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� organes cibles

� réponse toxique

� relation dose-réponse

EXPOSITION: quantité de substance 
disponible pour l’absorption

DOSE: quantité de substance 
réellement absorbée

Epidémiologie

Etudes expérimentales 

in vivo et in vitro
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Enquêtes épidémiologiques Evaluation de l’exposition Investigations toxicologiques

� Relation exposition

altération 
de la santé

� Souvent rétrospectives
(asbeste � mésothéliome)
parfois prospectives

(Analyse de l’air)

(mesure de la dose interne)

Sur volontaires

Sur animaux

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

Concentration admissibles dans l’air
dans les tissus biologiques

Mesures de prévention afin de 
respecter ces recommandations

Protection de la santé des 
travailleurs

=
But de la médecine du travail Lauwerys



Xénobiotiques

Toxique 
direct

Interactions avec les macromolécules 
cellulaires

(protéines, lipides, acides nucléiques)

Toxique 
indirect: 

protoxique

Métabolisation

Réponse du 
système 

immunitaire

Effets spécifiques sur 
les tissus

(foie, reins, poumons, …)

Toxicité
génétique

Effets immunotoxiques
(allergie, immunodépression)

Organotoxicité
(hépatite, néphrite…)

Cancer
(sarcomes, 
lymphomes)

Effets 
tératogènes
(malformations)

Vieillissement 
cellulaire

mutationsinflammation
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Approche expérimentale

Toxicité sur l’animal

Effet

Toxicité aiguë Toxicité subaiguë Toxicité à long terme

Etude moléculaire

Mécanismes de toxicité
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• Homme
•Expositions humaines contrôlées 
•Épidémiologie

• Animal (rongeurs)

• Organes isolés

• Cultures cellulaires (animales, humaines)
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• Homme
•Expositions humaines contrôlées 
•Épidémiologie

• Animal (rongeurs)

• Organes isolés

• Cultures cellulaires (animales, humaines)
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5.7% en 2007
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� Toxicologie Générale

� Etudes de toxicité à dose unique (Aiguë)
� Etudes de toxicité à dose répétée (Sub-chronique)
� Etudes de toxicité à dose répétée (Chronique)

� Toxicologie Génétique

� Etudes de Cancérogenèse

� Toxicologie de la Reproduction
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• Homme
•Expositions humaines contrôlées 
•Épidémiologie

• Animal (rongeurs)

• Organes isolés

• Cultures cellulaires (animales, humaines)



������� !"��
�����!# $ ��

Méthodes alternatives

PRIORITE: Protection du travailleur, consommateur, de la population, de 
l’environnement

Evaluation grâce à l’expérimentation animale

3R Russel and Burch (1959) :
Refine
Reduce
Replace
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Diminution de Diminution de 
ll ’’expexp éérimentation animalerimentation animale
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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
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)���
�
������� Expérimentation animale encore dominante

Besoin de méthodes alternatives validées et acceptées
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Depuis 2009 :
interdiction de commercialiser en Europe 
des ingrédients et produits qui ont été
testés chez l’animal pour évaluer les 
effets aigus et locaux

En 2013:
interdiction de commercialiser en 

Europe des ingrédients et produits qui 
auront été testés chez l’animal pour 
évaluer les effets systémiques et/ou à
long terme
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Pour acceptation au niveau réglementaire

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

� ����
��� ��	����	��	�����

� �������	����	���������

� �����	���	����������	�
������

� ���
�������	��	��

�
��	���������	�
��	��	 ����!��	 �����"���!���

Méthodes alternatives Cultures cellulaires



Sensibilisation, effets endocrines, neurotoxicité, immunotoxicité

Toxicité aigue et locale

Fertilité, développement post-natal





Acute oral toxicity
Eye irritation

Phototoxicity
Pyrogenicity

Skin absorption
Skin corrosion
Skin irritation

Skin sensitisation

Acute aquatic toxicity
Acute oral toxicity
Eye irritation
Genotoxicity
Haematotoxicity
Phototoxicity
Pyrogenicity
Reproductive and developmental toxicity
Skin corrosion
Skin irritation
Skin sensitisation
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http://ecvam.jrc.ec.europa.eu/
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Produit à tester
ou contrôle positif (KOH 8N)

Peau humaine reconstruite

3 min
1h

Test MTT

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



viabilité cellulaire

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

� Exclusion de colorants (bleu trypan, iodure de propid ium)

� Libération de marqueurs radioactifs

� Libération d’enzymes: LDH: lactico déshydrogénase

� Incorporation de colorants supravitaux



viabilité cellulaire

Test WST

WST-1 Formasan

Soluble
l d’absorption 450 nm 



EpiDerm SIT / SkinEthic RHE assay

Application d’une 
substance liquide

Application d’une 
substance solide

Application 
42 min

rinçage

42 heures
MTT

SDS 5% 
contrôle +

Substance irritante pour la peau si:
Viabilité < 50%
Substance non irritante pour la peau si:
Viabilité � 50%

+ IL-1aaaa
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NRU: neutral red uptake
Évaluation de la viabilité cellulaire

1 h incubation 
avec le toxique

50 min
5J/cm²

Poursuivre l’incubation 22h



viabilité cellulaire

Test RN

l d’absorption 540 nm 

S’accumule dans les lysosomes des cellules normales
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Fréquence de 
battement (rat)
(battements/min)

1317

360

918
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Culture par la méthode des explants

Explants 
de 2mm 2

Prélèvement 
de la trachée

Ouverture
de la trachée Dissection sous

Loupe binoculaire

1,2 ml de gel de collagène
( type 1)

