0,01, p<0,05, p<0,10



Exposition directe continue

L

EXxposition statique

Exposition dynamique




EXxposition statique

Komori et al., 2008



Exposition dynamique

25ml/mn

Membrane poreuse

Culture medium

NH,

SO,

NO,



Exposition dynamique




Vitrocell® system



121

20 cm

1ml d’'une
suspension de
NP d’or

40pg/mL Exposition des cellules 20min

Gouttelettes
de 4,4-5,4pm

v

Nuage dense :
80-130g/m?3



Avant
nébulisation

Dépbt dans
chambre de
culture

Efficacité de dépot:

61ng/cm?

61%

40pg/mL

561ng/cm?

55%

500nm



> | 6 6 6 9 Reconstitution in vitro de la barriere alvéolo-capi llaire
. . soumise a des forces d’étirement

Huh et al, Science 2010

PDMS (poly(dimethylsiloxane)



Huh et al, Science 2010



NP: SiO,, 12 nm

Huh et al, Science 2010



NP fluorescentes, 100 nm _
Translocation

Internalisation

Huh et al, Science 2010



Systeme de culture multi-organes

A.P. Li et al. / Chemico-Biological Interactions 150 (2004) 129-136



H RELflow™

Hurel Corp.



9%
25%

66%

Viravaidya et al, 2004



Application a I'étude
de la clearance de
toxiques

Compartiment hépatique






$ 66

Culture en gouttes de 100 nl

400 spots

100 cellules (HepG2) par spot
2 clones (promoteurs hsp )
4 toxiques

10 doses

quintuplicats

Hsp induction

cell nucleus blue by Hoechst
cell cytoplasm red by Phalloidin
500um

Analyse cellule/cellule

Lemaire, PIoSONE, 2007






Cell Area (in pma2). shape index

Roundness (= R? /area) EGFP-Gray Level (GL) intensity



Claude et al, Med Sci
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Faible valeur prédictive des études chez I'animal

Développer la toxicologie systémique basée sur la
compréhension des voies de toxicité a I'échelle cellulaire
et moléculaire

Recommande l'utilisation de tests in vitro a haut débit

Insiste sur le besoin de données relevantes
acquises sur du matériel humain

Envisager un futur sans expérimentation animale