•Collagène 
•SVF
•MEM
•NaOH 2 h d’attachement

200 µl de milieu de culture :
•MEM
•10 % SVF
•Fungizone 2.5 µg/ml
•Insuline 5 µg/ml
•EGF 25 ng/ml
•Transferine 5µg/ml
•Hydrocortisone 92 ng/ml

BP: Ø 35 mm



MEB
Explant et tapis cellulaire 

adjacent le tapis cellulaire

10µm 10µm



Dissociation à la pronase

Pronase:
2mg/ml de milieu

20 h, 4°c

•Milieu + 10% de sérum
•Filtration (nylon: Ø 30µm)
•Préplating sur plastique (1h30)

Ensemencement 
sur boite 

revêtue de collagène



IAL

+ rétinoïde
0,1µM

- rétinoïde

DIFFERENCIATION 
EPIDERMOIDE

DIFFERENCIATION 
MUCOCILIAIRE

Cellules dissociées 
30 000 cellules/cm 2

confluence
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300 µl
700 µl

milieu DMEM/F12-BEGM (Clonetics TM):
•Insuline 0.5 µg/ml
•EGF 0.5 ng/ml
•Transferrine 10 µg/ml
•Hydrocortisone 0.5 µg/ml
•Epinéphrine 0.5 µg/ml 
•Triiodothyronine 6.5 ng/ml
•Gentamycine 50µg/ml
•Amphotéricine 50 ng/ml
•Extrait de glande pituitaire 0.13 mg/ml
•BSA 1.5 µg/ml

Insert ( Transwell, Costar ) coatés par 10µg/cm 2 de collagène de placenta humain
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ALI -RA ALI +RA +IL-13

squamous epithelium mucous epithelium

pathological differentiation

proliferating epithelium

undifferentiated

Submerged cultures

ALI + RA

mucociliary epithelium

normal differentiation

ALI cultures
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cils
mucus

Vaisseau 
sanguin

muscle

Lame basale



MEB
+ AR                       - AR



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). 

Cellules 
dendritiques

81±19

Macrophages
107±42

epithelial cells 
4382±524

��6�����

�
�
����
������������
��:����
�����
��:��
����
���
�� 
�����
�



���
�
���
��
������

��
������

�+

�������
���� 

���
����


������

-���������	

E �������
��
� ���	�
��
�������	


��

������	�

�	����		���	����

Gaz: SO2 PM
Nanoparticules
manufacturées



�������

������
����	
 �������� E ��

������	�

����
��������


����
����	
�	�������

�������	�
������	��
����������	�
��������������� ���

��������� ���������������������	�
�

�������	�
������	��
�������� ���������	�����������
�
������	�����
����	
�	���������
�������	������������ ����

����
����	
�������

Exposition submergée
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Exposition submergée
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Exposition intermittente

Exposition directe continue
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Exposition statique Exposition dynamique



Système d’exposition 
aux polluants gazeux

Chambre d’exposition 

Diluteur de gaz Dial 1000

Gaz 
vecteur

SO2

Piège du flux 
gazeux sortant

Hotte 
extractive

Flux gazeux sortant

Flux gazeux entrant
Circulation 

d’eau chaude

Bain marie

Cultures primaires d’explants de trachée
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MEB

10µm

témoin

� �� � � �� �� � � �

SO2 10 ppm, 
1 h d’exposition
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Moyennes de 6 mesures (+/- esm) obtenues sur 3 trachées différentes.
Chaque mesure est une fréquence calculée sur 20 à 32 cellules ciliées d’une même culture

� p<0,01, � p<0,05, � p<0,10

concentration en SO 2 (ppm)
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Exposition directe continue
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Exposition statique Exposition dynamique



Komori et al., 2008

Exposition statique



Exposition dynamique

Culture medium

Membrane poreuse

SO2

NH3 NO2

25ml/mn



Exposition dynamique



Vitrocell® system



1ml d’une 
suspension de 

NP d’or
40µg/mL

20 cm

12L

Gouttelettes 
de 4,4-5,4µm

Nuage dense : 
80-130g/m3

Exposition des cellules 20min



40µg/mLAvant 
nébulisation

Dépôt dans 
chambre de 

culture

500nm61ng/cm² 561ng/cm²

Efficacité de dépôt: 61% 55%



Huh et al, Science 2010

> !
��� 6�� 6� 6���� ? Reconstitution in vitro de la barrière alvéolo-capi llaire 
soumise à des forces d’étirement

PDMS (poly(dimethylsiloxane)



Huh et al, Science 2010
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NP: SiO2, 12 nm

Huh et al, Science 2010
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NP fluorescentes, 100 nm

Huh et al, Science 2010

Internalisation

Translocation



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

Système de culture multi-organes
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H� RELflow™

Hurel Corp.



25%

9%
66%

Viravaidya et al, 2004



Application à l’étude 
de la clearance de 

toxiques

Compartiment hépatique
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Hsp induction ���� green EGFP signal
cell nucleus ���� blue by Hoechst
cell cytoplasm ���� red by Phalloïdin

400 spots

100 cellules (HepG2) par spot

2 clones (promoteurs hsp )

4 toxiques

10 doses 

quintuplicats

500µm

Analyse cellule/cellule

Culture en gouttes de 100 nl

Lemaire, PloSONE, 2007





Cell Area (in µm²). shape index

Roundness ( = R² � /area) EGFP-Gray Level (GL) intensity



Claude et al, Med Sci
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Faible valeur prédictive des études chez l’animal

Développer la toxicologie systémique basée sur la 
compréhension des voies de toxicité à l’échelle cellulaire 
et moléculaire

Recommande l’utilisation de tests in vitro  à haut débit

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

Envisager un futur sans expérimentation animale


